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RESUMO

Avaliacéo da técnica de coloragcdo AgNOR em células saudaveis de testiculo
de ovinos

A coloracdo pela prata das regides organizadoras de nucléolos (NORs) é
caracterizada por marcar proteinas ligadas ao acido ribonucléico ribossémico,
avaliando a proliferacdo em células normais ou neoplasicas. O objetivo do trabalho
foi estudar em testiculos de ovinos obtidos em matadouro a validade do uso da
técnica de coloragdo AgNOR na proliferacdo de células saudaveis da linhagem
espermatogénica. Utilizou-se 43 pares de testiculos de ovinos mesticos entre seis e
10 meses de idade. Testes de Wilcoxon e Spearman foram empregados, com nivel
de 5%. As médias das NORs nas células das gonadas direita e esquerda foram
respectivamente: espermatogbnia (8,77+1,14 e 9,04+0,96), espermatocito
(4,99+2,00 e 6,20+2,07; P<0,05), Leydig (8,05+2,82 e 7,89+2,29) e Sertoli
(8,07+1,88 e 7,61+2,16; P<0,05). Houve correlagcédo (P<0,05) entre os lados para o
namero de NORs: espermatécito x Leydig (0,49); espermatécito x Sertoli (0,49) e
Leydig x Sertoli (0,96). Conclui-se ser valido o emprego da técnica AgNOR para
avaliar o potencial proliferativo das células saudaveis em testiculos de ovinos com
pratica execucao e baixo custo.

Palavras-chave: Ovinos; Testiculo, Proliferacdo de células; Técnica AgNOR,
Matadouros.



ABSTRACT
Evaluation of AQNOR staining method in healthy cells of ovine testicle

The silver staining technique for AQNOR nucleolar organizer regions (NORS)
iIs characterized by marking proteins linked to the ribosomal ribonucleic acid,
evaluating cell proliferation. The aim was to study the validity of the AQNOR staining
technique in the testicular cell proliferation in crossbred ovine. Was used treis pairs
forty crossbred sheep testes between six and ten months old.Wilcoxon and
Spearman tests were used with a significance level of 5%. The mean NORs count in
cells of the gonads right and left were respectively: spermatogonia (8.77+1.14 and
9.04+0.96), spermatocyte (4.99+2.00 and 6.20£2.07, P<0.05), Leydig (8.05+2.82 and
7.89£2.29) and Sertoli cells (8.07+1.88 and 7.61+2.16; P<0.05). There was a
correlation between the mean values for right and left sides for the number of NORs
(P<0.05) between Leydig x spermatocytes (0.49); spermatocytes x Sertoli (0.49) and
Sertoli x Leydig (0.96). The study demonstrates that the AQNOR staining technique is
indicated to evaluate the cell proliferative potential in ovine testis with practical
implementation and low cost.

Keywords: Sheep; Testis; Cell Proliferation; NOR, slaughterhouse; Abattoirs.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura brasileira, predominante na regido Nordeste do pais,
tem se expandido bastante com a demanda para a producdo de carne e peles
(SIMPLICIO; SALLES; SANTOS, 2002).

Segundo o Anuario da Pecuaria Brasileira (2010), no ano de 2008
havia um rebanho de 453.261 mil cabecas de ovinos no estado de Séo Paulo dentro
de 16.628.571 milhdes no Brasil, em comparacdo com o ano de 2000, com 233.681
mil no estado paulista e de 14.784.958 milhdes no pais, mostrando uma crescente
expansdo com cerca de 52% no periodo de oito anos.

As biotécnicas da esfera reprodutiva podem se beneficiar com o
conhecimento da anatomia e da histologia dos ovarios (TRALDI, 2006).

Os o6rgaos genitais femininos responsaveis pelo crescimento e
maturacdo dos odcitos sdo os ovarios. Na ovelha, as gbnadas tém forma de
améndoa com cerca de 1,5cm de comprimento e peso em torno de 3 a 4 ¢
(SISSON, 1986), sdo constituidos por epitélio germinativo escamoso ou cubdide
simples que circunda a cortex (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A estrutura e proliferacdo celular dos foliculos em desenvolvimento,
presentes na coértex, € diferente para cada estadio e podem variar em tamanho de
40um a 5,5mm de diametro (HEMAMALINI et al., 2003).

A técnica de AgNOR, consiste em corar proteinas ligadas ao acido
ribonucléico ribossémico (RNAr) com a prata (Ag), a fim de obter um precipitado de
grumos de nucléolo denominadas regifes organizadoras de nucléolos (NORS)
(CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989). Essas proteinas sao sintetizadas durante a
intérfase do ciclo celular e possuem afinidade pela prata formando as NORs, que
podem ser observadas e contadas ao microscopio Optico, a técnica avalia as NORs
de cromossomos ativos e mostram a atividade proliferativa celular (MURRAY, 2004).

