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RESUMO - Este estudo foi realizado com a finalidade de avaliar a evolugdo das secre¢des hormonais e do epitélio
seminifero em touros da raga Angus de 10 a 38 semanas de idade. Foram castrados 1 a 5 animais em intervalos de quatro semanas
(total de 25 touros) para coleta de amostras do parénquima testicular e do plasma sanguineo. As varidveis relacionadas ao
crescimento testicular, aos aspectos quantitativos da espermatogénese e aos niveis hormonais foram transformadas em
logaritmo e avaliadas por meio de analise de varidncia. O diametro dos testiculos e tubulos seminiferos e o peso testicular
apresentaram variagdes mais acentuadas apos 26 semanas de idade. A porcentagem do parénquima testicular ocupado pelos
tabulos seminiferos aumentou de 49,3 para 75,2% durante o experimento. A maioria dos tibulos (>90%) apresentou-se com
células de Sertoli somente entre 10 e 14 semanas, mas na 182 (13,8+1,7%) e 222 semanas (19£1%), o nimero de tubulos com
gonocitos e espermatogdnias aumentou em relagdo as semanas iniciais. Espermatogdnias intermediarias e B predominaram
na 26 semana (24,5+£8,2%) e a porcentagem de tubulos com espermatocitos foi mais elevada na 30 semana (42,3+9,9%).
Espermatides arredondadas foram detectadas partir da 26® semana e, na 38? semana, 62,3+,5% dos tibulos seminiferos
continham espermatides alongadas ou maduras. As variagdes mais acentuadas no crescimento testicular e, principalmente, no
peso testicular apds as 26 semanas coincidiram com o estabelecimento da meiose, com as altera¢cdes morfoldgicas do nucleo
e nucléolo das células de Sertoli (indicativos do processo de diferenciagdo das mesmas), com os niveis reduzidos de
androstenediona e os incrementos significativos de testosterona e estradiol 17p. As associagdes entre o crescimento testicular
e os niveis de FSH e LH na circulagdo periférica foram menos evidentes.
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Testicular development, spermatogenesis and hormonal concentrations in
Angus bulls

ABSTRACT - This study aimed to evaluate changes in hormone secretion and in seminiferous epithelium of Angus bulls
between 10 and 38 weeks of age. Samples of testicular parenchyma and blood were collected from 25 animals castrated in 4
week intervals. Traits associated to testicular development and quantitative aspects of spermatogenesis and hormonal
concentrations were transformed by logarithm before analyses of variance. Changes in testis and seminiferous tubule diameter
and testis weight were more pronounced after 26 weeks of age. The percentage of testicular parenchyma occupied by
seminiferous tubules increased from 49.3 to 75.2% from 10 to 38 weeks. Most tubules (>90%) had only Sertoli cells at 10
and 14 weeks, but the number of tubules with gonocytes and A spermatogonia increased at 18 (13.8+1.7%) and 22 weeks
(19+%). Tubules with B and intermediate spermatogonia became predominant at 26 weeks (24.5+8.2%) and those with
spermatocytes as the most advanced germ cell type were more evident at 30 weeks (42.3+9.9%). Round spermatids were
detected at 26 weeks and at 38 weeks of age, 62.3+1.5% of all tubules had either elongate or mature spermatids. Variations
in testis growth (specially testis weight) after 26 weeks were coincident with the establishment of meiosis in the seminiferous
tubules, morphological alterations in nucleus and nucleolus of the Sertoli cells (indicators of Sertoli cell differentiation), lower
levels of androstenedione and significant increases in testosterone and estradiol 17f3. Associations between testis development
and concentrations of FSH and LH were less evident.
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Introducao tabulos seminiferos, multiplicam-se e diferenciam-se em

