NS0 g kL DU
. a0

Universidade Federal do Para — UFPA
EMBRAPA Amazonia Oriental - EMBRAPA
Universidade Federal Rural da Amazonia - UFRA
Nucleo de Ciéncias Agrarias e Desenvolvimento Rural - NCADR
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia Animal - PPGCAN

Anna Patrycia Martins de Oliveira

Estudo morfofisiologico do epididimo de caititus (Pecari tajacu) adultos

Belém - Para
2015



Anna Patrycia Martins de Oliveira

Estudo morfofisiologico do epididimo de caititus (Pecari tajacu) adultos

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal pelo Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia Animal, Nucleo de Ciéncias Agrarias e
Desenvolvimento Rural. Universidade Federal do
Para. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
- Amazodnia Oriental. Universidade Federal Rural
da Amazonia.

Area de Concentra¢io: Producdo Animal.

Orientadora: Prof®. Dr". Diva Anelie de Aratjo
Guimaraes

Belém - Para
2015



Anna Patrycia Martins de Oliveira

Estudo morfofisiologico do epididimo de caititus (Pecari tajacu) adultos

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal pelo Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia Animal, Nucleo de Ciéncias Agrdrias e
Desenvolvimento Rural. Universidade Federal do
Para. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
- Amazodnia Oriental. Universidade Federal Rural
da Amazonia.

Area de Concentracio: Producdo Animal.

Orientadora: Prof®. Dr". Diva Anelie de Aratjo
Guimaraes

Data da defesa. Belém - PA: / /

Prof®. Dra. Diva Anelie Guimaraes — Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFPA

Orientadora

Prof®. Dra. Maria Auxiliadora Pantoja Ferreira — Instituto de Ciéncias Bioldgicas—

UFPA- Membro Titular

Prof®. Dra. Adriana Costa Guimaraes— Instituto de Ciéncias Bioldgicas- UFPA

Membro Titular



Aos meus pais, Maria do Carmo e Antonio Fernando, pelo amor, dedicacdo, carinho,

cuidado e incentivo que sempre me deram.

Aos meus amigos, pelo carinho, paciéncia e apoio ao longo desta jornada académica.

A Rafael Leandro, pelo companheirismo, incentivo e paciéncia sempre.



AGRADECIMENTOS

Ao programa de pds-graduacdo em Ciéncia Animal - UFPA.

A CAPES pela concessdo da bolsa de mestrado.

A Embrapa- Amazonia Oriental por permitir a utilizagao de parte dos animais utilizados

nos experimentos contidos neste estudo.

A Profa. Dra. Diva Anelie Guimaraes pela oportunidade de desenvolver o trabalho no

Laboratério de Reproducdo Animal-ICB-UFPA.

A minha amiga e colega de laboratério Deise pela ajuda na elaboragdo deste estudo.

Ao professor Prof. Dr. Otdvio Ohashi e Profa. Dra. Maria Auxiliadora Ferreira pelo
apoio no desenvolvimento do trabalho e por ceder seus laboratdrios para a realizacao do

mesmo.

Ao Laboratério de Técnicas Histologicas e a técnica Lia pelo apoio logistico e

processamento das amostras de histologia.

A todos os professores e alunos que contribuiram para o desenvolvimento deste

trabalho.

i1



RESUMO

O presente trabalho visou estudar os aspectos histologicos epididimo de caititus (Pecari
tajacu) e as patologias espermadticas associadas as diferentes regides desse 6rgao. Fato
que contribuird para o melhor entendimento da biologia reprodutiva da espécie, e
consequentemente para a sua conservacdo. Foram utilizados oito animais adultos, na
faixa etdria de dois a quatro anos, procedentes do criatério de pesquisas cientificas da
Embrapa-Amazonia Oriental, localizado em Belém, Pard, Brasil. Cada uma das quatro
partes do epididimo (cabeca proximal, cabeca distal, corpo e cauda) foi dividida em
duas por¢des, sendo que uma das por¢des foi macerada, enquanto a outra permaneceu
intacta. A cauda do epididimo foi submetida a técnica de fluxo retrégado. As amostras
celulares foram armazenadas em formol salino, sendo utilizadas posteriormente para a
andlise de morfologia espermatica. As amostras do 6rgao foram embaladas em gaze,
identificadas e fixadas em ALFAC. Posteriormente, foram submetidas ao
processamento histolégico de rotina. Foram mensurados os diametros de até 20 tibulos
e as alturas do epitélio de até 30 tibulos, de cada regido do epididimo, por animal. O
teste ANOVA (One Way), apontou diferencas entre o didametro do tibulo da cabeca
proximal e da cabeca distal (p=0,0008); entre a cabeca proximal e o corpo (p=0,0009);
entre a cabeca proximal e a cauda (p=0,0002). Nao houve diferencas significativas
(p>0,05) entre as demais partes do epididimo. Foi verificado que a cabega proximal
apresenta a média de diametro dos tibulos menor em relacdao as demais porcoes do
epididimo. O teste de Newman Keuls apontou semelhancas entre a média da altura do
epitélio do corpo e da cauda (p=0,551). Todavia, foram observadas diferencas
significativas entre a cabeca distal e a cabeca proximal (p=0,0009); a cabeca distal e a
cauda (p=0,0055); cabeca distal e corpo (p=0,0021); cabeca proximal e corpo
(p=0,0008); cabeca proximal e cauda (p = 0,0055). Em todas as regides do epididimo de
caititu, foi observada a presenca de epitélio pseudoestratificado colunar com
estereocilios. Foram observadas 13 tipos diferentes de alteragdes morfoldgicas, sendo
que espermatozoides subdesenvolvidos e cabecas soltas foram as mais frequentes ao
longo do epididimo de caititus. Nao foram observadas diferengas em relacdo ao nimero
de patologias nas diferentes regides do epididimo, (teste de Man-Whitney) (cabeca
proximal: U=19,500; p=0,189; cabeca distal: U= 31,500; p=0,958; corpo: U=27,000;
p=0,599 e cauda: U=20,00; p=0,207). Em muitas espécies as andlises histopatoldgicas
sdo frequentemente estudadas, todavia em animais silvestres, como o caititu, ainda s@o
pouco pesquisadas. Dessa forma, os dados deste trabalho s@o pioneiros, e servirdo como
base para futuras pesquisas comparativas sobre a biologia reprodutiva dos artiodatilos,
contribuindo para a sua conservacao e producao.