A revisdo a seguir tem o objetivo de explicar sobre a anatomia e
histologia ovariana, bem como sobre a utilizacdo da técnica de coloragcdo AgNOR na

proliferagcéo celular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A gbnada do macho, o testiculo, tém duas fun¢des principais: produzir
gametas (espermatozoides) que transmitem os genes do macho para a prole e,
produzir androgénios, que conferem ao individuo do sexo masculino as

caracteristicas sexuais secundarias e a libido (DUKES, 1993).

2.1 Desenvolvimento do Testiculo

2.1.2 Caracteristicas gerais dos testiculos

Muito embora no embrido os testiculos se desenvolvam a partir das
gonadas indiferenciadas, situadas no abdémen, eles migram a fim de se localizar
durante a vida extra-uterina, no escroto. Da mesma forma que 0s ovarios, 0s
testiculos tém dupla funcdo: produzem células germinativas e secretam hormonio

sexual. As células germinativas ou gametas masculinos sdo chamados

espermatozoides (sperma = semente; zoon animal). Denominam-se

genericamente androgénios (aner = homen; gennao = produto) essas substancias
possuem atividade de hormdnios sexuais masculinos (DUKES, 1993).

As gonadas masculinas (testiculos) situam-se fora do abddémen, no
escroto, uma estrutura semelhante a uma bolsa, derivada da pele e da fascia da
parede abdominal. O testiculo localiza-se dentro do processo vaginal, uma extensao
separada do peritonio, o qual atravessa a parede abdominal pelo canal inguinal. Os
espermatozoides deixam o testiculo pelos ductos eferentes e vao em direcdo ao
ducto espiralado do epididimo, que continua com o ducto deferente. As glandulas
acessorias eliminam seus conteudos no ducto deferente ou na porcdo pélvica da

uretra (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.2 Anatomia do Aparelho Reprodutor Masculino

No carneiro reprodutor, 0 pénis se caracteriza pelo apéndice
vermiforme. O carneiro tem os maiores testiculos por unidade de peso corporal entre
0os animais domesticos. O diverticulo prepucial do carneiro é bem desenvolvido e

geralmente contém células epiteliais em degeneracao e urina (DUKES, 1993).
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2.3 Compartimentos dos Testiculos

Ha quatro compartimentos nos testiculos que sao: compartimento
vascular e intersticial, externos aos tubulos seminiferos; e internos aos tubulos
constituidos pelos compartimentos basal e adluminal. As espermatogbnias
indiferenciadas estdo no compartimento basal, com as células germinais em
diferenciacdo localizadas na parte adluminal do tubulo seminifero. As populacdes
celulares intertubulares e intratubulares estdo separadas por uma barreira formada
pela membrana basal, que contém células miodes e fibrocitos. Dentro dos tubulos os
complexos tight junctional das células de Sertoli controlam tanto a passagem de
moléculas como o desenvolvimento das células germinais. A barreira, formada
principalmente pelas células de Sertoli, € conhecida como barreira hematotesticular
(DUKES, 1993). A barreira hematotesticular tem duas fungdes principais. A primeira
permite a criagdo de um meio ambiente adluminal em que é controlado o
metabolismo dos espermatozdides; e a segunda € que a barreira hematotesticular
impede que os espermatozoides adentrem no intersticio dos testiculos (DUKES,
1993).

2.4 O Epididimo

Os epididimos s&do compostos de um UuUnico tabulo enovelado,
originados dos ductos de Wolff (THIBAULT; LEVASSEUR, 1991), que se inicia nos
cones eferentes da reti testis possuindo uma matriz densa e fibrosa, o lumen
revestido por uma camada basal de células pequenas e uma camada superficial de
epitélio colunar ciliado (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O epididimo é importante para a maturagdo como para O
armazenamento dos espermatozoides. A presenca de uma proteina de motilidade
no epididimo permite que o espermatozdide se torne mével. A maturacdo posterior
do acrossoma ocorre no epididimo, 0 que permite que o espermatozdéide penetre no
oocito (DUKES, 1993).

LesBes obstrutivas no epididimo afetam o testiculo de forma indireta,
dependendo do ponto da obstrucdo. Se a lesédo estiver na cabeca do epididimo,
ocorre a degeneracdo do testiculo por meio do acumulo de liquido e

desenvolvimento de pressdo dentro dos tubulos seminiferos. Se a lesdo for na
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cauda, o testiculo pode parecer normal porque o liquido pode ser absorvido pela
cabeca do epididimo. Ambas as condigBes resultam em infertilidade do animal
afetado (DUKES, 1993).