espermatogonias. A tltima geracao destas células, formada

A espermatogénese ¢ um processo ciclico no qual os pelas espermatogdnias B, sofre meiose, formando os
gondcitos, primeiras células germinativas a habitarem os espermatdcitos primarios e as espermatides arredondadas,
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que se diferenciam em espermatozoides (Griffin, 1988; Curtis
& Amann, 1981; Courotetal., 1970; Russell & Franga, 1994).
O desenvolvimento da espermatogénese depende do su-
porte funcional das células de Sertoli (Martin-du Pan &
Campana, 1993), dos niveis adequados de esteroides,
goandotrofinas e de fatores de crescimento (Sharpe, 1994).
O processo de multiplicagdo, meiose e diferenciagao
das células germinativas em estadios mais avangados de
desenvolvimento esta sincronizado com as mudangas
morfologicas e a expressdo génica nas células de Sertoli e
Leydig (Anway et al., 2003; Walker, 2003) e as secregdes
hormonais. As gonadotrofinas (LH e FSH) controlam a
proliferagdo e a diferenciagdo das células de Sertolie Leydig
desde a fase pds-natal, de modo que os esterdides e fatores
de crescimento secretados por estas células tém acdo direta
ou indireta sobre o desenvolvimento das células
germinativas. Especificamente na espécie bovina, o inicio
da puberdade esta associado a habilidade das células de
Leydig em responder ao estimulo do LH (Boockfor et al.,
1983), produzindo crescentes quantidades de testosterona,
que, por sua vez, controla a diferenciacdo das células de
Sertoli e, conseqiientemente, varias de suas fungdes (Griffin,
1988). Estes eventos regulam a espermatogénese de forma
concatenada, de modo que alteragdes na fungdo das células
de Sertoli alteram o crescimento das céluas germinativas
(Sharpe, 1994; Sharpe et al., 2003). As interrupgdes no
processo espermatogénico também inferferem nas células
de Sertoli (Moura & Erickson, 2001) causando, em ultima
instancia, modifica¢des no padrdo normal de desenvolvi-
mento e na capacidade reprodutiva dos animais. Neste
caso, o conhecimento da espermatogénese ¢ fisiologia
testicular é fundamental para a identificagdo de causas
potenciais de infertilidade e subfertilidade e a compreensao
dos processos que definem a capacidade de producdo
espermatica. Importantes informagdes tém sido obtidas nos
ultimos anos sobre as modificacdes fisiologicas das células
de Sertoli e germinativas que ocorrem na fase de pré-
puberdade (Sharpe et al., 2003; Mackay, 2000), mas estes
eventos e as interagdes entre os hormonios da circulagao
periférica e o crescimento testicular ndo estdo completa-
mente estabelecidos em touros de corte. Portanto, realizou-se
este trabalho com o objetivo de estudar a evolugdo das
secrecdes hormonais, da espermatogénese e das células de
Sertoli em touros daraga Angus durante as fases iniciais de
desenvolvimento do sistema reprodutivo.

Material e Métodos

Vinte e cinco touros daraga Angus foram divididos em
oito grupos (1 a 5 individuos/grupo) e castrados cirurgica-

mente entre 10 e 38 semanas de idade a intervalos de quatro
semanas. Depois de separados da tunica vaginal ¢ do
epididimo, os testiculos foram pesados ¢ medidos (didmetro
do testiculo esquerdo). Dois segmentos de aproximada-
mente 4 mm de espessura foram coletados de cada p6lo do
testiculo esquerdo, fixados por 24 horas em liquido de
Bouin, lavados em agua e etanol (70%) e mantidos em etanol
(70%). Posteriormente, as amostras foram colocadas em
parafina, seccionadas com 5 pm de espessura e coradas com
hematoxilina e eosina (Moura & Erickson, 1997). Nos
periodos das castragdes, os animais também foram pesados
e trés amostras de sangue foram coletadas de cada touro em
intervalos de 1 hora, utilizando-se tubos com EDTA. Apds
centrifugacdo, o plasma foi separado em aliquotas ¢ man-
tido a -80°C para posterior dosagem das concentragdes
hormonais por meio de radioimunoensaios. Utilizou-se a
média das concentragdes entre as trés coletas basais em
cada idade para andlise estatistica. Os animais utilizados
neste estudo faziam parte dos rebanhos de corte da Univer-
sidade do Tennessee, regidao sul dos Estados Unidos. Em
geral, o manejo destes animais consistiu de sua manuten-
¢do com as matrizes em regime de pastagem até os § meses
de idade (desmame) e em confinamento nas idades subse-
qlientes, com suplementagdo a base de feno, silagem de
milho e concentrado.

As proporcdes do volume do parénquima testicular
ocupado por tibulos seminiferos e intersticio foram deter-
minadas por meio da contagem de 600 pontos aleatorios/
lamina (aumento de 400 x) utilizando-se um ponto no reticulo
da ocular, conforme descrito anteriormente (Moura &
Erickson, 1997). O estadio de desenvolvimento do epitélio
seminifero dos touros foi determinado em 400 sec¢des
transversais de tibulos/animal (400 x). Cada secg¢do foi
classificada de acordo com o estadio de desenvolvimento
mais avancado das células germinativas: 1) tibulos sem
células germinativas; 2) tibulos com espermatogoénias A;
3) tabulos com espermatogdnias intermediarias ou B;
4) tibulos com espermatocitos em paquiteno, 5) tubulos
com espermatides arredondadas e 6) tubulos com esper-
matides alongadas ou maduras (Moura & Erickson, 1999).

Em dez secgdes transversais de tibulos avaliadas alea-
toriamente nas amostras de testiculo de cada animal, deter-
minaram-se ainda o numero de células de Sertoli e germinativas
(espermatogdnias A; espermatogonias intermediarias ou B;
espermatdcitos, espermatides arredondadas) e os didmetros
dos tiibulos. Somente células com ntcleo e nucléolo intactos
foram consideradas na contagem (Moura & Erickson, 1997;
Souza,2003; Souzaetal.,2003).

