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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi discutir os aspectos ligados a
espermatogénese, suas fazes, e fatores que podem influenciar em sua
ocorréncia. A espermatogénese é um processo de divisdo e diferenciacao
celular em que sdo produzidos espermatozodides no interior do testiculo. A
eficiéncia da espermatogénese nos garanhdes é influenciada por diferencas
entre espécies, numero de células germinativas e fatores ambientais. A
atividade das espermatogobnias e espermatides divide a espermatogénese em
fazes que sdo a espermatocitogénese, meiose e diferenciacdo e

espermiogénese respectivamente. A sazonalidade também influencia no
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desenvolvimento da espermatogénese podendo ocorrer maior degeneracao de
células germinativas fora da estacdo de monta. O objetivo do presente
trabalho foi discutir os aspectos ligados a espermatogénese, suas fazes, e
fatores que podem influenciar em sua ocorréncia. S3o necessarios mais
estudos para entender o processo da espermatogénese em equinos situados

no territorio brasileiro, com as condigdes climaticas nas quais sao submetidos.

Spermatogenesis in horses

Abstract

The aim of this study was discuss about the aspects of spermatogenesis, and
the facts that may influence its occurrence. Spermatogenesis is the process of
cell division and cell differentiation by with spermatozoa are produced in
testes. Efficiency of spermatogenesis in stallions is influenced by species
differences and numerical density of germ cell. Activities of spermatogonia,
spermatocytes and spermatids partition spermatogenesis into phases that are
the spermatocitogenesis, meiosis, differentiation and spermiogenesis,
respectively. Seasonality influences on the developmental in spermatogenesis
that can occur more germ cell degeneration out of the breed season. The aim
of this study was discuss about the aspects of spermatogenesis, and the facts
that may influence its occurrence. More studies are needed to understand the
process of spermatogenesis in horses located in Brazil territory, with climate

conditions that are submitted.

Introducao

A espermatogénese é um processo que ocorre no parénquima testicular
em que consiste em um conjunto de divisOes e diferenciacdes celulares a partir
de uma célula primordial denominada espermatogobnia resultando na producdo
de espermatozoides (Amann, 1993b; Garner & Hafez, 2004).

A espermatogénese comeca a ocorrer proximo a puberdade e

normalmente, este processo continua por toda vida do garanhao (Setchei,
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1982). Porém, podem-se observar consideraveis variacdes nas caracteristicas
seminais e no comportamento sexual do garanhao de acordo com a idade e
sazonalidade (Pickett. 1993).

Foi estabelecido que nas espécies de mamiferos, incluindo os equinos,
normalmente a espermatogénese depende de uma perfeita interacdo do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, o qual envolve acdao enddcrina de
gonadotrofinas, mecanismos de feedback de esterdides e proteinas, assim
como modulacdo paracrino/autécrina (Genessi et al., 1997). O controle
enddcrino envolve mudancas nos padrdes de secrecao do hormonio
hipotalamico, o hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), e hormoénios da
pituitaria anterior, hormonio luteinizante (LH) e hormoénio foliculo estimulante
(FSH), também hormonios testiculares como os andrdgenos e inibina (Amann,
1993a; Weinbauer and Nieshlag, 1993).

O sistema paracrino/autdcrino tem o papel de coordenar varias funcoes
em diferentes células testiculares (Genessi et al., 1997).

O objetivo do presente trabalho foi discutir os aspectos ligados a
espermatogénese, suas fazes, e fatores que podem influenciar em sua

ocorréncia.

Espermatogénese

A espermatogénese ocorre dentro dos tubulos seminiferos e consiste na
transformacao e desenvolvimento de células germinativas.

Estd subdividida em trés fases. A primeira, designada fase de
proliferacdo ou espermatocitogénese, que consiste em todas as divisdes
mitdticas das espermatogonias. Existem varias geragdes de espermatogonias e
cada uma sofre divisdo mitética, gerando um grande numero de
espermatogonia do tipo B. Algumas espermatogOnias voltam a um estagio
mais primitivo, promovem assim uma continua substituicdo (renovacdo) do
sistema de células a partir de uma nova espermatogonia (SENGER, 2003).