Hafez e Hafez (2004) destacam como as principais func¢des do
epididimo em relacdo aos espermatozéides séo: (1) transporte, com a conduc¢éo dos
epermatozoéides recém formados no testiculo para a cauda do epididimo devido as
contracdes do ducto epididimario e epitélio ciliado dos ductos eferentes, (2)
maturacdo, onde os espermatozoéides recém liberados dos tubulos seminiferos ainda
ndo sao férteis nem maduros, ocorrendo, portanto, a maturacao durante a passagem
(transporte) dos espermatozoéides no epididimo, onde a motilidade aumenta a
medida que estes entram no corpo do epididimo, a capacidade de fertilizacdo
amplia-se quando os espermatozoides entram em contato com o ambiente da cauda
do epididimo e somente termina com o contato dos espermatozoéides no trato genital
da fémea e (3) armazenamento, onde na cauda do epididimo pode conter cerca de
75% dos espermatozoéides epididimarios, a habilidade de armazenamento depende

da termorregulacéo e dos hormdnios sexuais masculinos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.5 Histologia Funcional dos Testiculos dos Mamiferos

2.5.1 Caracteristicas histolégicas

Abaixo seguem as descrigcbes sumarizadas das estruturas testiculares
segundo Hafez e Hafez (2004): Tunica albuginea: capsula branca, espessa, de
tecido conjuntivo que envolve os testiculos; formada principalmente de séries
entrelacadas de fibras colagenas. Tubulos seminiferos: aparecem como grandes
estruturas isoladas, com perfil arredondado ou oblongo; aparéncia varia devido ao
complexo enovelado dos tubulos em muitos angulos e niveis diferentes. Entre os
tubulos localizam-se massas de células intersticiais (Leydig) que produzem o
horménio sexual masculino. Espermatogonia: situa-se na regido mais externa do
tubulo; nucleos arredondados aparecem como uma camada irregular dentro do
tecido conjuntivo circundante. Os nucleos sdo pequenos e de coloragdo escura
devido a presenca de um grande numero de granulos de cromatina. Espermatocitos

primarios: localizados exatamente no interior de uma camada irregular de
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espermatogobnias e células de Sertoli; os nlcleos sdo maiores e mais claros que os
da espermatogonias.

Espermatocitos secundarios: divisbes de maturacdo e espermatocitos
secundarios normalmente ndo séo visualizados no tubulo devido a curta duracéo
desses estagios. Espermétides: localizados internamente em relacdo aos
espermatoécitos primarios. A camada de espermatides pode conter varias células em
espessura. Os espermatozoides situam-se ao longo da margem do lumen. As
cabecas dos espermatozoéides estdo alojadas em profundas pregas na superficie
das células de Sertoli. Células de Sertoli: grandes e relativamente claras, exceto
pelo nucléolo proeminente e negro. O citoplasma € difuso e seus limites séo

indefinidos.

2.6 Desenvolvimento e Descida dos Testiculos

O testiculo se desenvolve no abdomen, medialmente ao rim
embrionario (mesonéfro). O plexo dos ductos testiculares se desenvolve conectado
aos tubulos mesonéfricos para formar o epididimo, o ducto deferente e a glandula
vesicular. A prostata e a glandula bulbouretral se formam a partir do seio urogenital
embrionério e o pénis forma-se da tubulacdo e do alongamento do tubérculo genital
gue se desenvolve a partir do orificio do seio urogenital (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.7 Puberdade

A puberdade nos ovinos inicia-se por volta de 15 semanas de idade.
Como a espermatogénese e subsequente maturacdo dos espermatozoéides
requerem pelo menos 2 meses, 0 carneiro ndo entra na puberdade, definida como
a capacidade de liberar células germinais maduras, até a idade de cerca de 30
semanas. Em geral a idade na puberdade é um processo mais gradual no carneiro
em relacdo as fémeas ovinas (DUKES, 1993). A secrecdo de testosterona pelas
células de Leydig esta sob o controle do LH. A secrecdo do LH, por sua vez, é
controlada pela liberacdo episddica do horménio liberador de gonodatropina
(GnRH). Ocorrem até 12 liberacdes episodicas de LH, durante as 24 horas do dia,
nos machos ovinos (DUKES, 1993).
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2.8 Técnica de Coloragcdo AgNOR

As regides organizadoras de nucléolos (NORs) sédo alcas de acido
desoxirribonucléico (DNA) responsaveis por sintetizar acido ribonucléico ribossomal
(RNAr) durante a intérfase, periodo de sintese protéica e de aumento de volume,
tamanho e numero de organelas da célula (VANDELAER; THIRY; GOESSENS,
1999).