As concentragdes de FSH foram determinadas em amos-
tras de 200 uL de plasma por meio de radioimunoensaio
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(Bolt & Rollins, 1983). O primeiro anticorpo (USDA-5-
0122), 0 FSH purificado parareagdo com iodo radioativo
eacurvadereferéncia (USDA-bFSH-I-2) foram cedidos
pelo Dr. D. J. Bolt (USDA, Beltsville, MD). O nivel de
detecgdo deste ensaio foi 0,25 ng/mL e o coeficiente de
variagdo intra-ensaio, 10%. As concentragdes de LH
foram estimadas em 100 pL de soro, conforme método
desenvolvido por Niswwender et al. (1969) e posterior-
mente modificado por Bolt (1981). O primeiro anticorpo
(LH antiovino no. 15) foi adquirido do Dr. G. Niswender
(CSU, Fort Collins, CO) e o hormoénio purificado para
reacdo comiodo radioativo e a curva de referéncia foram
cedidos pelo Dr. L. E. Reichert (Rochester Medical School,
Albany, NY). O nivel de detecc¢do foide 31,3 pg/mL e o
coeficiente de variagdo intra-ensaio, 6.5%. No caso dos
esterdides, as amostras de plasma foram primeiramente
dissolvidas e extraidas em 1,5 mL de benzeno. As concen-
tragdes de testosterona e androstenediona (D4A) foram
estimadas conforme método descrito por Cox etal. (1987).
O anticorpo para D,A (X - 322 Rao) foi adquirido do Dr.
P. N. Rao (Southwest Foundation for Biomedical
Research, San Anténio, TX) e o anticorpo para
testosterona foi cedido pelo Dr. G. Niswender. Os niveis
de detecgdo foram 10 pg/mL e 2,5 pg/mL para os ensaios
de testosterona e D,A, respectivamente. Os coeficientes
de variagdo intra-ensaio foram 10 e 8%, respectivamente.
As concentracoes de estradiol foram quantificadas de
acordo com o método desenvolvido por Cox etal. (1987),
posteriormente modificado para a espécie bovina por
meio do aumento da dilui¢do do anticorpo de 1:800.000
para 1:1.500.000 e da diminui¢do da quantidade de soro
extraido e utilizado no ensaio (Britt, comunicacao pessoal,
Knoxville, TN, USA). O anticorpo foi cedido por Dr.
N. Manson (Lilly Research Laboratories, Indianapolis,
IN). O nivel de detecgdo do ensaio foi de 0,15 pg/mL ¢
o coeficiente de variacdo intra-ensaio, 7%. Os
radioimunoensaios foram validados adicionando-se
quantidades de hormdnios a amostras de plasma previa-
mente caracterizadas, estimando-se as concentragdes
nestas amostras conforme procedimento supracitado
(Moura & Erickson, 1997).

As variaveis relacionadas ao crescimento testicular,
aos aspectos quantitativos da espermatogénse e as con-
centragdes hormonais foram transformadas em logaritmo
para avaliagdo, por meio de analise de variancia, das dife-
rengas relacionadas as idades (SAS, 2003). Como na 142
semana de idade houve coleta de amostras de um Unico
animal, os valores referentes a esta idade ndo foram
incluidos nas comparagdes.

Resultados e Discussao

Todas as medidas associadas ao crescimento das
gonadas e dos tibulos seminiferos dos touros apresenta-
ram variacdes significativas entre a 10* e a 382 semana
(Figura 1), todavia, o padrdo de mudanca destas variaveis
foi diferente neste periodo. O peso testicular aumentou dez
vezes, enquanto, no mesmo periodo, o peso vivo dos
animais variou apenas 1,8 vezes (de 149,5a272,1 kg). As
medidas de diametro testicular e diametro dos tubulos
seminiferos cresceram 2,2 e 2,4 vezes, respectivamente, ¢ a
menor variagdo (1,5 vezes) foi observada para a porcenta-
gem do parénquima testicular ocupado pelos tibulos
seminiferos, de 49,3% na 102 semanaa 75,2% na 38% semana
de idade. Distintas fases de crescimento do peso testicular
(Figura 1) também foram observadas, de modo que esta
caracteristica aumentou 2,7 vezes entre a 102 e a22? semana
e 3,7 vezes entre a 222 ¢ a 382 semana. O crescimento das
outras variaveis (Figura 1) apresentou evolucdo mais gra-
dual durante todo o periodo de 10 a 38 semanas de idade.
Houve redugdo temporaria na média do peso testicular e no
peso vivo dos animais durante a 26® semana, mas o padrao
normal de crescimento foi retomado nas semanas seguin-
tes. Este evento pode ter sido causado por alteragdes
temporarias no manejo das matrizes e/ou dos proprios
tourinhos. O modelo de crescimento do diametro testicular
apresentado neste estudo ¢ semelhante ao descrito por
Chandolia et al. (1997), Moura & Erickson (1997) e
Aravindakshan et al. (2000). Em estudos conduzidos com
touros holandeses ¢ Hereford, respectivamente, Curtis &
Amann (1981) e Evans et al. (1996) obtiveram resultados
similares em relagao ao aumento do peso testicular, mais
lento até as 25 semanas de idade, porém, com crescimento
mais acentuado até a32? ea40? semanas de idade. No caso
dos resultados apresentados por Evans et al. (1996), houve
ainda pequena tendéncia a um decréscimo do didmetro dos
tibulos seminiferos entre a 20% e 252 semanas de idade,
como ocorreu também neste estudo na 262 semana.

