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INTRODUCAO

A utilizagdo de camundongos como modelo animal para pesquisa teve inicio no século X1X,
e desde entdo estes animais tornaram-se importantes instrumentos para investigagdes cientificas.
Hoje a utilizagdo de animais de laboratério ¢ considerada indispensavel na evolugdo das ciéncias
médicas e biologicas (CARVALHO & LOPES, 2006). A populagdo dos biotérios ¢ composta por
coldnias estabelecidas com a finalidade de se auto-perpetuar e gerar animais para experimentagao.
Fssas coldnias sdo geralmente compostas por animais resultantes de cruzamentos consangilineos e,
por conseqiiéncia. altamente endogdmicos. O estabelecimento de tais colonias tem como vantagens
a homozigocidade genética ou isogenicidade. o que leva a uniformidade em relagdo as
caracteristicas herdaveis. Apesar dessas vantagens. cruzamentos endogdmicos podem ter efeitos
indesejaveis, como o aparecimento de mais pares de genes em homozigose ¢ a manifestagao de
genes recessivos (ALCALA et al.. 1995). Diversos estudos relatam que a endogamia pode afetar
caracteristicas reprodutivas. como a maturidade sexual, prolificidade. tamanho testicular ¢ reserva
folicular ovariana (FALCAO et al. 2001; FALCONER ¢ MACKEY, 1996: ¢ WEIGEL ¢ LIN.
2000). O presente trabalho analisou caracteristicas reprodutivas de camundongos machos de
linhagens endogamicas nas fases peri 44 a 49 dias e pés-puberal 110 a 120 dias, foram  mensurados
os tubulos seminiferos. além da andlise de morfologia e peso testicular, motilidade ¢ vigor
espermatico, o que tornou possivel a comparagdo dos resultados e estabelecimento de pardmetros

relevantes para a utilizagio das linhagens C57BL/6 e Swiss nas pesquisas cientificas relacionadas.
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MATERIAL E METODOS

FForam avaliados camundongos machos (N=34), das linhagens C57BL/6 ¢ Siiss. Todos os
machos foram submetidos a0 mesmo manejo de luz, alimentagio e alojamento. Cada animal foi
identificado, por ocasido da sexagem das ninhadas, pela marcagao com dcido picrico e separados
por ocasido do desmame em gaiolas individuais. Foram sacrificados, 21 animais da linhagem Swiss
entre 44-49 dias de idade (periodo peripuberal) e entre 110-120 dias (periodo pds-puberal) e 13 da
linhagem C57BL/6 nas mesmas faixas etdrias. Os animais foram pesados e o sistema genital foi
separado para avaliagio.

Estabeleceu-se nesta ocasido o peso testicular e amostras de sémen foram obtidas da cauda
do epididimo. que foi macerada (YAMAMOTO et al., 1998 & TAYAMA et al.. 2005). em 200mel.
de solugdo fisioldgica DPBS - Nutricell acondicionada em placa de Nunc ¢ aquecida a 37°C em
incubadora modelo A-LT. A solugio obtida foi avaliada ao microscopio Optico para determinacio
dos pardametros espermaticos. A motilidade foi avaliada em microscopio com objetiva de 40x
(aumento final de 400x). utilizando-se ldmina coberta por laminula previamente aquecidas e
mantidas a 37°C em incubadora. O vigor foi classificado em escala de 0-5 onde zero caracteriza
auséncia de movimento progressivo e cinco caracteriza movimento veloz e vigoroso das células
espermaticas (MIES FILHO & MEGALE,1997). Os testiculos dissecados foram pesados e fixados
em 2 mL de formol a 10% em tubos diferentes para testiculo direito e esquerdo. Foram feitas
laminas histolégicas com o material fixado e as mesmas coradas com hematoxilina e eosina (HE).
no Laboratério Exac, em Juiz de Fora, MG. Imagens representativas de animais das duas linhagens,
nos periodos peri e pds-puberal, foram capturadas e arquivadas em formato digital (.TIF). O nimcro
de tabulos seminiferos por mm? foi avaliado em microscépio em aumento de 100X, com auxilio do
software livre Image J. utilizando-se o aumento de 400X, foi estabelecida a drea média dos tibulos.
¢ contado o nimero de ¢élulas de linhagem germinativa por tabulo,

Os parametros peso corporal, peso das génadas, drea de tibulos seminiferos e nimero de
células por tibulo foram avaliados por andlise de varidncia e diferengas entre médias comparadas

pelo teste de Tukey. A motilidade espermatica foi avaliada pelo teste do qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A espermatogénese € divida nas fases implbere, peripibere. pubere e pos-plbere ou de

maturidade sexual (ASSIS NETO et al., 2003). Em camundongos o periodo puberal inicia-se ¢m
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torno de 45 dias, fase em que as caracteristicas globais e gerais do epitélio seminifero estio
estabelecidas. (MARTINS et al. 1989).