O ciclo celular compreende as fases de meiose, interfase e mitose. A
duplicacdo do cromossomo ocorre especificamente na fase de interfase, sendo essa
dividida em 3 partes: fase G1 (intensa producdo de proteinas e RNA), fase S
(sintese do DNA) e fase G2 (periodo de duplicacdo de centriolo). As células que
param de se replicar encontram-se em fase GO, que acontece imediatamente antes
do inicio da sintese de DNA (MURRAY, 2004). E no nucléolo, localizado no ntcleo
celular, que ha armazenamento e producdo de RNAr, que ligados a vérias proteinas
irdo formar os ribossomos (LEE et al., 1999).

Proteinas nédo histonas possuem sitio de ligacdo com RNAr (AgNOR) e
tem afinidade pela prata e com isso, elas precipitam formando grumos de nucléolo,
isolados ou agrupados, que podem ser observados a microscopia Optica
(CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989). As proteinas mais conhecidas e também as
mais presentes (60-75%) em células em proliferacdo sdo a C23 (nucleolina) e a B23
(nutramina) (SIRRI; ROUSSEL; HERNANDEZ-VERDUM, 2000).

A técnica AgNOR avalia as NORs de cromossomos ativos durante o
ciclo celular e o nimero ou area das NORs mostram essa atividade proliferativa, a
partir da fase G1 até o maximo na fase S do ciclo (MURRAY, 2004).

Células no periodo de sintese protéica e de aumento de volume estao
em atividade independente de existéncia de proliferacdo celular, ou seja, células
ativas, mas ndo em mitose, possuem pontos de NORs (UNDERWOOD, 1995)

As proteinas que sdo coradas pela prata aparecem ao microscopio
como pontos pretos dentro dos nucléolos, que podem ser contados de acordo com o
namero de pontos por célula diretamente ao microscopio ou avaliados quanto a
morfometria em analisador de imagem, sendo esse Ultimo um método mais rapido e
preciso. A capacidade de corar os NORs pela prata é influenciada por varios fatores,
como meétodos de fixacdo e duracdo da exposicdo a diferentes temperaturas
(TRERE, 2000).
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Smith et al. (1988), avaliando varias técnicas de fixadores, chegaram a
concluséo de que o fixador alcodlico foi o que gerou melhor marcagcdo AgNOR, 0s
tecidos possuem uma alta sensibilidade a oxidacdo. Em um estudo sobre melhores
técnicas para coloracdo AgNOR.

Serakides et al. (1999), corando células da tiredide de bovinos verificou
que a técnica AgNOR foi eficiente para diferenciar os diferentes graus de hiperplasia
da tiredide, observando um grande numero e pequeno tamanho de NORs marcados
devido a proliferacdo das células.

Esse modelo de marcacdo AgNOR possui um grande valor para
diagnéstico e progndéstico de tumores, pois quanto maior o grau de malignidade,
maior 0 numero e menor o tamanho de AgNORs presentes dentro do nucleo
(CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989).
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Resumo

A coloracdo pela prata das regiGes organizadoras de nucléolos (NORSs) é caracterizada por
marcar proteinas ligadas ao &cido ribonucléico ribossémico, avaliando a proliferacdo em
células normais ou neoplasicas. O objetivo do trabalho foi estudar em testiculos de ovinos
obtidos em matadouro a validade do uso da técnica de coloracdo AgNOR na proliferacdo de
células saudaveis da linhagem espermatogénica. Utilizou-se 43 pares de testiculos de ovinos
mestigos entre seis e 10 meses de idade. Testes de Wilcoxon e Spearman foram empregados,
com nivel de 5%. As médias das NORs nas células das gbnadas direita e esquerda foram
respectivamente: espermatogonia (8,77+1,14 e 9,04+0,96), espermatdcito (4,99+2,00 e
6,20+2,07; P<0,05), Leydig (8,05+2,82 e 7,89+2,29) e Sertoli (8,07£1,88 e 7,61+2,16;
P<0,05). Houve correlacdo (P<0,05) entre os lados para o nimero de NORs: espermatdcito x
Leydig (0,49); espermatdcito x Sertoli (0,49) e Leydig x Sertoli (0,96). Conclui-se ser valido
0 emprego da técnica AgQNOR para avaliar o potencial proliferativo das células saudaveis em
testiculos de ovinos com pratica execugéo e baixo custo.

Palavras-chave: Ovis aries, testiculo, proliferacéo celular, NOR, abatedouro.