Sugere-se que a expansdo do didmetro dos tubulos
seminiferos verificada neste estudo, principalmente a partir
da26®semanadeidade, deveu-se prioritariamente a macica
proliferacdo das células germinativas e a diferenciagao das
células de Sertoli, conforme demonstrado nas Figuras 5a 6
e com base nos estudos realizados por Sinowatz &
Amselgruber (1986) e Curtis & Amann (1981). O aumento do
diametro dos tubulos seminiferos com o passar das sema-
nas reflete diretamente a propor¢do do volume do
parénquima testicular ocupado por esses tibulos. A mul-
tiplicacdo das células de Sertoli também pode ter contri-
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Peso testicular
Testis weight

a, b a, b

10 14 18 22 26 30 34 38 42

Idade (semanas)
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Didmetro dos tubulos seminiferos
Seminiferous tubules diameter

0 T T T T T T T |
10 14 18 22 26 30 34 38 42

Idade (semanas)
Age (weeks)

Diametro testicular
Testis diameter

0 T T T T T T T 1
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Idade (semanas)
Age (weeks)

Porcentagem do paréngiuma
testicular ocupado por tubulos
Percentage of testis parenchyma with tubules

30 T T T T T T T T 1
10 14 18 22 26 30 34 38 42

Idade (semanas)
Age (weeks)

Figura 1 - Variaveis associadas ao desenvolvimento testicular de touros Angus (média * erro-padrédo). Valores seguidos de letras
idénticas nao diferem (P>0,05). Na 142 semana, as amostras foram coletadas de apenas um touro e, portanto, ndo ha o

respectivo erro-padrao da média.

Figure 1-  Variables associated with the testicular development of Angus bulls (mean + standard error). Values followed by identical letters are not statistically
significant (P>0.05). At 14 weeks, samples were collected from only one bull and, therefore, no standard error of mean is shown.

buido para a expans@o do didmetro tubular e as medidas
testiculares, mas este efeito certamente foi muito limitado,
pois, na espécie bovina, as células de Sertoli tornam-se
amitoticas até a 20% semana de idade (Sinowatz &
Amselgruber, 1986).

As analises dos cortes histologicos do parénquima
testicular sdo importantes, pois indicam como o processo
espermatogénico associa-se ao crescimento das gonadas.
A maioria das sec¢oes transversais dos tibulos seminiferos
apresentou somente cé¢lulas de Sertoli no inicio do desen-
volvimento testicular (Tabela 1), de modo que, entre a 102
e a 142 semana, ndo houve diferenca na propor¢do de
tabulos com células germinativas (8,3+1,3 vs 7,3%, respec-
tivamente). No entanto, a porcentagem de tubulos com
gondcitos e espermatogdnias A na 18 (13,8+1,7) e 222
semanas (19+1) aumentou significativamente em relagio as
semanas iniciais e, a partir destas idades, a proporcao de
tabulos com espermatogdnias A como o tipo celular em
estadgio mais desenvolvido passou a decrescer (Tabela 1).
Com base em estudos sobre a espermatogénese em touros

holandeses (Amann, 1970; Curtis & Amann, 1981), sugere-se
que esta redugdo deveu-se a continuidade da proliferacdo
¢ a diferenciacdo deste tipo celular em espermatogdnias
intermediarias e B, sucessivamente. De fato, estas duas
classes de espermatogodnias tornaram-se predominantes
no lumen dos tubulos na 262 semana (24,5+8,2%), mas
reduziram da 30? (7,7£5%) a 382 semana (0,8+0,5%). A
porcentagem de tabulos com células meidticas
(espermatdcitos) aumentou a partir da 222 semana (7,1+2,9%),
porém, somente nas semanas 26 (34,8+14,7%) e 30 (42,3+
9,9%) houve predominancia deste tipo celular. A partir da
26% e 30 semanas, detectou-se a presenca de espermatides
arredondadas (2,5+£1,4%) e espermatides alongadas e
maduras (12+12%), com predominancia destes tipos celula-
res nos tibulos seminiferos dos touros com 34 e 38 semanas
deidade (27,5+4,3 ¢ 62,3%1,5, respectivamente; Tabela 1).
Quando relacionados as informacgdes apresentadas na
Figura 1, estes resultados evidenciam que a fase de cresci-
mento mais lento das medidas testiculares (até 22-26 sema-
nas de idade) ocorreu durante o processo de multiplicagao
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e diferenciacdo das espermatogodnias e que as variagdes
mais acentuadas no didmetro das gonadas ¢ dos tubulos
seminiferos e, principalmente, no peso testcular, coinci-
Cada
espermatogdnia B tem capacidade potencial de gerar

diram com o estabelecimento da meiose.

quatro espermatides arredondadas (Amann, 1970; Courot
et al., 1970) e esta magnitude da divisdo meiotica ¢é
responsavel pela rapida substituigdo de parte do fluido
tubular por células germinativas a partir da 26% semana de
idade nos touros.