A segunda fase da espermatogénese é denominada de meidtica. Esta

fase envolve espermatdécitos primarios e secundarios. Durante a fase meidtica
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a diversidade genética é garantida pela replicacdo do DNA e pelo crossing over,
produzindo espermatides hapldides (n) (SENGER, 2003).

A terceira fase da espermatogénese é a fase de diferenciacao,
denominada de “espermiogénese”. . Durante a fase de diferenciacdo, ndo
ocorre mais divisdo celular, a espermatide indiferenciada e arredondada passa
por uma serie de transformacdes que resulta na producao de uma célula
altamente diferenciada que é o espermatozdide; contendo uma cabeca
(material nuclear), um flagelo incluindo a peca intermédia (com hélice
mitocondrial) e uma peca principal (SENGER, 2003).

O estabelecimento da espermatogénese na maioria das espécies ocorre
aleatoriamente em todo o testiculo (COURT et al., 1970). Em analise
histoldgica realizada em cavalos com menos de dois anos de idade, pode-se
observar o parénquima testicular mais claro no centro e parénquima mais
escuro na periferia (JOHNSON, 1991b). A uniformidade no parénquima
testicular mais claro é associada com a realizacdo da espermatogénese nos
testiculos desses cavalos, enquanto as partes mais escuras do parénquima é
associado com mudancas na populacao das células testiculares (NISHIKAWA e
HORIE, 1955; JOHNSON, 1981).

Proliferacao celular ou espermatocitogénese

A célula mais primitiva encontrada no epitélio do tubulo seminifero é a
espermatogonia. Essas células dipldides (2n) especializadas sao localizadas no
compartimento basal do epitélio seminifero. Existem trés tipos de
espermatogonias: espermatogonia - A, espermatogbnia — I e espermatogonia -
B. A espermatoglOnia - A sofre varias divisdes mitdticas, as quais progridem
mitoticamente da A; até A4, com isso um pool de células tronco é mantido,
Essas células tronco dividem-se mitoticamente para promover uma continua
fonte de espermatogdnia - A, possibilitando a continuacdao da espermatogénese
sem interrupgdes por anos (SENGER, 2003).

Em equinos a espermatocitogénese tem duracdao de aproximadamente
19,4 dias (AMMAN, 1993b).
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Segunda fase (meiose)

Durante a espermatogénese, o numero de cromossomos é reduzido,
através da meiose, tornando-se a célula germinativa hapldide. As divisoes
mitdticas da espermatogOnia - B, resultam na formagdao de espermatdcitos
primario (SENGER, 2003), os quais imediatamente entram em sua primeira
profase meidtica e se dividem para formacao de espermatocitos secundarios.
Posteriormente, ha a divisdo para a forma de espermatide arredondada. Estas
duas divisdes resultam na conversdao do complemento cromossémico dipldide a
hapldide, e células passam da longa fase de primeira divisao meidtica que pode
ser subdividia em bases citoldgicas nas fases proleptéoteno, leptoéteno,
zigéteno, paquiteno e dipléteno (KRESTER et al., 1998). Cada um desses
estagios representa um diferente passo na progressao da sintese e replicagao
de DNA (SENGER, 2003).

Na fase de proleptéteno, ocorre a completa replicacdo do DNA. Essas
tétrades entdo se fundem em um ponto aleatério conhecido como crossing-
over do DNA. O crossing-over resulta em aleatérios segmentos de cada
cromossomo. Com isso, a profase da primeira divisdo meidtica garante a
existéncia da heterogeneidade e que cada espermatdcito secundario e
espermatide serad geneticamente Unica (SENGER, 2003).

Maekawa et al. (1989) relataram uma proteina cognata (HSC-70), que
tem uma forma expressiva nos testiculos, na pdés-meiose das espermatides.

Dix et al. (1996) demonstraram que a heat-shock protein 70-2 (HSP-70-
2), um unico membro do grupo de proteinas HSP-70, é essencial para a
realizacdo da meiose. A HSP-70-2 é expressa em altas concentracdes na fase
de paquiteno do espermatdcito.