Abstract

The silver staining technique for AGQNOR nucleolar organizer regions (NORS) is characterized
by marking proteins linked to the ribosomal ribonucleic acid, evaluating cell proliferation.
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The aim was to study the validity of the AgNOR staining technique in the testicular cell
proliferation in crossbred ovine. Forty-three pairs of ovine testicle between 6 and 10 months
old were collected. Wilcoxon and Spearman tests were used with a significance level of 5%.
The mean NORs count in cells of the gonads right and left were respectively: spermatogonia
(8.77£1.14 and 9.04%+0.96), spermatocyte (4.99+2.00 and 6.20+£2.07, P<0.05), Leydig
(8.05+2.82 and 7.89+2.29) and Sertoli cells (8.07£1.88 and 7.61+2.16; P<0.05). There was a
correlation between the mean values for right and left sides for the number of NORs (P<0.05)
between Leydig x spermatocytes (0.49); spermatocytes x Sertoli (0.49) and Sertoli x Leydig
(0.96). The study demonstrates that the AgQNOR staining technique is indicated to evaluate the
cell proliferative potential in ovine testis with practical implementation and low cost.

Keywords: Ovis aries, testicle, celular proliferation, NOR, slaughterhouse.

Introducéo

No ano de 2008 havia um rebanho de 453.261 cabecas de ovinos no estado de Sé&o
Paulo dentro de 16.628.571 no Brasil, em comparacdo com o ano de 2000, com 233.681 nesse
estado e de 14.784.958 no pais, mostrando uma crescente expansao da ovinocultura paulista
(Anuério..., 2010).

A patologia veterinaria aplicada na area da clinica vem ampliando o interesse no
estudo da proliferacéo celular, com emprego de técnicas de coloragéo para fins de estimar o
progndstico e tratamento para as afecgdes do aparelho reprodutor (Madewell, 2001). A
coloracdo das proteinas argirofilicas, presentes nos cromossomos no estadio de interfase,
relacionadas as regiGes organizadoras de nucléolo (NORs) pode ser obtida pela técnica
denominada de AgNOR, usada em preparacdes citologicas ou histologicas para a obtencao da
taxa de proliferagdo celular (Crocker et al., 1989; Lindner, 1993) onde em células normais,
as NORs sdo usualmente organizadas de forma clara em nimero igual ou maior a um, restritas
ao nucleolo e em células neoplasicas as NORs se desagregam do nucléolo e tendem a se
dispersar pelo nucleo (Ofner e Schmid, 1996).

A técnica de coloracdo histoldgica pela prata, denominada de AgNOR, na éarea da
reproducdo animal, foi relatada e indicada para a mensuragdo da proliferagdo celular em
seminoma canino, onde um maior nimero de NORs esta presente em neoplasias metastaticas
em relacdo as ndo metastaticas (de Vico et al., 1994b). No tumor venéreo transmissivel, a

técnica colabora com a terapéutica, onde o elevado nimero de NORs esta relacionado com a
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pobre resposta frente a quimioterapia (Harmelin et al., 1995). Para o carcinoma das células
escamosas em caes, 0 escore das NORs distingue os tumores benignos dos malignos (de Vico
etal., 1994a).

O presente estudo justifica-se, pois vale salientar que ha escassez de informacgdes na
literatura, relacionada ao emprego da técnica de coloragdo AgNOR com enfoque na
proliferacdo celular das estruturas testiculares saudaveis na espécie ovina. Dessa forma,
trazendo informacGes adicionais e colaborando na avaliacdo androldgica na espécie ovina. O
objetivo do trabalho foi estudar em testiculos de ovinos obtidos em matadouro a validade do
uso da técnica de coloracédo pela prata (AgNOR) na identificacdo das regides organizadoras de
nucléolo (NORs) em células saudaveis da linhagem espermatogénica.

Material e métodos

Um total de 43 pares de testiculos de ovinos mesticos, com idade entre seis e 10
meses, foram coletados em abatedouro pertencente ao municipio de Promissdo-SP, Brasil
(altitude: 426m, latitude: 21°32'12"S, longitude: 49°51'29"0), no periodo de marco a maio de
2010, correspondendo para o hemisfério Sul ao final do verdo e parte do outono. As gbnadas
foram identificadas quanto ao lado em testiculo direito (TD) e esquerdo (TE), embaladas aos
pares, armazenadas e transportadas em solugédo salina a 25°C para o posterior processamento
histologico.

Os fragmentos dos testiculos medindo 0,5cm de espessura foram imersos na solucao
fixadora de Davidson composta por: 20mL de formol, 30mL de alcool 95%, 10mL de &cido
acético e 30mL de agua destilada, por 24 a 48 horas e em seguida lavadas em agua corrente
por 1 hora e transferidas para solucdo de alcool 70%, sendo desidratadas em serie alcodlica
crescente (&lcool 80%, 96% e 100%), permanecendo 40 minutos em cada um deles. Foi
realizada a diafanizacdo (clareamento) utilizando quatro banhos de 40 minutos, sendo o
primeiro no alcool + xilol (1:1) e os outros trés banhos em xilol. Procedeu-se o processamento
para microscopia optica para inclusdo das amostras em parafina montando os blocos, cortados
com 5um de espessura (Micrétomo rotativo, mod. 820, American Optical N-45387, USA),
onde se procedeu a retirada de trés cortes: o primeiro para corar com a técnica de
hematoxilina — eosina (HE), o segundo para a técnica da AgNOR e o terceiro ficando de
reserva. Posteriormente, foram desparafinizadas em xilol por 5 minutos (por trés vezes),
hidratadas passando lentamente em alcool absoluto por trés vezes e lavadas com agua por 5