Palavras-chave: Pecari tajacu. Epididimo. Espermatozoide. Patologias. Morfologia.
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ABSTRACT

This work aimed to study the histology of epididymis peccaries (Pecari tajacu) and
sperm pathologies associated with different regions of the organ. A fact that will
contribute to a better understanding of the reproductive biology of the species, and
consequently for their conservation. Eight adult animals were used, aged two to four
years, coming from breeding scientific research of Embrapa Amazo6nia Oriental, located
in Belém, Pard, Brazil. Each of the four parts of the epididymis (proximal the head and
distal the head, body and tail) was divided into two portions, and one of the portions
was macerated, while the other remained intact. The epididymal tail underwent
retrograde flow technique. The cell samples were stored in formol saline, and then used
for the analysis of sperm morphology. Samples of the body were wrapped in gauze,
identified and fixed in ALFAC. Later, they were submitted to routine histological
processing. Diameters were measured up to 20 tubules and the heights of up to 30
tubules epithelium, the epididymis of each region for each animal. ANOVA (One Way),
pointed out differences between the diameter of the proximal tubule of the head and
distal head (p = 0.0008); between the proximal head and the body (p = 0.0009); between
the proximal head and the tail (p = 0.0002). There were no significant differences (p>
0.05) among the other parts of the epididymis. It was found that the proximal head has a
diameter of less tubules average compared to other portions of the epididymis. The
Newman Keuls test showed similarities between the average body epithelium height
and tail (p = 0.551). However, significant differences were observed between the distal
head and the proximal head (p = 0.0009); the distal head and the tail (p = 0.0055); distal
head and body (p = 0.0021); proximal head and body (p = 0.0008); proximal head and
tail (p = 0.0055). In all regions of the epididymis of peccary, it observed the presence of
pseudostratified columnar epithelium with stereocilia. 13 different types of
morphological changes were found, and underdeveloped sperm and loose heads were
the most frequent along the epididymis of peccaries. There were no differences in the
number of pathologies in different regions of the epididymis (Man-Whitney test)
(proximal head: U = 19.500, p = 0.189; distal head: U = 31.500, p = 0.958; body: U =
27,000; p = 0.599 and tail: U = 20.000, p = 0.207). In many species the
histopathological analysis are often studied, however in wild animals, such as peccary,
are still poorly researched. Thus, this study data are pioneers, and will serve as a basis
for future comparative research on the reproductive biology of artiodactyls, contributing
to their conservation and production.

Keywords: Pecari tajacu. Epididymis. Sperm. Pathology. Morphology
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1. INTRODUCAO

A criag@o de animais silvestres em cativeiro propicia a conservacao, € em alguns
casos, ¢ mais uma opcao de oferta de carne ao mercado consumidor. Além de ser fonte
de renda aos produtores rurais, e permitir a utilizacdo de areas de terra improdutivas ou
ndo utilizadas (NOGUEIRA-FILHO et al., 1999). Na Argentina, Peru e Paraguai
existem criatérios de animais silvestres de interesse para producdo, que além de
beneficiar a carne, aproveitam também o couro. Como € o caso da capivara
(Hydrochaeris hydrochaeris) na Argentina, e do caititu (Pecari tajacu) no Peru, cujo
couro ¢ utilizado na confeccdo de bolsas, cintos e sapatos, por exemplo. O couro desses
animais € diferenciado devido a maciez, durabilidade e aparéncia; requisitos
importantes para a oferta de produtos de boa qualidade e aceitacio no mercado
(NOGUEIRA-FILHO; NOGUEIRA, 2004).

No Brasil, criatérios com fins comerciais de animais silvestres de interesse
zootécnico estdo sendo estabelecidos, principalmente, na regido sudeste do pais, onde
existe o mercado consumidor € mais expressivo, por exemplo, para a compra legalizada
da carne dessas espécies (REDFORD; ROBINSON, 1991; MOREIRA ;
MACDONALD,1997;NOGUEIRA-FILHO ; LAVORENTIL 1997; NOGUEIRA
FILHO ; NOGUEIRA,2000).

Entretanto, para que se possam estabelecer sistemas produtivos mais eficientes €
necessario desenvolver mais pesquisas sobre a biologia das espécies silvestres
(MAYOR et al.,2005).Pesquisas relacionadas a funcdo reprodutiva se tornam
fundamentais na implantacdo de sistemas apropriados para o manejo e bem-estar
animal. Para as espécies silvestres existem poucos estudos relacionados a reproducio,
por isso, s30 necessdrias investigagdes sobre as suas variagcdes morfofisioldgicas, e que
dessa maneira aprimorarem as técnicas de manejo animal, de coleta e conservacio de
material bioldgico.

Algumas biotécnicas da reproducdo ajudam na conservacdo animal, entre as
quais se encontra a criopreservacdo de gametas, que possibilita o desenvolvimento de
bancos de material genético de animais, selecionados por possuirem alto padrao ou por
apresentarem algum nivel de ameaca ecoldgica na natureza (FAO, 2000; BARUSELLI
et al., 2007;FICKEL et al ,2007).



Em relacdo a fisiologia reprodutiva dos machos de caititus, Hellgren et
al.(1989), Carvalhal et al. (2000), Sonner et al.(2004), Garcia et al.( 2009) e Kahwage et
al. (2010), entre outros autores, observaram alguns aspectos androlégicos, tais como: 0s
niveis de testosterona, a biometria testicular e a andlise do sémen. Porém, nenhum
trabalho, até o momento, realizou estudos morfofisiol6gicos sobre o epididimo dessa
espécie.

O estudo dos espermatozoides epididimdrios e a andlise de suas patologias
aumenta a probabilidade de fertilidade na criacao, pois, por exemplo, animais de alto
valor produtivo ou ameacados de extingdo, caso venham a 6bito, podem ter os seus
gametas preservados para o uso futuro em técnicas de reproducgdo assistida.

Sobre esse assunto, foram desenvolvidos estudos relacionados aos aspectos
morfolégicos de espermatozoides do epididimo em varios animais domésticos, incluido
os suinos (SCHIMMING et al., 2002; JAMES, 2004; ARROTEIA et al., 2012;), assim
como, em silvestres, tais como: pacas, canguru, morcegos ¢ macacos(AMANN et
al.,1976; JONES ; CLULOW,1994; SCHIMMING et al., 2012; ABAJL,2013;). Esses
estudos permitiram comparar as diferentes regides desse 6rgao e entender um pouco da
funcdo de cada uma delas.

Desta forma, o presente trabalho visou estudar os aspectos histoldgicos das
diferentes regides do epididimo de caititu, bem como realizar a andlise morfoldgica dos
espermatozoides presentes neste 6rgdo; o que contribuird para o melhor entendimento
dessa espécie em termos reprodutivos, e consequentemente, para a sua conservagao.

O estudo apresenta como hipdteses cientificas : aspectos histolégicos das
diferentes regides do epididimo de caititu (Pecari tajacu) sdo semelhantes a dos suideos,
no que diz respeito ao tipo de tecido e a forma pela qual aparecem distribuidos no
epididimo e aspectos morfologicos dos espermatozoides, encontrados em cada regiao
do e epididimo de caititus, sdo semelhantes em relacdo a frequéncia e ao tipo de
patologia, se comparadas ao epididimo de outras espécies de artiodatilos ja descritos na

literatura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS BIOLOGICOS GERAIS DO Pecari tajacu

O caititu (Figura 1), cateto ou porco do mato (Pecari tajacu) como é conhecido
em algumas regides do Brasil, € uma espécie que estd incluida na familia Tayassuidae,
juntamente com duas outras, o queixada (Tayassu pecari) e o pecari do chaco
(Catagonus Wagneri), os quais pertencem a subordem Suiforme. A designacdo
inglesapecaris possui origem no tupi-guarani, e significa animal que faz muitos
caminhos na mata (SOWLS, 1997). A subordem Suina consiste em trés familias:
Suidae, Tayassuidae e Hippopotamidae (BODMER et al.,1990). Segundo Sowls (1984),
os caititus ndo sdo suinos verdadeiros, porém apresentam um ancestral comum com o

suino doméstico.