Nos periodos entre as semanas 18 ¢ 22 e novamente
entre as semanas 34 e 38, houve decréscimo na populagdo
das células de Sertoli nas secgdes transversais dos tubulos

r

seminiferos (Tabela 2). Este resultado é semelhante ao
encontrado por Curtis & Amann (1981), que relataram o
mesmo decréscimo a partir da 202 semana de idade em touros
holandeses. Porém, as células de Sertoli proliferam somente
até a 202 semana de idade em bovinos e ¢ pouco provavel
que tenha havido apoptose ou degeneragdo apds esta
idade, pois estas células sdo extremamente resistentes a
lesdes capazes de afetar outros tipos celulares nos tibulos
seminiferos (Castro et al., 1997). Dessa forma, a aparente
reducdo no nimero de células de Sertoli parece ter sido
ocasionada pela intensa proliferacdo das células
germinativas e pelo aumento do comprimento e diametro
tubular, o que influencia o nimero proporcional das células
de Sertoli por sec¢do transversal de tubulo seminifero. A
presenca de maior numero de células germinativas nos

tubulos pode também se sobrepor as células de Sertoli e,
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desta forma, dificultar a visualizagdo do nucleo e nucléolo
quando da contagem com microscopio optico.

As populacdes de espermatogonias A, Intermediarias
e B por secgdo transversal dos tibulos permaneceram
estabilizadas apds a 22% e a 262 semana, no entanto, este
mesmo periodo foi caracterizado por aumentos constantes
na populagdo de espermatdcitos e principalmente
espermatides arredondadas (Tabela 2). A relagdo do nimero
de espermatides arredondadas com o de células de Sertoli
aumentou consideravelmente nos tibulos seminiferos no
periodo de 26 a 30 semanas até a 38% semanas, o que reflete
adindmica da capacidade de suporte das células de Sertoli.
Nesta idade final do experimento (38 semanas), foi estimada
uma média de 1,6 espermatides/célula de Sertoli, mas este
valor ¢ transitorio e tende a aumentar durante o desenvol-
vimento das gonadas. De fato, em estudos conduzidos com
touros aos 12 meses de idade (52 semanas), uma média de
6,3 espermatides arredondadas por célula de Sertoli foi
identificada em secg¢oes transversais de tubulos seminiferos
(Moura & Erickson, 1997). Considerando que as células de
Sertoli ndo sofrem mitose apds as 20 semanas de idade na
espéciebovina (Sinowatz & Amselgruber, 1986), 0 aumento
na propor¢ao com as espermatides apos esta idade ¢
resultado do estabelecimento da meiose e da ampliacdo do
pool de espermatogonias nos tibulos seminiferos (Moura
& Erickson, 1997; Mackay, 2000; Wrobel, 2000; Walker,
2003). Portanto, arelacdo espermatide/célula de Sertoli é
importante, pois reflete a capacidade de suporte das células
de Sertoli e, em ultima instancia, o potencial de produgdo

Tabela 1 - Desenvolvimento do epitélio seminifero de touros Angus, em funcdo dos estadios mais avangados das células germinativas

Table 1 -

Development of the seminiferous epithelium of Angus bulls as related to the most advanced germ cell type

Idade (semanas)
Age (weeks)

Porcentagem de seccdes transversais de tibulos seminiferos
com células germinativas em estadio de desenvolvimento

mais avangado (média + erro-padrdo)
Percentage of cross sections of seminiferous tubules with the most

developed germ cell type (mean + standard error)

Tubulos sem células Gonocitos ou A

Espermatogodnias

Espermatocitos Espermatides Espermatides

germinativas espermatogonias intermedidrias ou B Spermatocytes arredondadas  alongadas ou maduras
Tubules without Gonocytes or A Intermediate or B Round spermatids Elongate or mature
germ cells spermatogonia spermatogonia spermatids

10 (3)* 91,7+1,38 8,3+1,3%b 0 0 0 0

14 (1) 90,5 7.3 2.3 0 0 0

18 (3) 83,841,820 13,7+1,72 2,3+0,22 0,1£0,12 0 0

22 (3) 70,3+4,3b 19+1° 3,5+0,72 7,1+£2,9b 0 0

26 (3) 24,8+8,9¢ 13,4+3,4b 24,5+8,2b 34,8+14,7¢ 2,541,43 0

30 (5) 15,3+8,7¢ 11,3+7,3b 7,7+5¢ 42,349,9¢ 11,3+4,3b 124128

34 (3) 7,9+6,54 0,08+0,1¢ 3,943,5% 17,7+12,54 26,4+2,3¢ 44+21,4b

38 (4) 4,4+1,34 0,08+0,1¢ 0,8+0,54 4,8+1,6° 27,5+4,3¢ 62,3+11,5°

* Valores entre parénteses representam o nimero de touros castrados em cada idade. Na 142 semanas, as amostras foram coletadas de apenas um touro
e, portanto, ndo ha o respectivo erro-padrédo da média. Em cada categoria de desenvolvimento dos tubulos seminiferos (colunas), valores seguidos de

letras idénticas nado diferem (P>0,05) significativamente.