minutos. Os cortes, em lamina, ficaram incubados ao abrigo de luz em cdmara Umida durante
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40 minutos a 60°C em solucdo de nitrato de prata, obtida utilizando-se 1g de gelatina incolor,
0,5mL de &cido férmico e 50mL de dgua deionizada (solucdo A) e 12,5 g de nitrato de prata e
25mL de agua deionizada (solucdo B), sendo uma parte de solugdo A para duas partes de
solugdo B (1 sol. A : 2 sol. B) conforme Ploton (1986), modificada por Sanches (2010).

As amostras foram retiradas da solucdo corante quando apresentaram coloragéo
marrom-escura e lavadas em agua deionizada morna a 45°C para retirar o precipitado formado
pela gelatina. Apos esse procedimento, as laminas passaram em solucdo de tiossulfato de
sodio a 5% durante 5 minutos para retirar a prata reduzida depositada sobre as células. As
amostras foram desidratadas (alcool 96% e 100% - 3 vezes, lentamente; xilol - 3 vezes
lentamente), os cortes foram contra-corados em Van Gieson (“verde luz") por 3 minutos, em
seguida os cortes foram montados com laminula e resina sintética (Entellan®, Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha).

A contagem das NORs foi realizada observando os pontos de coloragdo negra no
interior dos nucléolos em cada um dos tipos celulares: espermatogdnias, espermatdcitos,
espermatides e nas células de Leydig e Sertoli, por meio de microscopia Optica na magnitude
de (1000x).

O padrdo de contagem das NORs foi realizado considerando-se 10 células/campo de
cada tipo celular, repetindo-se em 10 campos microscopicos aleatdrios, totalizando a
contagem em 100 células de cada um dos tipos celulares, conforme Sanches (2010) adaptado
de Lohr et al. (1997).

Para cada testiculo avaliado foi calculada a média aritmética do numero de regides
organizadoras de nucléolo (NORs) em relacdo aos 100 campos avaliados, individualmente,
para cada tipo celular. Sequencialmente, os conjuntos de valores obtidos no procedimento
anterior foram testados pelo método de Kolmogov-Smirnov para avaliar a normalidade dos
dados. Neste procedimento, apenas a variavel “contagem média de NORs/campo para as
células de Leydig do testiculo direito” foi considerada como paramétrica (P<0,10). Por esta
razdo, optou-se pelo uso de testes ndo paramétricos para efetuar as comparagdes estatisticas
(Pagano e Gauvreau, 2004).

A comparacao entre as contagens do numero de NORs observadas nos testiculos
direito e esquerdo foi realizada mediante o teste ndo paramétrico dos postos de Wilcoxon. A
correlacdo existente entre o nimero das NORs observadas para os quatro tipos celulares
estudados foi avaliada pelo calculo do coeficiente de correlacdo ndo paramétrico de
Spearman, com estimativas por ponto e por intervalo com 95% de confianca, separadamente

para os testiculos direito e esquerdo. Os coeficientes de Spearman calculados foram testados
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estatisticamente para a hipdtese de que diferem significativamente do valor zero. Para detectar
a presenca de valores influentes “outliers” recorreu-se a avaliagdo grafica por meio da
construcdo de grafico do tipo “Box-plot”. As analises foram realizadas utilizando o pacote
computacional Bioestat segundo Ayres et al. (2007) com nivel de significancia de 5%.

Resultados

A analise microscopica dos testiculos revelou integridade do arcabougo e
desenvolvimento do epitélio germinativo dos tdbulos seminiferos, o qual apresentou entre
cinco e seis camadas de células, desde a membrana basal até a luz tubular (Fig.1).

A histologia testicular pela técnica de coloragdo com uso da prata esta representada na
Fig.2, onde se pode visualizar as regides organizadoras de nucléolo (NORs) em forma de
granulos escuros, distribuidos no nicleo das células do epitélio espermatogénico sadio, 0s
quais puderam ser identificados, individualizados e contados perante a microscopia éptica.

Figura 1 — Testiculo de carneiro: técnica Figura 2 — Testiculo de carneiro: técnica de

de coloragdo (HE), tubulos seminiferos e epitélio coloracdo pela prata (AgNOR), epitélio

germinativo integros, presenca de espermatozdides germinativo integro. Os pontos negros nos nlcleos

na luz tubular, magnitude (400x). sdo as regies organizadoras de nucléolo (NORs),
magnitude (1000x).