Figural - Caititu (Pecari tajacu), individuo adulto. Arquivos pessoais.

As principais caracteristicas que distinguem os Tayassuidae dos Suidae (javalis
e suinos domésticos) dizem respeito a presenca de trés dedos (dois funcionais); 38
dentes, onde os caninos superiores crescem reto para baixo; glandula de marcagdao
presente na linha dorsal média do animal, auséncia de vesicula biliar; estdbmago
complexo, e cauda curta. Os Suidae possuem quatro dedos,44 dentes, com 0s caninos

superiores crescendo encurvados para cima e para fora da boca, nao possuem glandula
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de marcacdo, possuem vesicula biliar, estdmago simples, e geralmente cauda comprida
(SOWLS, 1984; MARGARIDO e MANGINI,2001).

Os caititus sdo onivoros, portanto consomem varios tipos de alimentos, tais
como: plantas verdes, raizes, tubérculos, frutas, castanhas, invertebrados e vertebrados
de pequeno porte (KILTIE, 1981; BODMER, 1989; SANTOS et al., 2000). Sao animais
relativamente pequenos, pesam em média 22 kg, que corresponde ao peso de um adulto,
sendo que os machos geralmente s@o mais pesados do que as fémeas (SOWLS, 1984).
A espécie possui atividade diurna e crepuscular, alimentando-se no meio da manha e
nas ultimas horas da tarde ou nas primeiras horas da noite. Porém, quando criados em
cativeiro os caititus passam a ter hadbitos diurnos, sendo submetidos a rotina do local
(VENTURIERI e LE PENDU, 2006). Eles geralmente descansam em pequenos grupos,
€ muitas vezes procuram abrigo em tocas, cavernas, ou em troncos (SCHWEINSBURG,
1969).

A espécie € bastante eritrépica tendo como hdbitat diferentes ambientes, que
incluem desde dreas de caatinga até florestas tropicais umidas. Os caititus possuem
ampla distribuicdo, estando presentes no sudeste do Texas, Novo México e Arizona nos
Estados Unidos da América, sendo também encontrados desde o México até o norte da
Argentina (SOWLS, 1997). Algumas dasmaiores ilhasdo Caribe, como Cozumel
eTrinidad & Tobago,tambémpossuem populacdes de Pecari tajacu. No entanto, nas
ilhas mais distantes do continente nao sao observados, exceto onde foram introduzidas,

como em Cuba (VARONA, 1973) (Figura 2).



Figura 2-Distribuicio geografica (4rea escura do mapa) da espécie Pecari tajacu. Fonte: MAYOR (2007).
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S@o animais sociais que vivem em grupos de 6 a 30 individuos, possuindo
hierarquia, principalmente, entre os individuos adultos e juvenis. O tamanho de édrea
ideal para o uso desses animais na natureza € de 150 ha, mas sobrevivem também em
um espago entre24 até 800 ha (SCHWEINSBURG, 1969; SOWLS, 1984). Para que os
rebanhossociaissejam mantidos juntos, sdo utilizados artificios como vocalizag¢des, além
de utilizarem a secrecdo presente na glandulade marcagdo, de odor intenso, o qual é
depositadaem troncos de arvores, pedras e em outros individuos (BYERS, 1980).

Nao hd dimorfismo sexual aparente, sendo possivel a diferenciacdo entre as
fémeas e os machos somente através da visualizacdo da bolsa escrotal. Todavia, esta
ndo é sempre aparente, sobretudo em relacio aos animais juvenis (SOWLS, 1997).

Os caititus sdo animais que se reproduzem ao longo de todo o ano, tanto em
cativeiro quanto em meio natural (KAHWAGE et al.,2010). Porém, segundo Bissonette

(1982),apenas o macho dominante tem sucesso na cOpula com as fémeas, que a partir
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de, aproximadamente, um ano de vida podem gerar de um a trés filhotes. Com
frequéncia, observa-se a presenca de dois filhotes por gestacdo, a qual dura em média de
142 a 145 dias, sendo que uma semana depois do parto, a fémea apresenta cio fértil

(GUIMARAES et al., 2004; MAYOR et al., 2010).

2.1.1 Aspectos reprodutivos dos machos de caititus

Os caititus machos atingem a maturidade sexual a partir de, aproximadamente,
um ano de idade (GUIMARAES et al.,2013). Nesses animais, a bolsa escrotal estd entre
a regido inguinal e perineal, sendo que os testiculos tém, em média, 2,8 cm de largura,
2,6 cm de espessura, 5,4 cm de comprimento, e 22,5 cm? de volume. Sdo 6rgdos
simétricos, envolvidos por uma membrana fibrosa, extremamente resistente, apresentam
forma oval, com duas margens e duas extremidades, e sdo achatados latero-lateralmente
(KAHWAGE et al., 2010).

Costa et al. (2004) e Kahwage et al.(2010) afirmaram que a espermatogénese
dos caititus € considerada muito semelhante a dos suinos,por ser caracterizada pela alta
eficiéncia na produgdo espermadtica, uma vez que oS mesmo possuem um dos mais
baixos nimeros de células de Sertoli, por grama de testiculo, e uma das mais altas
propor¢des volumétricas, em que 16% do parénquima é ocupado por compartimento
intertubular e 84% por tibulos seminiferos.

Lochmiller et al. (1985) encontraram os seguintes parametros seminais para
caititus: volume 1,3+1,1 mL, concentragdo espermadtica de 354+173 x 106sptz/mL,
motilidade de 49,5+15,8%, espermatozoides normais 28,3+15,2%, anormalidades
primdrias 7,245,9%, anormalidades secundarias 64,4+15,2% e quantidade total de
espermatozoides no ejaculado de 719+786 x 10°sptz/mL. Posteriormente, Hellgren et al.
(1989), e mais atualmente Kahwage et al. (2010), constataram que o ejaculado dos
caititus pode apresentar trés fracOes: uma clara, constituida de secrecdo das glandulas
acessorias e pobre em células; uma rica, onde estdi a maior parte das células
espermaticas; e uma fracdo gel. Segundo Garcia et al. (2012), o sémen desta espécie
apresenta caracteristicas constantes ao longo do ano, caracterizando-os como animais de
reproducdo nao sazonal. Estes autores observaram os seguintes parametros seminais

para esta espécie: volume 0,8 + 0,81 mL, concentracdo espermadtica de 138,1+154,0 x



106sptz/mL, motilidade de 52,8 + 29,1 %, espermatozoides normais 55,4 + 28,6 %,

anormalidades primérias 22,6 + 13,1 % e anormalidades secundérias 9,6 + 7,2 %.

2.2 CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS DO EPIDIDIMO

A maioria dos estudos sobre o epididimo iniciaram no século XX. Nessa época,
acreditava-se que o epididimo fosse o responsdvel pela manutencdo da vitalidade e
motilidade espermatica, e pela capacidade de iniciar a fertilidade. Em 1967, Marie
Claire Orgebin-Crist, mostrou que o evento principal na maturagdo espermatica nao € o
tempo de passagem pelo epididimo, e sim a exposi¢do dos espermatozoides ao longo
das suas diferentes regides, devido as transformagdes bioquimicas (trocas de ions,
proteinas, etc.) que ocorrem ao longo do 6rgao (ORGEBIN-CRIST, 1967).