Em animais geneticamente modificados, dos quais o0 gene de expressao
da HSP-70-2 é deletada, ha uma falha em completar a meiose nas células
germinativas, assim como hda um aumento marcante na apoptose de
espermatdcitos. Outros dados sugerem que a HSP-70-2 é um importante

componente do complexo synaptoneal, o qual é um elemento crucial no
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pareamento de cromossomos homoélogos durante a préfase da meiose (ALLEN
et al., 1996).

Byskov et al. (1995) identificaram uma série de esterdides isolados de
estratos de testiculos bovinos e de fluidos foliculares de humano que induzem
meiose em células do cumulos de odcitos. O esterdide ativador da meiose
encontrado provindo dos testiculos é o 4,4-dimethyl-5a-cholest-8,24-diene-3-
ol e a Cy esterol, também denominada 4,4-dimethyl-zymosterol.

Outra marcante mudanca citologia que ocorre nas células durante a
meiose, € a mudanca na morfologia mitocondrial. A tipica mitocondria com
cristas dispostas transversalmente e é transformada seguindo uma inicial
dilatacao de espacos intercristas de mitocondrias de espermatdcitos primarios
e, posteriormente, as células germinativas assumem o formato vacuolizado
(SENGER, 2003). O mesmo autor reportou que essas mudancas na morfologia
mitocondrial sdo dependentes de proteinas secretadas pelas células de Sertoli.

Essa fase tem duracao de cerca de 19,4 dias nos equinos (AMMAN,
1993b).

Terceira fase (diferenciacao espermatica)

O papel do espermatozdide é transportar o material genético masculino
até o odcito durante a fertilizacdo. No entanto, para a formagdao de células
capazes de realizar a fertilizacdo, espermatides esféricas sofrem uma série de
mudangas, as quais o nucleo se torna mais condensado, ocorre a formagao do
acrossoma e a célula se torna potencialmente mével (SENGER, 2003).

As espermatides arredondadas, as quais sao decorrentes da segunda
divisdo meidtica, sofrem uma série de complexos eventos que as transformam
em espermatozoides (KRESTER and KERR, 1994). Esse processo consiste:

(I) Condensacao nuclear e movimento do nucleo para a periferia das
células;

(II)Formagdao de um lisossomo modificado, conhecido como
acrossomo, o qual se prende a superficie do nlcleo em justaposicao

com a membrana celular;
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(III) Formacao do flagelo em que inclui o desenvolvimento de um
nacleo de microtubulos, o axonema, que surgem dos centriolos de
espermatides arredondadas.

Inicialmente na formacdao do axonema, uma série de microtubulos
(em dupla) igualmente espacados, circundam dois microtubulos
(individuais) centrais, no citoplasma adjacente ao complexo de Golgi,
posteriormente na espermatogénese, essas estruturas estdo localizadas no
polo abacrossomal do nucleo através de uma articulacdo complexa
formando o colo do espermatozdide.

Posteriormente, na formagao da cauda, o axonema é modificado pelo
desenvolvimento de uma séria de nove fibras elétron densas, denominadas
de fibra densa exterior, na regido da peca intermediaria do espermatozdide
distal pela formagao da bainha fibrosa na regiao da pecga principal;

(IV) Finalmente, seguindo a realizacdo desses eventos, a

espermatide possui um grande compartimento com citoplasma

residual, o qual é fagocitado pelas células de Sertoli.

Formacao do acrossoma

A espermatide mais recentemente formada contém um Complexo de
Golgi grande, e altamente desenvolvido localizado proximo do nucleo que
consiste em pequenas vesiculas. Em uma espermatide o complexo de Golgi
dard origem a uma importante organela subcelular conhecida como
acrossomo. Primeiramente, vesiculas sdo formadas, gerando uma grande
vesicula localizada ao lado do nucleo. Essa vesicula é chamada de vesicula
acrossdmica e contém um denso acrossomo granulado. Pequenas vesiculas de
Golgi sdo continuamente adicionadas a vesicula maior, aumentando assim seu
tamanho (SENGER, 2003).

Outro evento que ocorre na espermiogénese é a formacao da cauda.
Enguanto a vesicula acrossOmica esta sendo formada, os centriolos migram
para o citoplasma em direcdao a base do nucleo. O centriolo proximal dara

origem a um aparato de implantagcao que permite o flagelo ser ancorado ao
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nucleo. O centriolo distal dard origem ao desenvolvimento do axonema. O
axonema € a porgdo central do flagelo, nesse caso, a cauda do espermatozédide
(SENGER, 2003).