*Values between brackets represent the number of bulls castrated at each age. At 14 weeks, samples were collected from only one bull and, therefore, no standard error of the mean is shown.
Foreach category of seminiferous tubule development (within columns), values followed by identical letters are not statistically significant (P>0.05).
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Tabela 2 - Populacédo de células Sertoli e germinativas por secgdes transversais de tubulos seminiferos em touros Angus em diferentes
idades
Table 2 - Sertoli and germ cell populations in cross sections of seminiferous tubules of Angus bulls at different ages

Idade (semanas)
Age (weeks)

Células de Sertoli e germinativas por
secgoes transversais de tibulos seminiferos (média + erro-padrdo)
Sertoli and germ cells in cross sections of
seminiferous tubules (mean + standard error)

Células de Sertoli

Sertoli cells

Espermatogonias A

A spermatogonia

Espermatogonias
intermediarias ou B

Espermatocitos

Spermatocytes

Espermatides arredondadas
Round spermatids

Intermediary or B spermatogonia

10 (3)* 35,542,582 1,4+0,12 0 0 0
14 (1) 35,1 1,6 0,6 0 0
18 (3) 35,2428 1,6+0,32 1,1£0,32 0 0
22 (3) 26,5+1,6° 1,7+0,32 2,5+0,5° 4,5+1,82 0
26 (3) 28,8+2,50 0,8+0,3" 2,1+0,3° 7,1+1,32 0,6+1,22
30 (5) 26,5+5,9b 0,8+0,1° 2,240,5b 13,5+1,5b 9,1+4,7b
34 (3) 23,6+1,5b:¢ 0,8+0,3° 3,1+0,7° 23,6+6,2¢ 20,6+6,9¢
38 (4) 18,1+£1b¢ 0,8+0,1° 2,6+0,4 24,6+4,1° 28,1+2,64

* Valores entre parénteses representam o nimero de touros castrados em cada idade. Na 142 semana de idade, as amostras foram coletadas de apenas
um touro e, portanto, ndo ha o respectivo erro-padrdo da média. Em cada categoria de desenvolvimento dos tubulos seminiferos (colunas), valores seguidos
de letras idénticas ndo diferem significativamente (P>0,05).

* Values between brackets represent the number of bulls castrated at each age. At 14 weeks, samples were collected from only one bull and, therefore, no standard error of the mean is shown.
Foreach category of seminiferous tubule development (within columns), values followed by identical letters are not statistically significant (P>0.05).

espermatica do animal na fase adulta. Estudos realizados
com animais Bos taurus adultos tém comprovado
que testiculos com maior didmetro e mais pesados possuem
nimero mais elevado de espermatides arredondadas por
célulade Sertoli nos tibulos seminiferos (Moura & Erickson,
1997) e maior producdo espermatica diaria (Berndtson etal.,
1987). Em touros Nelore, a relagdo espermatide/célula de
Sertoli também se correlaciona ao peso testicular e a con-
centragdo espermatica (Carneiro Jr. etal., 2001).

As células de Sertoli apresentaram-se, até a 142 semana
de idade, com ntcleo e nucléolo arredondado situados
majoritariamente préoximos a membrana basal do tibulo
(Figura 2). Na 182 semana, observaram-se alguns poucos
nucleos com formato irregular, porém, sem fendas na mem-
brana nuclear (Figura 3). As reentrancias na membrana
nuclear foram detectadas a partir da 222 semana, quando foi
observado um distanciamento de alguns ntcleos da lamina
basal do tubulo seminifero (Figura 4). O nucléolo, por sua
vez, apresentou-se com estrutura também mais irregular,
podendo ser unica, bi ou tripartida, conforme descrito por
Sinowatz & Amselgruber (1990) e Wrobel (2000). Estes
aspectos do nucléolo e do ntcleo das células de Sertoli
observados as 18 e 22 semanas coincidiram com a ocupacao
dos tiibulos seminiferos por espermatdcitos (22 semanas)
e antecederam sua diferenciacdo em espermatides arredon-
dadas (26 a 30 semanas), alongadas ou maduras (34 sema-
nas). A partir da26®semana (Figura 5), as células de Sertoli
apresentaram-se com o nicleo notavelmente mais irregular
e, apos 342 semana (Figura 6), os ntcleos e nucléolos
tornaram-se palidos e com formato mais indefinido. Estes

resultados evidenciam a sincronizagdo entre algumas alte-
ragdes morfologicas das células de Sertoli e o desenvolvi-
mento da espermatogénese (Sinowatz & Amselgruber, 1990)
e, conseqlientemente, das gonadas. As mudancas na
morfologia das células de suporte sdo importantes (Figuras
2 a 6), pois estudos tém comprovado que estdo associadas
amecanismos de diferenciagdo (Wrobel, 2000). Alteragoes
nestes mecanismos tém consequéncia sobre a idade a
puberdade (Sharpe et al., 2003) e, por outro lado, interrup-
¢Oes no curso normal da mitose ou meiose das células
germinativas interferem nas mudang¢as morfoldgicas e
na diferenciagdo das céluas de Sertoli (Moura & Erickson,
2001).