O epididimo, epi (dentro) e didymoi (germinativo ou testiculo), € uma estrutura
localizada entre o ducto eferente, que consiste em um tubo alongado ligado ao testiculo
e o deferente, sendo, dessa forma, um 6rgdo acessério masculino (SULLIVAN, 2004)
(Figura 3). As suas principais funcdes sdo: transporte, desenvolvimento da motilidade e
habilidade de fertilizacdo dos espermatozoides, e a criacio de um ambiente luminal,
especializado na condug¢@o do processo de maturacdo e fungdode secrecdo do epitélio do

epididimo (ROBAIRE et al., 2006).

Figura 3 —Epididimo de caititu, situado na borda posterior do testiculo. * Cabeca; V Corpo;
A Cauda do 6rgdo. Arquivos pessoais.
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O o6rgao, que mede entre 6 até 7 cm, € constituido por: segmento inicial, cabega,
corpo e cauda. A cabeca é onde o espermatozoide comec¢a a adquirir a motilidade
progressiva, ainda que muito pouca, se comparada as das demais regides, resultando em
muitos espermatozoides ndo mdveis observados no epididimo. Na cabeg¢a e no corpo as
alteracdoes dos componentes dos fluidos, diferentes em cada espécie em relacdo ao
tempo de exposicdo em cada regido do epididimo, também contribuem para a posterior
motilidade e habilidade de fertilizacdo dos espermatozoides (AMANN, 1988c). Ao
longo do corpo e, principalmente na cauda os espermatozoides em transito sofrem
mudancas em sua estrutura, decorrentes de mudancas ocorridas na cromatina nuclear e
em algumas organelas (BEDFORD, 1963). No segmento final, a cauda do epididimo, é
o local de armazenamento tempordrio (TANAGHO e MCANINCH, 2010). O nimero
de espermatozoides aumenta ao longo do epididimo, assim, encontramos poucos no
segmento inicial e uma massa condensada, armazenada na cauda (ARROTEIA et
al.,2012).

Segundo Robaire et al.(2006), os espermatozoides que entram no epididimo sao
movidos pelo movimento das célulasciliadasdos ductos eferentes. Todavia, o epitélio do
epididimo € revestido por estereocilios, e a captagdao defluido presente nos ductos
eferentes e nosegmentoinicialdo epididimoreduzdrasticamenteestefluxo. O transporte
ocorre contra um gradiente crescente depressao hidrostatica do testiculo para a cauda do
epididimo, e prossegue, mesmo quando o fluxo de fluido, a partir dotesticulo,é
impedido por ligamentos dos ductos eferentes (OLIVA et al, 2009).

Cada regidao do epididimo desenvolve mecanismos primdrios para protecao
contra patdgenos, devido ao fato que cada um desses locais possui atividades
metabolicas variadas, e que os espermatozoides encontrados nos distintos segmentos
estdo em diferentes estagios de maturagao (SHIVAIJIL 1988).

Dacheux e Paquignon (1980) observaram que as caracteristicas bioquimicas sao
modificadas ao longo do epididimo, por exemplo, a condensac@o da cromatina, as trocas
de fosfolipidios e colesterol, e as modificacdes na composicdo das proteinas da
superficie da membrana plasmaética. A sintese de proteinas e secre¢des epididimarias no
limen € regulada por andrégenos testiculares, e variam de um segmento para outro do
epididimo, resultando na coexisténcia de diferentes proteinas que interagem com o0s
espermatozoides.

Histologicamente, o epididimo (Figura 4) possui formato tortuoso, no qual os

segmentos sdo unidos por tecido conjuntivo frouxo, uma camada de musculo liso, e é
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coberto externamente pela tinica vaginal visceral. A parede interna desse ducto
enovelado € revestida por epitélio cilindrico pseudoestratificado com estereocilios
(OVALLE e NAHIRNEY, 2011).

O epididimo possui diferentes tipos de células, sendo as seguintes: 1- Células
principais, que sdo as responsdveis por cerca de 80% da constituicio do epitélio
epididimal; 2- Células basais também sdo responsdveis pela constituicdo do epitélio; 3-
Células apicais, que tem como fungdo a regulacdo do Ph do limen; 4- Narrow cells
(células estreitas), que sdo responsdveis pelo transporte celular dentro e fora da célula;

5- Células de limpeza, incumbidas da manutencdo e limpeza de proteinas presentes no

Idmen; 6-Células de halo, relacionadas ao sistema imune (APPLEGATE, 2012).

Figura 4- Fotomicrografia dos tibulos epididimarios de camundongo. Lu = Lumen; Tc = Tecido
conjuntivo frouxo; Tm = Tecido muscular liso. Arquivos pessoais.

De acordo com Schimming et al. (2013), as fungdes de todas as células que
compdem o epitélio do epididimo ainda ndo estdo completamente estabelecidas, tanto
em seres humanos quanto em animais. Estudos recentes mostraram que as proteinas e
pequenas moléculas secretadas pelo epitélio epididimal interagem com o
espermatozoide em transito, afetando direta ou indiretamente a superficie do mesmo.As
células presentes no epididimo, quando cultivadas in vitro, podem prolongar a
viabilidade de espermatozoides de varias espécies, por secretarem fatores benéficos aos
gametas que prolongam a sua sobrevivéncia (Jones, 2004; Gagnon et al.,2010; Bertol,

2012).



Egbun Ke e Elemo, (1978) analisando epididimos de suinos europeus
determinaram a capacidade de estocagem de espermatozoides em cada uma das regides
que compde o Orgdo. Para tanto, os autores quantificaram os espermatozoides na
cabeca, no corpo e na cauda dos epididimos coletados. Os resultados apontaram que o
nimero de espermatozoides na cauda € maior do que nas demais regides, e que a cauda
possui mais espermatozoides estocados do que o corpo do epididimo.

Estudos em relacdo a histologia de animais silvestres, ainda sdo incipientes,
todavia, em algumas espécies ja foram realizados trabalhos, sobretudo em roedores
como no trabalho realizado por Nicander e Glover (1963) os quais observaram que, o
segmento inicial do epididimo do hamster dourado (Mesocricetus auratus) apresentava
um epitélio com muitos estereocilios ao redor do limen. Ao passo que no corpo, o
diametro do ducto era menor, e o epitélio diminuia em relagdo ao segmento inicial.

Enquanto nas por¢des terminais do epididimo o epitélio era mais espesso e,
geralmente, era formado por células colunares, com a presenca de poucos estereocilios.
Lorenzana et al.(2007) identificaram no epididimo do rato mexicano (Peromyscus
winkelmanni) sete diferentes zonas. As zonas I, II, IV e V eram espessas e possuiam
epitélios mais altos, enquanto a zona III era mais delgada. Os estereocilios na zona VI
eram finos, enquanto na zona VII eram curtos e espessos. Santos (2012) constatou que
em pred (Cavia aperea) a cabega, o corpo e a cauda do epididimo apresentavam tipos
diferentes de células; e a cauda possuia epitélio colunar pseudoestratificado menos
espesso do que nas demais regides. Schimming et al. (2013)constataram que o ducto do
epididimo de paca (Agouti paca) era linear e formado por epitélio colunar
pseudoestratificado com estereocilios.