O axonema é claramente de origem centriolar e a geracdo da motilidade
emerge dos microtubulos, composto por protofilamentos de tubulina, um
heterodimero de a e B tubulina e os componentes protéicos completando o
axonema, incluindo os raios radiais, ligagdes nexin e dynein arms(KRETSER
and KERR, 1994). Esse ultimo representa uma proteina com atividade ATPase.
Defeitos genéticos resultando em falta de dyneinarms sdo associados com a
sindrome da imobilidade ciliar (ELIASSON et al., 1977). Alem disso,
anormalidades como a auséncia de nexin linkages ou radial spokes, podem
também resultar em imobilidade ciliar, indicando um papel crucial dessas
proteinas no controle da mobilidade (AFZELIUS and ELIASSON, 1979).

Ha um aumento na compreensdao do nimero de genes que s3o expressos
pelo genoma hapldide envolvidos na espermatogénese. Os genes que
codificam protaminas, e as proteinas que substituem as histonas ligadas ao
DNA, tem sido estudados. Esses genes tem sido importantes uma vez que,
como varios outros genes expressos em células hapldides, eles sdo transcritos
no inicio da espermatogénese e o RNA resultante é armazenado até o final
desse processo para tradugdo da proteina (HECHT, 1996).

Hecht (1996) estudou o mecanismo em que o mRNA permanece estavel
por aproximadamente sete dias nas células hapldides. Uma proteina de ligacao
ao RNA foi identificada nos testiculos, e podem estar envolvidas na
manutencdo da estabilidade desses mRNAs através do reconhecimento de uma
sequéncia especifica de nucleotideos.

A presenca e expressao génica de varias proteinas especificas sdo
imprescindiveis em cada uma das fases da espermatogénese. Dentre as
proteinas de extrema importancia encontram-se as histonas e protaminas que
atuam na fase final da espermatogénese. As histonas contidas nas

espermatides de forma redonda sao substituidas por protaminas, proteinas
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nucleares, cujo papel é reorganizar o DNA constituindo uma estrutura
altamente condensada (WARD et al., 1999).

A cromatina nuclear é definitivamente condensada durante o transito
pelo epididimo. Nesta etapa ha alteracdo na estrutura nuclear por fatores
mecanicos e quimicos, aumentando a habilidade de fecundacao e de manter o
desenvolvimento embrionario. Portanto, tanto os eventos da espermatogénese
guanto a maturacdo pos-testicular sdao necessarios para competéncia das
células espermaticas (FRANCAVILLA et al., 1996).

Existem proteinas especificas para cada fase da espermatogénese, e
existem genes cuja expressao € imprescindivel durante a espermiogénese.
Essa expressao dos genes durante a espermiogénese da-se ao nivel de
transicdo e é medida por varios fatores, como a proteina basonuclina, e a
proteina STAT (signal transducer and activation of transcription). A medida que
o processo da espermiogénese avanca, toda vez que alguma proteina for
necessaria a continuacdo deste processo, a transcricdao cessa e o mRNA torna-
se ativo para sintetizar as respectivas proteinas, como acontece, por exemplo,
na sintese das proteinas e proteinas de transcricao (MAHONEY et al., 1998).

Finalmente ocorre a liberacdo do espermatozdide pelas células de Sertoli
para o interior do tubulo seminifero. Essa liberagdo ¢ denominada
espermiacdo, que é considerada analoga a ovulagcdo na fémea, exceto pelo fato
da espermiacao ocorrer continuamente ao longo de todo o testiculo (SENGER,
2003) e durante toda a vida reprodutiva do animal (GARNER & HAFEZ, 2004).

Entender o mecanismo responsdvel pela continua producdao de
espermatozoides pelo epitélio seminifero representa um dos maiores desafios
em pesquisas sobre a fisiologia reprodutiva (SENGER, 2003; GARNER &
HAFEZ, 2004)

A partir da perspectiva clinica, a avaliagio do numero de
espermatozoides por ejaculado nao reflete com acurdcia uma anormalidade na
espermatogénese. Com isso podem haver erros na avaliacdo dos macho
acarretando assim em mas decisGes sobre a escolha ou descarte de animais
da reproducao. (GARNER & HAFEZ, 2004)



RUA, M.A.S. et al. Espermatogénese em eqliinos. PUBVET, Londrina, V. 8, N. 7, Ed. 256, Art.
1696, Abril, 2014.