Na tabela 1, estdo descritos as médias e desvios-padrdo das contagens de NORs/campo
e respectivos desvios-padrfes observados para os tipos celulares para o testiculo direto e
esquerdo. Na tabela 2, estdo descritas as analises de correlacdo entre as médias das NORs,
agrupando-se os tipos celulares dois a dois, individualmente para cada testiculo.
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Tabela 1- Média e desvio-padrdo do nimero de regides organizadoras de nucléolo (NORs) no

nacleo dos diferentes tipos de células de testiculos esquerdo (TE) e direto (TD)

em ovinos mesticos.

B Soma dos postos de
variavel TE (n=43) TD (n=43) . p
Wilcoxon
Espermatog6nia 9,04 + 0,96 8,77+1,14 90 0,5904
Espermatdcito 6,20 + 2,07 4,99 + 2,00 790 < 0,0001*
Células de Leydig 7,89+2,29 8,05+2,82 -182 0,2744
Células de Sertoli 7,61+£2,16 8,07+1,88 -428 0,0098*

*P<0,05

Tabela 2- Coeficientes de correlacdo de Spearman (R) para as regides organizadoras de

nucléolo (NORs) no nicleo das células de testiculos esquerdo (TE) e direito (TD)

estimados por ponto e intervalo com 95% de confianga (1C95%) em ovinos

mesticos.
., TE (n=43 TD (n=43
variavel ( ) ( )
R 1C95% p R 1C95% p
Espermatog6nia x
. -0,446 -0,664 /-0,160 0,0027* -0,282 | -0,543/0,0286 0,0663
Espermatocito

Espermatog6nia x Leydig -0,680 -0,817/-0,471 <0,0001* 0,258 -0,0550 /0,525 0,0948
Espermatog6nia x Sertoli -0,593 -0,762/ -0,348 <0,0001* 0,605 0,364 /0,770 < 0,0001*

Espermatdcito x Leydig 0,645 0,421/0,795 <0,0001* 0,326 0,0201 /0,577 0,0324*

Espermatécito x Sertoli 0,586 0,339/0,758 <0,0001* | -0,0677 -0,368 /0,246 0,6658
Leydig x Sertoli 0,922 0,858/0,958 <0,0001* 0,834 0,708/0,909 <0,0001*

*P<0,05
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Na Figura 3, podem ser observadas as representacdes graficas do tipo “Box-plot”
separadamente para 0 nimero de NORs para cada tipo celular cada populagdo celular,
segundo o testiculo avaliado. Foram classificadas como valores influentes “outliers™, duas
observacoes referentes ao testiculo esquerdo dentro da populacdo celular de espermatogdnias
e uma observacao para a populagdo celular de espermatdcitos do testiculo direito. A remocao
destes valores ndo influenciou significativamente os resultados estatisticos observados e por

esta razdo optou-se por manté-los na analise.

% |

T T T T T T T T
SPG-E  SPG-D SPTC-E SPTC-D  CLE CL-D CS-E C5-D

Figura 3 - Comparacdo das contagens do nimero de regiGes organizadoras de nucléolo
(NORs) no nucleo das células de testiculos esquerdo (E) e direito (D) dos tipos celulares:
espermatogonias (SPG-E e SPG-D ), espermatdcitos (SPCT-E e SPCT-D), células de Leydig
(CL-E, CL-D) e células de Sertoli (CS-E e CL-D). As linhas no interior dos boxes denotam o
segundo quartil (50% dos dados - mediana), as linhas superiores, o terceiro quartil (75% dos
dados) e as inferiores o primeiro quartil (25% dos dados). As linhas aplicadas indicam os
limites dos valores extremos e 0s pontos externos a elas indicam os “outliers™.

Discusséo

Vale destacar que na presente discussao, optou-se por comparacfes quanto a utilidade
da técnica de coloracdo pela prata (AgNOR) em distintas espécies animais, incluindo o ser
humano, devido a escassez de informacdes na literatura relativa a proliferacdo celular pelo
emprego dessa técnica, diretamente relacionada com o aparelho reprodutor masculino.

Dessa forma, perante a observacdo microscopica do material corado pela técnica de
HE, se revelou a integridade histoldgica dos tabulos seminiferos (Figura 1), assegurando a
representatividade do material processado e analisado para fins de estudar a viabilidade e

utilidade da técnica de coloracdo AgNOR para o epitélio germinativo testicular integro.
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Relato esse da integridade histoldgica pela HE, similar ao descrito por Castrillejo et al. (1995)
como representativo em estudos de espermatogénese em ovinos da raca Corriedale a partir de
6 meses de idade, criados extensivamente no Uruguai, indicando que nessa faixa etaria 0s
ovinos podem ser utilizados para estudos nessa linha. No presente trabalho, se tratando de
animais mestigos e jovens, o desenvolvimento histoldgico testicular foi adequado.