As células encontradas no epitélio do epididimo foram as seguintes: células
principais, células basais e células apicais. Sendo que as células que estavam presentes
em maior quantidade eram as células principais. Também observaram que o epididimo
de pacas apresentava cinco diferentes zonas. Estas possuiam caracteristicas distintas
entre si em relagdo a altura do epitélio, didmetro do limen e tipos celulares.

Sobre os aspectos histoldgicos de primatas, Takeshita et al.(2014)observaram em
macacos-da-noite, Aotus azarai infulatus, que o epididimo era constituido por epitélio
colunar pseudoestratificado com estereocilios, células midides grandes e moderado
tecido conjuntivo frouxo. Prakash et al.(2008) constataram que em Macaca radiata a
regido da cabeca do epididimo possuia tibulos lineares constituidos por epitélio colunar

pseudoestratificado com a presenca de estereocilios, células principais, células apicais,
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células basais e as células de limpeza. Ao passo que, na regidao da cauda, os tibulos
possuiam uma constituicdo semelhante com a da cabecga, porém o epitélio era mais
delgado.

Alteragdes sazonais também foram observadas no epididimo de morcegos da
espécie Rousettus leschenalti, os quais apresentaram durante o periodo de atividade
sexual, um aumento no didmetro dos tibulos e diminui¢do da érea intertubular (ABAJ],
2013). Em dromedarios, segundo Ibrahim e Singh (2014), o epitélio do epididimo e as
estruturas ao redor, também apresentam mudancas em sua morfologia e morfometria no

periodo reprodutivo.

2.2.1 Espermatozoides epididimarios e patologias associadas

Os espermatozoides retirados diretamente da cauda do epididimo sdo
morfologicamente vidveis, e mantém a capacidade de sofrer capacitagdo, ligar-se a zona
pelicida e fecundar o o6cito (GOODROWE e HAY, 1993; TSUTSUI et al., 2003).0s
espermatozoides normais sdo formados pelas seguintes regides: cabeca, peca

intermedidria e cauda (Figura 5).

Figura5 — Desenho esquemadtico da morfologia do espermatozéide. Fonte: Junqueira e Carneiro (1995).

Segundo Muradds et al. (2006) a recuperacdo de espermatozoides da cauda do
epididimo € uma técnica importante para preservar o material genético de animais que

por algum motivo vieram a 6bito. A recuperacdo de gametas in vitro do epididimo de
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animais post morten € uma alternativa para a obtencdo de material de animais
geneticamente diferenciados ou de espécies ameacadas de extingdo.

Algumas técnicas estdo sendo desenvolvidas com a finalidade de extrair
espermatozoides vidveis apenas da cauda do epididimo. Kozdrowski et al. (2011)
realizaram diversas incisdes na cauda do epididimo de bisdes europeus (Bison bonasus)
post morten, com a finalidade de extrair os espermatozoides, poucos minutos depois da
morte do animal. Posteriormente, os mesmos foram dissecados e testados, sendo
constado, com o passar do tempo, que a motilidade de tais espermatozoides tornava-se
menor que a do s€men a fresco. Todavia, a viabilidade dos espermatozoides recém-
colhidos nao diferiu, significativamente, do s€men a fresco nessa espécie.

Segundo Garde et al. (1994) a técnica de fluxo retrégado do epididimo consiste
em promover uma corrente inversa na cauda desse 6rgdo, aplicando pressdo nos vasos
deferentes, acarretando o extravasamento de espermatozoides, por meio de um corte
feito na jun¢do com o corpo. Esta pressdo € obtida com o auxilio de uma seringa, na
qual se injeta ar, solu¢d@o salina morna ou diluente para criopreservacao (WILDT et al,
1998; COMIZZOLI et al., 2001a, b).Segundo Muradés et al.,(2006), nesse método de
colheita, o limen do ducto deferente € canulado e perfundido com diluente,
promovendo a lavagem da cauda do epididimo ou o fluxo retrégrado do conteido da
cauda. Martinez-Pastor et al. (2006) afirmaram que a técnica de coleta de
espermatozoides da cauda do epididimo, por fluxo retrégrado, resulta em amostras
menos contaminadas e de melhor qualidade que os outros métodos, sendo a mais
indicada.

Granemann et al. (2005) conseguiram recuperar um grande ndmero de
espermatozoides da cauda do epididimo de garanhdes, utilizando a técnica de fluxo
retrogrado.Nos equinos a técnica de fluxo retrogrado também ¢ utilizada devido a
anatomia do epididimo destes animais (MONTEIRO et al., 2009; GRANEMANN et
al.,2005). Martinez-Pastor (2004) obtiveram bons resultados com a técnica de colheita
de espermatozoides da cauda do epididimo, por fluxo retrégrado, no cervo vermelho
ibérico (Cervus elaphus hispanicus). Estes autores afirmaram que as amostras obtidas
possuiam menos contaminagao, e, portanto eram de melhor qualidade do que os outros
métodos, sendo a mais indicada. Entretanto, as espécies diferem entre si, quanto a
fatores como a quantidade de células produzidas (HERMANSSON, 2006; MOTA-
FILHO e SILVA, 2012; RODRIGUEZ, 2012).
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Segundo Howard (1999) uma técnica que pode ser utilizada de forma alternativa
a técnica de fluxo retrégrado € a maceracdo/flutuacdo da cauda para obtencdo de
gametas contidos no fluido da mesma. Olukole et.al. (2006) utilizou a técnica da
maceragdo para obtencdo de espermatozoides da cauda do epididimo de caes
domésticos, e conseguiu resultados favoraveis.

Bezerra et al. (2014) observaram amostras da cauda do epididimo de caititus,
comparando os métodos da maceragdo/flutuacdo e fluxo retrégrado. Sendo que os
parametros de motilidade, vigor, viabilidade, integridade da membrana e morfologia
ndo diferiram em ambos os métodos. Concluindo que os espermatozoides podem ser
coletados por esses métodos, porém sem o uso de centrifugacao.

A verificacdo de quantas e quais patologias estdo presentes nos espermatozoides,
permite determinar se o animal pode ser utilizado como reprodutor. Esse fato determina
o sucesso reprodutivo das futuras proles destes animais, (BLOM 1950, 1973).

Blom (1950) classificou as anomalias que ocorrem frequentemente nos animais
como: anomalias primdrias, que incluem os defeitos espermédticos ocorridos durante a
espermatogénese, e anormalidades secunddrias, as quais abrangem os defeitos que

ocorrem no espermatozoide depois de formado, no decorrer do transito dos mesmos

pelo epididimo (Quadrol).

Quadro 1- Classificacdo das anomalias primdrias e secunddrias em espermatozoides, segundo Blom (1950).

Anomalias primarias

Anomalias secundarias

Anomalias da cabeca:
Cabeca piriforme
Cabeca em raquete
Cabeca estreita
Cabeca pequena
Cabeca grande

Cabeca curta

Outras anomalias da cabeca:
Cabeca anormal solta.