As concentragdes plasmaticas de FSH reduziram entre
a 10? e a 142 semanas de idade nos touros Angus e, a partir
de entdo, elevaram-se até a 22% semana, quando voltaram a
decrescer (Figura 7). Os niveis de LH na circulagao perifé-
rica apresentaram crescimento gradual, mas consistente,
da 10? a 302 semanas, estabilizando-se a partir de entdo
(Figura 7). Estes padroes de secrecdo de FSH e LH sdo
similares aos observados anteriormente em touros
(MacDonald et al., 1991; Chandolia et al., 1997; Moura &
Erickson, 1997). Embora o FSH tenha reconhecidamente
efeito estimulador sobre a mitose das células de Sertoli
(Buzzard et al., 2002; Sharpe et al., 2003), este hormonio
também contribui com o processo de diferenciacido
(Dorringtonetal., 1979; Walker & Cheng, 2005) e a sintese
de fatores de crescimento pelas células de Sertoli, os quais
promovem a maturagio das células de Leydig (Sharpe, 1994;
Walker & Cheng, 2005), tornando-as aptas a responder aos
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Figura 2 - Tubulos seminiferos de touros Angus de 14 semanas
de idade, em segéo transversal (1.000 x). S: células
de Sertoli.

Figure 2 -  Seminiferous tubules of Angus bulls at 14 weeks of age, in
transversal section (1,000 x). S: Sertoli cells.

i

Figura 5 - Tubulos seminiferos de touros Angus de 26 semanas
de idade, em secgéo transversal (1.000 x). S: células
de Sertoli; In: espermatogoénia intermediaria.

Figure 5-  Seminiferous tubules of Angus bulls at 26 weeks of age, in
transversal section (1,000 x). S: Sertoli cells; In: intermediate
spermatogonia.

Figura 3 - Tubulos seminiferos de touros Angus de 18 semanas
de idade, em segéo transversal (1.000 x). S: células
de Sertoli.

Figure 3-  Seminiferous tubules of Angus bulls at 18 weeks of age, in
transversal section (1,000 x). S: Sertoli cells.

Figura 4 - Tubulos seminiferos de touros Angus de 22 semanas
de idade, em segédo transversal (1.000 x). S: células
de Sertoli; A: espermatogénia A.

Figure 4 -  Seminiferous tubules of Angus bulls at 22 weeks of age, in
transversal section (1,000 x). S: Sertoli cells; A: A
spermatogonia.

Figura 6 - Tubulos seminiferos de touros Angus de 34 semanas
de idade, em secgéo transversal (1.000 x). S: células de
Sertoli; SPC: espermatdcito; E,: espermatide alongada;
Ena- €spermatide madura.

Figure 6 -  Seminiferous tubules of Angus bulls at 34 weeks of age, in
transversal section (1,000 x). S: Sertoli cells; SPC:
spermatocytes; E, - elongate spermatid; E, .- mature spermatid.

estimulos crescentes do LH e sintetizar prioritariamente
testosterona. Neste estudo, os aumentos mais significati-
vos dos niveis plasmaticos de testosterona (Figura 8)
coincidiram com as mudangas morfologicas detectadas no
nucléolo e nacleo das células de Sertoli a apartir das 26
semanas (Figuras 4 a 6). Esta associagéo cronologica esta
de acordo com a concepgdo de que a atividade das células
de Leydig também influencia a maturagdo das células de
Sertoli, via secrecdo de testosterona. De fato, Arslan et al.
(1993) mostraram a ocorréncia de significativo aumento no
citoplasma e modificagdes nas caracteristicas morfoldgicas
do nucleo das células de Sertoli em macacos (Macaca
mullata) tratados exclusivamente com testosterona e, mais
recentemente, Buzzard et al. (2003) reportaram que o trata-
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Figura 7 - Concentragdes plasmaticas de FSH e LH em touros
Angus (médias + desvio-padréo). Valores seguidos
de letras idénticas ndo diferem significativamente
(P>0,05). Na 142 semana, as amostras foram
coletadas de apenas um touro e, portanto, nao ha o
respectivo erro-padrao da média.

Figure 7-  FSH and LH plasma concentrations in Angus bulls (mean +
standard error). Values followed by identical letters are not
statistically significant (P>0.05). At 14 weeks, samples were
collected from only one bull and, therefore, no standard error
of the mean is shown.

mento de células de Sertoli com testosterona (in vitro)
induz a expressdo de genes associados ao processo de
diferenciagdo dessas células. Por outro lado, seres humanos
com mutagdes nos receptores de androgenos possuem
atividade mitotica prolongada e diferenciagdo anormal das
células de Sertoli (Fuqua et al., 1996).