E necessario entender que hd um periodo de 2 a 4 semana para que
sejam observados efeitos deletérios no sémen apds o animal ter sofrido algum
tipo de evento como (estresse térmico, viagens, febre, exposicao a certas
toxinas e alguns medicamentos) (SENGER, 2003).

Além disso, sdo requeridas de 6 a 12 semanas para restauracao da
normalidade na espermatogénese. Portanto, interpretacdes clinicas da
caracteristica do ejaculado requer conhecimento especifico do tempo da
espermatogénese em cada espécie a ser avaliada (SENGER, 2003). Em

equinos a espermatogénese dura em torno de 57 dias (AMANN, 1993a).

Ciclo do epitélio do tubulo seminifero

O ciclo do epitélio seminifero é a progressdo de uma completa série de
associacoes celulares (estdgios) em um local ao longo do epitélio do tubulo
seminifero, sendo Unico para cada espécie.(SENGER, 2003; GARNER & HAFEZ,
2004)

Ao observar em um microscépio optico um corte transversal no tubulo
seminifero, pode-se observar de quatro a cinco camadas concéntricas de
células germinativas. As células de cada camada se desenvolvem em
sincronismo e em grupos. Cada geracdo de células (cada camada concéntrica)
tem uma similar aparéncia e fungdao. Cortes transversais ao longo do
comprimento do tubulo seminifero tera diferentes aparéncias.(SENGER, 2003;
GARNER & HAFEZ, 2004)

Cada geracao de células germinativas dard origem a uma geragao
sucessiva, uma geracao mais avancada. (SENGER, 2003; GARNER & HAFEZ,
2004)

O Estagio I consiste em uma geracdao de espermatogbnia do tipo A
localizadas perto da membrana basal. Logo acima dessa camada de
espermatoglOnia - A, hda uma geracdo de espermatdcitos jovens. Acima, se
encontra a terceira geracao que consiste em espermatdécitos mais maduros.
Finalmente, perto do lumen, encontra-se a quarta geracao de células. Essa

geracdo consiste em esféricas espermatides imaturas. Contudo, pode-se
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observar que quanto mais imaturo o tipo celular, mais perto da membrana
basal estdo localizados, e quanto mais avangado o tipo celular, mas préximo
ao lumen tubulo seminifero estdo localizados (SENGER, 2003).

Cortes transversais em localizagdes aleatérias no tubulo seminifero
apresentam diferentes geracOes celulares. As células de cada secao sdao
ativamente engajadas na espermatogénese, porém apenas uma segao € capaz
de liberar espermatozoides para o limen do tubulo seminifero. Assim, ao longo
do comprimento do tubulo seminifero ha apenas certas zonas (cortes
transversais) em que espermatozdides sdo liberados a cada segundo.
Enquanto isso, todas as demais zonas ou estagios estdo preparando para
liberar espermatozodides, mas as células nessas zonas nao alcancaram o
apropriado estagio de maturidade para que ocorra a espermiacao (SENGER,
2003; GARNER & HAFEZ, 2004).

Tempo de espermatogénese

O tempo em que uma espermatogOnia se torna um espermatozdide
incorporado dentro do lumen do tubulo seminifero é de 55 a 57 dias no
garanhdo. Esse processo de liberacao de espermatozéides no limen do tubulo
seminifero é chamado de espermiacdao. Em aproximadamente nove dias ocorre
o transporte dos espermatozdides através do sistema de ductos epididimarios,
consequentemente, uma nova populacdo de espermatozdides pode ser
ejaculada apos 64 a 66 dias aproximadamente (AMANN, 1993, LOVE, 2002).

De acordo com Eddy, (1999), as proteinas HSP70 (Heat-shock proteins)
e a HSP70-2, sdo necessarias no inicio da meiose, fato importante que podera
esclarecer a eventuais falhas na formagao de espermatozdides em animais
criados em climas tropicais.