Formas abortivas:

Cabeca normal com cauda muito enrolada
Formas duplas

Insercao abaxial

Defeitos da peca intermedidria

Cabeca normal solta

Gota citopldsmica solta

Gota citoplasmica distal

Cauda dobrada (bent tail)
Capuchao (acrossomo) destacado

Fonte: Colégio Brasileiro de Reproducio Animal (1998).
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Posteriormente, o mesmo autor tendo posse de mais conhecimento sobre as
patologias que estdo presentes no epididimo, agrupa as patologias em defeitos. Dessa
forma, Blom (1973) classifica as patologias como defeitos maiores e menores, € 0s
relaciona com a sua importancia na fertilidade. Assim, sdo considerados defeitos
maiores aquelas anormalidades que tém grande efeito na fertilidade, e os defeitos

menores que sdo consideradas de menor importancia (Quadro2).

Quadro 02- Classificag@o dos defeitos maiores e menores em espermatozoides, segundo Blom (1973).

Defeitos maiores Defeitos menores

Espermatozoides subdesenvolvidos Cabecas estreitas

Formas duplas Cabecas pequenas normais

Acrossoma defeituoso (knobbed sperm) Cabecas gigante e curta, larga
Espermatozoides decapitados (guernsey) Cabecas soltas normais

Cabeca piriforme Acrossomos destacados

Cabeca estreita na base Gota citoplasmatica distal

Cabeca de contorno anormal Cauda simplesmente dobrada ou enrolada
Cabeca pequena anormal Cauda enrolada na por¢ao terminal

Peca intermedidria com implantagdo abaxial,
Pouch formation (invaginagdes na membrana nuclear) |retroaxial e obliqua.

Cabeca solta anormal

Peca intermedidria em saca rolha (cork screw defect)
Peca intermedidria com pseudogota

Gota citoplasmatica proximal

Cauda fortemente dobrada ou enrolada (dag defect)

Outros: formacao de medusa, células
espermiogénicas, gigantes e prepuciais, leucdcitos e
hemadceas.

Fonte: Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (1998).

O presente estudo teve como finalidade estudar os aspectos morfofisioldgicos do
epididimo de caititu, considerando as caracteristicas histolégicas e a determinagdo de
possiveis patologias nos espermatozoides, presentes nas diferentes regides desse 6rgao.
De maneira especifica, este trabalho objetivou descrever as diferencas histologicas
encontradas nas quatro regides distintas do epididimo (cabeca proximal e distal, corpo e
cauda do epididimo) de caititus adultos bem como quantificar, descrever e comparar os
aspectos morfoldgicos dos espermatozoides epididimdrios de caititus, em relacdo as

diferentes regides do 6rgao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 INSTALACOES E MANEJO

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados oito animais adultos, na
faixa etdria de dois até quatro anos, procedentes do criatério de pesquisas cientificas da
Embrapa-Amazonia Oriental, (IBAMA 1501.5219/2011-PA), localizado em Belém,
Par4, Brasil (01724°S;4820°W).O criatério cientifico era constituido de baias coletivas
de alvenaria, com uma drea de 36 m? (Figura 6). Cada baia continha comedouros e
bebedouros; alojando grupos familiares de no méximo dez animais.

O clima da regido € equatorial, com temperatura anual média de 26°C, e a média
de umidade relativa do ar 82,8% (J UNIOR et al.,2009).

Os animais utilizados neste experimento nasceram em cativeiro. Os mesmos
foram alimentados uma vez ao dia, com a dieta a base de capim elefante (Pennisetrim

purpureum) e racao comercial para suinos (2.500 kcal e 14 % PB).

Figura 6-Recintos do criatério cientifico de caititus na Embrapa- Amazo6nia Oriental. Arquivo
pessoal.

3.2 COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os oito animais utilizados foram submetidos ao procedimento cirdrgico de
orquiectomia, e os epididimos subtraidos foram doados para os experimentos realizados
neste trabalho, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de

Experimentacdo da UFPA (CEPAE 184-13).
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Logo apds a cirurgia, houve a coleta dos epididimos e o transporte imediato ao
Laboratério de Reprodug¢do Animal-ICB da Universidade Federal do Pard, em meio
PBS sob refrigeracao.

Cada uma das quatro partes do epididimo (cabega proximal, cabeca distal, corpo
e cauda) foi dividida em duas por¢des. Sendo que uma das por¢des foi macerada,
enquanto a outra permaneceu intacta. A cauda do epididimo ndo sofreu maceragao,
devido ao fato da mesma ter sido submetida a técnica de fluxo retrégado.

As porcdes maceradas e as amostras celulares da cauda foram colocadas em
tubos plasticos (5ml),contendo formol salino (96 ml de citrato de sédio 2,9%, e 4 ml de
formol 4%), e em seguida foram armazenadas a uma temperatura de 5 C.Essas amostras
foram utilizadas para a andlise da morfologia espermatica. Para isso, foram contadas
200 células por lamina, em um aumento de 1000X em microscépio Optico, com

preparacao de laminas em gota imida, e andlise em microscépio com contraste de fase.

As porgodes intactas foram embaladas em gaze, identificadas e colocadas em
recipientes de vidro (150 ml), contendo fixador ALFAC (85 ml de dlcool 80%, 10 ml de
formaldeido e 5 ml de acido acético). As amostras foram armazenadas a uma
temperatura de SOC, durante 24 horas, e apds esse periodo foram submetidas ao
processamento no Laboratério de Técnicas Histolégicas-ICB-UFPA no qual as amostras
foram colocadas em frascos contendo dlcool 70%, seguindo a sequéncia: &dlcool
70% ,alcool 80%,alcool90%,alcool 95%, dlcool 100% 1 e 2. Apds passar pela bateria de
desidratacdo, cada amostra foi colocada em xilol 1 e 2. Em seguida, as amostras
passaram pelo processo de inclusdo em parafina.

Posteriormente, foram feitos cortes histoldgicos de 5 um de espessura os quais
foram em seguida corados em Hematoxilina-Eosina. As laminas, depois de coradas e
montadas, foram analisadas em microscopia ptica com objetiva de 40x. Para comparar
as regides que compdem o epididimo foram mensurados o didmetro de até 20 tubulos
(Figura 7) de cada segmento do epididimo/ animal, bem como a altura do epitélio de até

30 tabulos por cada regiao /animal.
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Figura 7: Tdbulos do corpo do epididimo de caititu (detalhe do didmetro do tdbulo +).

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados no programa estatistico Statistica®, utilizando para
tanto, parametros de estatistica descritiva como: média e desvio padrdo. Além do teste
de andlise de varidancia ANOVA (one way) e ANOVA ndo paramétrica de Kruskall
Wallis, estabelecendo 5% como nivel de confianga. Para a realizacdo das andlises
multiplas foram utilizados os testes de Newman Keuls, que permite analisar e comparar
amostras com distribui¢do normal e identificar as suas correlagdes. E o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney, usado para comparar duas categorias: defeito maior e
menor, em cada regido do epididimo. Os testes contemplam quantificacdo e tipificagdao
de patologias epididimdrias, ocorridas em cada regido do epididimo. Assim como a
compara¢do morfométrica entre o didmetro dos tibulos epididimérios, de acordo com

cada regido do mesmo e a altura do epitélio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE HISTOLOGICA

Comparando o didmetro dos tdbulos, entre as diferentes regides do epididimo
(Tabela 1), foram verificadas diferengas significativas através do teste ANOVA (one
way)(F= 18,886; p=0,000). As comparacdes a posteriori (teste de Newman Keuls)
apontaram diferencas no didmetro dos tibulos entre a cabeca proximal e a cabeca distal
(p= 0,000008); entre a cabeca proximal e o corpo (p=0,000009); entre a cabeca
proximal e a cauda (p=0,000022). No entanto, ndo houveram diferencgas significativas
(p >0,05) entre o diametro do tibulo em relacdo as demais partes do epididimo (Figura

).