Enquanto as concentragdes periféricas de testosterona
apresentaram reduzida variacdo até as 22 semanas de idade
nos touros Angus, mas com aumentos significativos a
partir desta idade, a secrecdo de androstenediona teve um
padrdo coincidentemente inverso (Figura 8). Esta transi¢do
no tipo de andrégeno predominante sintetizado pelos tes-
ticulos ¢ um indicativo da diferenciacdo das células de
Leydig e de importantes atributos das gonadas na pos-
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10 14 18 22 26 30 34 38

Idade (semanas)
Age (weeks)
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0 : : : : : : :
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Figura 8 - Concentragdes plasmaticas de testosterona,
androstenediona e estradiol 178 em touros Angus
(médias + desvio-padréo). Valores seguidos de letras
idénticas nao diferem significativamente (P>0,05). Na
142 semana, as amostras foram coletadas de apenas
um touro e, portanto, ndo ha o respectivo erro-padréo
da média.

Figure 8 -  Plasma concentrations for testosterone, androstenedione and
estradiol 173 in Angus bulls (mean % standard error). Values
followed by identical letters are not statistically significant
(P>0.05). At 14 weeks, samples were collected from only one
bull and, therefore, no standard error of the mean is shown.
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puberdade (Bedair & Thibier, 1979; Curtis & Amann, 1981;
Moura & Erickson, 1997). Estudos publicados por Moura &
Erickson (1997) demonstraram que os touros que atingem
este periodo de transi¢do mais precocemente tém testiculos
maiores e produzem mais células germinativas em idades
posteriores do desenvolvimento reprodutivo.

As concentragdes plasmaticas de estradiol permanece-
ram sem alteracdes significativas atéa 222 semana de idade,
periodo a partir do qual elevaram continuamente (Figura 8),
resultado semelhante ao descrito anteriormente por Amann
etal. (1986), Evansetal. (1996) e Moura & Erickson (1997).
A sintese de estradiol no inicio do desenvolvimento das
gonadas pode ser resultado da acdo do FSH sobre as
células de Sertoli ndo diferenciadas (ainda na fase pré-
pubere) e, apos esta fase, seria produzido, unicamente ou
em conjunto, pelas células de Leydig em processo de
diferenciacdo e sob o estimulo do LH (Dorrington &
Armstrong, 1979; Dorrington & Khan, 1993; Moura &
Erickson, 1997). As céluas germinativas também sintetizam
estradiol nos tubulos seminiferos, ductos eferentes e
epididimo (Hess etal., 1997; Hess & Bahr, 2001). Todavia,
ndo se conhece qual a contribuigdo exata desta atividade
secretora para os niveis de estradiol detectados na circula-
¢do periférica. Nos ductos eferentes e no epididimo, o
estradiol produzido pelas células germinativas atua de
formalocalizada euma de suas fungdes é regular a absorcao
dos fluidos provenientes dos tubulos seminiferos (Hess &
Bahr,2001).

E importante notar que, neste estudo com os touros
Angus, o incremento significativo nas concentragdes
periféricas de testosterona e estradiol ocorreu em fases
praticamente idénticas (a partir das 26 semanas) e coincidiu
com as modificacdes morfoldgicas do nucléolo e nucleo,
associadas a diferenciacdo das células de Sertoli (Figuras
4 a6),compredominancia de células meioticas no laimen
dos tubulos seminiferos e crescimento do peso e do
didametro das gonadas. Estudos tém mostrado claramente
que a testosterona estd relacionada ao desenvolvimento
das gonadas (Curtis & Amann, 1981; Moura & Erickson,
1997), exercendo papel fundamental na manutencido da
espermatogénese (Zirkin etal., 1994) e transcrigdo de genes
que controlam a atividade mitdtica e a diferenciagdo das
células de Sertoli (Buzzard et al., 2003). Entretanto, as
associagdes cronoldgicas entre a evolucao do epitélio
seminifero e os niveis de estradiol na circulagdo periférica
apresentadas neste artigo ndo haviam sido observadas em
bovinos. No entanto, os efeitos da agao do estradiol sobre
a espermatogénese ainda ndo foram detalhadamente estu-
dados como a testosterona. De acordo com Pentikainem et
al. (2000), o estradiol tem a capacidade de evitar a apoptose

de espermatocitos primarios e espermatides em seres huma-
nos ¢ ¢ possivel que este esterdide contribua de forma
significativa para o processo de espermatogénese assim
como a testosterona.

Conclusoes

Os resultados evidenciam a existéncia de uma relagéo
cronoldgica entre os niveis periféricos de gonadotrofinas
e esterdides, a espermatogénese e o desenvolvimento tes-
ticular nos touros Angus. No entanto, as variagdes nos
niveis basais de testosterona e estradiol 173 e a medida de
peso testicular provavelmente sdo os melhores indicadores
da evolugdo do processo espermatogénico nos tubulos
seminiferos. O estudo dos estddios iniciais do desenvol-
vimento testicular dos touros é fundamental para a compreen-
sdo dos fatores que potencialmente influenciam a futura
capacidade de producdo espermatica.
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