Foi evidenciada em estudos “in vitro” a existéncia de uma estreita
relacdo entre as células de Sertoli e Leyding mediada por fatores de natureza
protéica capaz de influenciar a proliferacao e a atividade esteroidogénica das

células de Leyding (SHARPE, 1993). Essas proteinas de varios pesos
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moleculares atuam sob efeito do FSH e testosterona, e possuem efeitos
mitogénicos (PAPADOPOLOS, 1991).

Sazonalidade

Nos garanhdes ha uma modulacdo ou regulacdo da producao diaria de
espermatozodides variando durante as estacdes. No entanto, os machos da
espécie equina continuam com a producdao de espermatozdides no decorrer de
todo o ano. O efeito sazonal na espermatogénese ocorre em funcdo da
degeneracdo celular durante a meiose e a modulacdo sazonal no nimero de
espermatogonias do tipo A, é duas vezes maior na estacdo de monta do que
fora dela (JOHNSON, 1985).

Nos garanhdes as diferencas sazonais no niumero de espermatogonia sdo
maiores que as diferencas sazonais na produgdo didria de espermatozdides
(JOHNSON, 1985).

As diferencas sazonais na producdo didria de espermatozdides em
cavalos podem ser explicadas por mudancas no nimero de espermatogodnia -
A, presentes no parénquima testicular do garanhao (JOHNSON, 1985).

Johnson, (1991a) observou que na estacao de monta, as médias de peso
do parénquima testicular, nimero de células de Leyding, células de Sertoli e
espermatides com nucleo esférico foram maiores do que quando realizada a
mesma observacao fora da estacdao de monta (inverno). Os mesmos autores,
também observaram que a producdo didria de espermatozoides por testiculo e
por grama de parénquima também foram maiores durante a estacdo de monta
(verao).

Johnson, (1991a) observou que independente da estagao, cinco subtipos
de espermatogobnias foram distinguidas em seccbes nos tubulos seminiferos.
As espermatogonias A; e A, foram encontradas em todos os estagios do ciclo
do epitélio do tubulo seminifero. A espermatogonia As foi encontrada em todos
os estagios, porém foram mais prevalentes no estagio I-III. A espermatogOnia
B, foi encontrada no estagio IV e V, e a espermatogbnia B, foi encontrada no
estagio VI e VII.
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O maior numero de espermatogonias A, e Az na estacdo de monta
(verdo) é decorrente do maior numero de espermatogdnias A; e A, no inicio da
espermatocitogénese (JOHNSON, 1991a).

De acordo com Johnson (1991a), as diferencas sazonais em
determinados subtipos de espermatogobnias, revelam significantes diferencas
nos rendimentos das divisdbes espermatogoniais. Johnson et al. (1991c)
observaram em seus estudos uma correlacao significativa entre producgao
didria de espermatozdides e numero de células de Sertoli por cavalo (r =
0,80), entre produgao diaria de espermatozdides com peso do parénquima
testicular (r = 0,94) e entre producdao didria de espermatozdide e peso do
parénquima testicular (r = 0,85). Berndtson e Jones (1989) estudando
garanhoes de varias idades reportaram correlagdo significante entre o nimero
relativo de células de Sertoli e o numero de populagdes de células
germinativas. Em cavalos adultos (mais de quatro anos de idade) o numero de
células de Sertoli por testiculo teve correlagdo significativa e positiva com o
numero de espermatides arredondadas por testiculo (r = 0,65), espermatide
primaria em estagios mais avancados (r = 70), espermatdcitos primario em
estagios menos avancados (0,67) e espermatogbnias B, (0,63) (JOHNSON e
TATUM, 1989).

Conclusao

A espermatogénese em garanhdes envolve o mecanismo endécrino e
modulacdo paracrino/autdcrino. Os testiculos dos garanhdes sao controlados
pelo sistema enddcrino. No entanto, sdao necessarios mais estudos para
melhorar o entendimento sobre os fatores de interacao celular presente no
testiculo de equinos. As acdes ambientais que possam interferir na
espermatogénese em diferentes regides do Brasil, em condicdes climaticas
diferentes e em racas diferentes, visto que no pais hd um grande namero de

criadores, e rebanhos de equinos de diversas racas.
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