Tabela 1: Média e desvio padrdo (um) do didmetro dos tibulos de cada regido do epididimo de caititu.

Regides do Epididimo Média +DP (um) Total de tubulos analisados
Cabeca proximal 32,23 £17,54* 41
Cabeca distal 61,72 +26,57° 60
Corpo 61,07 £23,78" 80
Cauda 54,61 £16,64" 80

P Jetras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (P<0,05).

Figura 8 - Média do didmetro dos tiibulos e comparagdo entre as diferentes regides do epididimo de
Pecari tajacu. As letras A e B simbolizam as comparacdes através do teste de ANOVA, onde letras
diferentes representam diferengas significativas entre as regides (C1 = cabeca proximal; C2 = cabega
distal; C3 = corpo do epididimo e C4 = cauda do epididimo).
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Em relacdo as comparagdes da altura do epitélio dos tidbulos epididimarios
(Tabela 2), através do teste ANOVA (one way), foram verificadas diferencas
significativas entre as regides (F=26,199; p=0,000). As comparacdes a posteriori (teste
de Newman Keuls) apontaram diferencas significativas entre a cabega proximal e corpo
(p=0,000008); cabeca proximal e cauda (p=0,005588), cabeca distal e a cabeca
proximal (p= 0,000009); cabeca distal e corpo (p=0,002197); cabeca distal e cauda
(p=0,005588) (Figura 9). Semelhancas significativas foram observadas entre a altura do

epitélio do corpo e da cauda (p=0,551).

Tabela 2: Média e desvio padrdo da altura do epitélio (um) das diferentes regides do epididimo de caititu.

Regides do epididimo Média £DP (um) Total de tibulos analisados
Cabeca proximal 22.45 +12,15° 60
Cabeca distal 38,88 118,40b 90
Corpo 49,32 +24,95°¢ 150
Cauda 47,47 £21,12° 119

“P< Jetras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (P<0,05).

Figura 9 - Média da altura do epitélio e comparacdo entre as regides do epididimo de Pecari tajacu. As
letras A, B e C, simbolizam as comparacdes através do teste de ANOVA, onde letras diferentes
representam diferengas significativas entre as regides. (C1 = cabeca proximal, C2 = cabeca distal; C3 =
corpo do epididimo e C4 = cauda do epididimo).
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Em todas as regides do epididimo de caititu, foi observada a presenga de epitélio
pseudoestratificado colunar com estereocilios. No espago intertubular foi observado
miusculo liso e tecido conjuntivo frouxo. Todavia, foram verificadas diferencas
histoldgicas, entre as regides, as quais serdo descritas a seguir (Figura 10).

O formato dos tibulos sofreu alteragdes ao longo do epididimo. Na cabeca
proximal os tdbulos, além de possuirem o didmetro e a altura epitelial menores,
apresentaram o limen estreito e com poucos espermatozoides (Figura 10), em relacdo as
demais regides. Enquanto, na cabeca distal e no corpo, os tubulos epididimérios
possuiam o didmetro maior e o formato alongado (Figura 10C e 10E). Na cauda o
formato do tibulo tornou-se mais arredondado ou oval (Figura 10G), a drea do limen
estava mais ampla e bem delimitada, com a presenca de grande quantidade de
espermatozoides, quando comparado as demais regioes.

Na cabeca proximal (Figura 10B mais préximos a lamina basal na cabecga
proximal, e nas demais regides o nicleo encontrava- se na regido apical (Figuras 10D,
10F e 10H). As fibras musculares, presentes no espaco intertubular, foram encontradas
em pouca quantidade na cabeca proximal. Contudo, houve um aumento progressivo
dessas fibras ao longo de cada regidao do o6rgdo, sendo visualizadas em grande
quantidade na cauda.

A cabeca proximal foi a regido que apresentou menor altura do epitélio nos
epididimos de caititus. Estes dados sdo diferentes dos encontrados por Ibrahim e Singh
(2014) em camelos e dromeddarios, nos quais a cabeca era a regido com epitélio mais
alto, e o corpo e a cauda eram as que apresentavam a menor altura. Briz et al. (1993)
observaram em suinos que a cabeca proximal também possuia as maiores médias de
altura do epitélio e didmetro luminal. Estes autores inferiram que o tamanho maior da
altura do epitélio na cabeca proximal facilitaria a passagem dos espermatozoides para as
demais regides do epididimo, visto que a cabeca proximal € a mais proxima ao testiculo.

No entanto, as mudancas relacionadas ao diametro do tibulo e a altura do epitélio
estdo relacionadas com o potencial de maturagdo celular e armazenamento durante o
transporte dos espermatozoides ao longo do 6rgao. Este fato € decorrente ao periodo no
qual os espermatozoides estdo em transito, onde ocorrem modificacdes no fluido
tissular, acarretando a absor¢do, e ativacdo de fungdes das células epiteliais
(DACHEUX et al., 2003; SRIVASTAY et al., 2004; TULSIANI, 2006). Assim, como o
observado no presente trabalho, é esperado que os menores diametros tubulares sejam

verificados nos ductos que formam a cabeca proximal do epididimo, os quais se unem
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para originar posteriormente um unico ducto. A presenga de tibulos maiores, com
limen amplo e epitélio mais alto na cauda, sugere que essa regido contribuiria
potencialmente para a maturacio e o armazenamento de espermatozoides no epididimo
de caititus.

Segundo Crabo (1965), as atividades diversas que ocorrem no epididimo
promovem a maturacdo dos espermatozoides, e o ambiente da por¢do da cauda pode

favorecer o tempo méaximo de sobrevivéncia do espermatozoide.
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Figura 10 - Fotomicrografia do epididimo de Pecari tajacu. A- Ttbulos da cabeca proximal; B- Cabeca
proximal, (L o limen do tibulo epididimal); C-Tdbulos da cabeca distal; D- Cabega distal: detalhe dos
espermatozoides (Sp) armazenados em um tdbulo epididimal; E- Corpo do epididimo mostrando o
aumento do didmetro dos tibulos, F- Corpo do epididimo: detalhe de um tdbulo cujo limen estd
totalmente preenchido por espermatozoides; G- Cauda demonstrando formato dos tibulos epididimérios;
H- Detalhe de um tibulo epididimal da cauda.
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4.2 ANALISE MORFOLOGICA DOS ESPERMATOZOIDES

Nao foram observadas diferencas significativas em relacdo a morfologia
espermatica nas diferentes regides do epididimo (Anova- one way) e teste de Newman-
Keuls) (defeitos menores: p=0,791; defeitos maiores: p=0,796) (Tabela 3 e 4; Figura
11).

Foram observadas 13 tipos diferentes de alteracdes morfolégicas (Tabela 4;
Figura 12) nos espermatozoides epididimarios analisados(n=10.920), sendo: defeitos
menores (18,40%) e defeitos maiores (23,20%).