Outro ponto, diz respeito a qualidade do material processado, a qual se mostrou
adequada para a visualizacdo e contagem do numero de regides organizadoras de nucléolo
(NORs), nos distintos tipos celulares avaliados, corroborando Muller et al. (1994) e Ohyama
et al. (1995) que recomendaram a técnica de coloragdo, em humanos, para o diagnéstico do
carcinoma testicular, devido a facilidade e rapidez na execucdo da mesma, aliada a qualidade
quanto a coloracdo do material que pode ser fixado em formalina e emblocado em parafina,
além do baixo custo agregado para a realizacdo da técnica. Xu et al. (1997) complementaram
esse raciocinio, ao descrever que a coloracdo oferece um indicador adicional para o
prognostico de tumores no testiculo em seres humanos.

Nos cortes histolégicos, o numero de NORs contadas nos tipos celulares avaliados:
espermatogonia, espermatocito, células de Leydig e de Sertoli, apresentou uma distribuicao
homogénea nos campos microscépicos, concordando com os achados de Holstein e Lauke
(1996) em humanos para testiculos saudaveis, e que na ocorréncia de células tumorais, as
mesmas se concentram em regides focais dos tabulos seminiferos.

Houve diferenca significativa para as médias do numero de NORs entre os lados
direito e esquerdo para espermatdcitos e células de Sertoli (Tabela 1), sugere-se para fins de
comparacédo das taxas de proliferacdo celular, realizar contagens das NORs para os distintos
tipos celulares em ambas as gbnadas. A taxa de proliferacdo celular pode oscilar em relagdo a
gbnada contralateral, de forma independente para 0 mesmo tipo celular em questdo. Essa
diferenca observada entre os lados pode estar relacionada com a individualidade metabdlica
de cada gbnada, bem como pelo efeito compensatorio entre elas para fins de manutencdo das
células da linhagem espermatogénica para a producao de gametas.

Em humanos com carcinoma testicular, o namero médio de NORs/nucleo foi de
26,86+2,68 para as células tumorais, mas inferior nas células sadias, sendo nas
espermatogonias: 8,18+2,20 e nas células de Sertoli: 12,96+2,44 (Muller et al., 1994). A
despeito da grande diferenca filogenética entre ovinos e humanos, no presente estudo com
ovinos machos, a média de NORs/nucleo foi similar para as espermatogdnias, porem inferior
para as células de Sertoli, quando comparadas as células também sadias do estudo supracitado
de Muller et al. (1994).



28

As correlages significativas entre espermatdcito x células de Leydig, espermatdcito x
células de Sertoli e entre as de Leydig e Sertoli (Tabela 2), podem ser explicadas pelo
conceito da “regulacéo local” (Ergin et al., 1994) entre os tubulos seminiferos e o tecido
intersticial pois segmentos dos tubulos vizinhos sdo supridos por vasos sanguineos em
comum. Seguindo esse conceito, as células de um tdbulo podem influenciar as de outros
tubulos adjacentes por meio de um microambiente em comum, modulados por fatores de
crescimento.

Perante as informacdes acima descritas, recomenda-se a validade do uso da técnica de
coloracédo pela prata (AgNOR) para avaliar a proliferagdo de células testiculares sadias e ndo
apenas em processos tumorais como mostrou Pich et al. (2000) em reviséo de literatura sobre
o aparelho reprodutor humano, onde quanto maior o numero de NORs, maior a atividade
proliferativa das células.

Em virtude da técnica de AgNOR, relacionada ao estudo da proliferagdo celular de
testiculos saudéveis nos animais domeésticos e em especial nos ovinos, ndo trazer informacdes
na literatura consultada, recomenda-se que novos estudos sejam realizados para fins de
somatoria de resultados com o uso da técnica de coloracdo e contagem de NORs utilizada.
Vale salientar que o presente resultado e as informagdes relatadas no respectivo estudo podem
servir como base para futuros procedimentos e analises da atividade espermatogénica na

espécie ovina em exames de citologia testicular.

Conclusodes

O estudo em questdo demonstra que a técnica de coloragdo histologica pela prata
(AgNOR) € indicada para a avaliacdo do potencial proliferativo das celulas testiculares
saudaveis em ovinos. A coloracdo AgNOR revelou qualidade na identificacdo e
individualizagdo das regides organizadoras de nucléolo (NORs) propiciando a contagem
numérica das mesmas nos diferentes tipos celulares analisados. Estiveram presentes a
vantagem quanto ao uso da técnica devido a praticidade de execugcdo e 0 baixo custo
econémico. A tecnica pode ser empregada agregando informagdo como exame complementar

para a area da andrologia veterinaria na espécie ovina.
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