Dessas, 18,71% estdo relacionadas as anomalias primdrias (espermatozoides
subdesenvolvidos e cabeca grande);21,45% relacionadas a anomalias secunddrias
(espermatozoides decapitados, gota distal, gota proximal, cabeca solta, pseudogota,
cauda dobrada e cauda dobrada com gota) e 1,44%a formas abortivas(insercao anormal
da peca intermedidria, cauda enrolada, forma teratoldgica e peca intermedidria desnuda
fibrilada). Dessa forma, ndao hd diferenca estatistica entre anomalias primdrias e
secunddrias, entretanto, formas abortivas, possuem indices quantitativos menores que as

demais patologias.

23



Tabela 3: Espermatozoides totais e patologias associadas a cada regifio do epididimo.

Total de células patolégicas (%)

Regional Orgio
Regides Total celular analisado
Cabeca Proximal 2662 1178(44,25%) 10,79%
Cabeca Distal 2314 1153 (49,82%) 10,56%
Corpo 2774 1087 (39,18%) 9,95%
Cauda 3200 1126 (34,18%) 10,31%
Total Geral 10920 4544 (41,6%)

Tabela 4: Andlise morfolégica de espermatozoides em relacdo as principais patologias encontradas nas
diferentes regides do epididimo de caititus. Sp = espermatozoides.

Patologias Cabeca Cabeca distal Corpo Cauda
proximal
Defeitos Menores
Cabecas solta 207 (7,77%) 489 (21,13%) 276 (10,05%) 202 (6,31%)
Gota citoplasmdtica distal 126 (4,73%) 80 (3,45%) 135 (4.91%) 215 (6,71%)
Cauda enrolada 39 (1,46%) 12 (0,51%) 21 (0,65%) 31 (1,12%)
Cabega grande 58 (2,17%) 32 (1,38%) 44 (1,60%) 30 (0,93%)
Cauda dobrada com gota 6 (0,22%) 0 (0%) 0 (0%) 7 (0,21%)
Defeitos Maiores
Spsubdesenvolvidos 519 (19,49%) 417 (18,02%) 487 (17,74%) 456 (14,25%)
Gota citoplasmdtica proximal 168 (6,31%) 69 (2,98%) 105 (3,82%) 156 (4,8%)
Insercdo anormal da peca 16 (0,60%) 2 (0,08%) 1 (0,03%) 5 (0,18%)
intermedidria
Forma teratologica 15 (0,56%) 9 (0,38%) 3(0,10%) 3 (0,09%)
Cauda fortemente dobrada 14 (0,52%) 28 (1,21%) 0 (0%) 5 (0,18%)
Pseudo gota 6 (0,22%) 15 (0,64%) 5(0,18%) 8 (0,25%)
Sp decapitado 3(0,11%) 0 (0%) 0 (0%) 18 (0,56%)
Peca intermedidria desnuda 1 (0,03%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
fibrilada
Total de Sp analisados 2662 2314 2744 3200
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Figura 11- Porcentagem de defeitos maiores e menores, segundo Blom (1973),observados nos
espermatozoides epididimarios de caititus.

B Defeitos Maiores @ Defeitos Menores
30% -
25% -
20% -
15% -
10% -

5% -

Espermatozoides com patologia

0% -
Cabeca proximal  Cabega distal Corpo Cauda

Regido do epididimo

Figural2- Fotomicrografia de espermatozoides do epididimo de Pecari tajacu. A-Espermatozoide normal
B- Espermatozoide com a presenga de gota proximal (detalhe da gota demarcada por circulo); C —
Espermatozoide com a cabeca e cauda subdesenvolvidos (seta detalhando a cabega piriforme dos
espermatozoides); D- Espermatozoide subdesenvolvido com gota distal (detalhe da gota demarcada por
circulo).Ocular 100x.
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Analisando as patologias associadas as regides do epididimo, segundo o teste de
Mann-whitney, constatou-se que ndo hd diferenga estatistica em relagdo aos defeitos
menores € maiores (cabeca proximal: U=19,500; p=0,189; cabeca distal: U= 31,500;
p=0,958;corpo: U=27,000; p=0,599 e cauda: U=20,000;p=0,207).

Apesar de nao haver diferenca estatistica entre os defeitos maiores e menores,
em todas as regides do epididimo, os espermatozoides subdesenvolvidos se destacam
por serem observados em nimeros elevados, em relagdo as demais patologias. Sendo
esta uma anomalia primdria, relacionada 2 espermatogénese. E possivel que problemas
nutricionais ou hormonais, ligados ou ndo aos fatores relacionados a estresse
comportamental, devido aos animais provavelmente pertencerem a posi¢ao hierarquica
mais baixas na estrutura social, estejam interferindo nesse processo. No entanto, é
sugerido que outros estudos reprodutivos e comportamentais investiguem mais
detalhadamente o problema.

A cabeca proximal, a cabeca distal e o corpo apresentaram grande quantidade de
espermatozoides com cabecas soltas, o que poderia ser artefato da técnica de maceragao
utilizada. Olugbenga e Oniovosa (2005) utilizaram o método de macera¢do nas mesmas
regides e fluxo retrogrado na cauda do epididimo de javali (Sus scrofa scrofa), e
observaram as seguintes patologias: cabeca solta e cauda dobrada, na cabeca e no corpo;
cabeca solta e cauda enrolada, na regido da cauda.

Segundo Briz et al. (1993), em suinos (Sus domesticus), a regiao da cabeca do
epididimo € caracterizada pela presenca de espermatozoides maduros e imaturos com
gota citoplasmdtica proximal, o corpo € caracterizado pela presenca de gota
citoplasmadtica distal e por espermatozoides maduros, € a cauda por espermatozoides
maduros.

No presente trabalho, na regido da cauda foram observadas gotas citoplasmaticas
distais. Esta patologia frequentemente € associada a essa regido (BEDFORD, 1963).
Bezerra et al.(2014) observaram em espermatozoides coletados na cauda do epididimo
de caititus, que as gotas citoplasmdticas distais representavam 29,6% do total de
patologias analisadas. Nimero bem mais elevado do que o verificado neste trabalho
(6,71%). Porém, quando as amostras foram submetidas a centrifugacdao esse valor
diminuiu para 7,8%, segundo os autores supracitados, esse processo levaria ao

rompimento da membrana citoplasmatica da gota e a liberagdao do seu conteido.
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5. COSIDERACOES FINAIS

Os aspectos histolégicos das diferentes regides do epididimo de caititu (Pecari
tajacu) sao semelhantes a dos suideos, no que diz respeito ao tipo de tecido e a forma
pela qual aparecem distribuidos no epididimo. Todavia como foi abordado neste
trabalho, particularidades foram encontradas ao longo do 6rgao.

As patologias encontradas nos espermatozoides, presentes em cada regido do
epididimo de caititus, sdo semelhantes em relacio a morfologia e a quantidade, se
comparadas ao epididimo de outras espécies de artiodatilos ja descritos na literatura.

Os dados deste trabalho sdo pioneiros, e servirdo como base para futuras
pesquisas comparativas sobre a biologia reprodutiva dos artiodatilos, contribuindo para

a sua conservacao e producao.
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