Os resultados da avaliagdo de desenvolvimento somaético e genital ¢ das caracteristicas
espermaticas de camundongos das linhagens Swiss e CS7BL6, nos periodos peripuberal ¢ pés-

puberal. estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Desenvolvimento somatico, testicular e caracteristicas espermdticas de camundongos da

linhagem Swiss nos periodos peripuberal (44-49 dias) e pos-puberal (110-120 dias)

Periodo
Caracteristica (médial |E.P.M.) Peripuberal Pos-puberal
Peso do animal (g) 38,01%x1.24* 43.43+1.75"
cv 9,80% 13.93%
Testiculo direito (g) 2,13+0,01* 0,130,017
Cv 11,86% 16.82%
Testiculo esquerdo (g) 0,1340,00° 0.13£0,01"
CV 7.81% 17,63%
Moatilidade espermatica (%) 16,1146 86° 41,50£8.42*
CV 127,75% 70,26%
Animais apresentando motilidade44,44%" 100.00%"
espermatica
Vigor espermatico 1.,28+0,53° 2.404+0.30"
CcV 125,45% 43.70%

“» Médias seguidas de letras diferentes. na mesma linha, diferem (P<0.03)

Nas duas linhagens, houve um aumento (P<0,05) no peso corporal. Na linhagem Swiss.
contudo. ndo houve um aumento correspondente no peso das gdnadas, sugerindo que no periodo
avaliado (40 a 50 dias) o desenvolvimento morfoldgico das gonadas ja estava completo. Esta
observagdo sugerir o estabelecimento precoce da puberdade, contrariando estudos anteriores
(FRANCO, 2006).

Apesar da diferenca numérica nos pardmetros espermaticos, sugestiva de uma maturagao
funcional do érgao no periodo, também ndo se observou diferenga (P>0,05) para motilidade e vigor.
Contudo, observa-se que estes parametros apresentam um alto coeficiente de variagdo, superior a
100% no periodo peri-puberal. Esta observagido pode ser devida ao fato de que, no periodo avaliado
(44 a 49 dias), alguns animais poderiam estar em estadios mais adiantados da puberdade que outros.
uma vez que o CV diminuiu no periodo pos-puberal.

Na linhagem CS57BL6 avaliada, a relagdo entre desenvolvimento somatico, gonadal ¢ da

motilidade espermatica foi mais clara, com aumento de todos os pardmetros entre os peridodos peri
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¢ pos-puberal. Apenas o vigor apresentou um aumento numérico, ndo significativo. Da mesma
forma, os coeficientes de variagdo para os pardmetros espermaticos foram inferiores aos observados
na linhagem Swiss, ainda que elevados. Na linhagem CS7BL6, os periodos escolhidos
caracterizaram melhor a progressio da puberdade. De fato, a maturidade sexual seria por volta dos

60 dias em Mus musculus (SANTOS, 2002).

Tabela 2: Desenvolvimento somatico, testicular e caracteristicas espermaticas de camundongos da

linhagem CS7BL/6 nos periodos peripuberal (44-49 dias) e pos-puberal (110-120 dias)

Periodo
Caracteristica (imédiatl.P.M.) Peripuberal Pés-puberal
Peso (g) 20,66+1.37* 27,83+1,02°
cv 16.19% 9,73%
Testiculo direito (g) 0.09+0.01* 0.10+0.00"
Ccv 15,05% 7.35%
Testiculo esquerdo (g) 0,08+0.01° 0.1040.00"
cv 17,68% 8.16%
Motilidade espermartica (%) 12,504+4,23* 25.71£8.20"
CvV 82,95% 84.33%
Vigor espermatico 1,754+0.44* 2,29+0,42°
Cv 61,94% 48,68%

*"Medias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0,05)

As caracteristicas microscopicas dos testiculos de camundongos das linhagens Swiss e
C37BL6 estdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4. Foram avaliados o nimero de tibulos seminiferos
por drea (mm”), a drea da se¢do transversal dos tibulos (mm?) e o niimero de células germinativas
por se¢do transversal, para cada um dos periodos avaliados

Apesar do menor coeficiente de variagdo dos pardmetros morfolégicos. quando comparados
aos espermaticos. observou-se aumentos apenas numéricos (P>0,05) nos valores obtidos entre os
periodos peri e pos-puberal para ambas as linhagens. O aumento na espermatogénese pode estar
mais relacionado ao aumento testicular, conforme observado na linhagem C37BL6. do que ao
aumento no didmetro dos tubulos seminiferos. De fato, nesta linhagem observou-se até uma discreta
reduglo na drea média dos tibulos no periodo pds-puberal. A possibilidade de retracio tecidual
apos o processamento histolégico. contudo, limita as conclusdes possiveis.
la o namero de células germinativas por segio transversal dos tibulos seminiferos. indicador da
progressiio da espermatogénese ¢ espermiogénese, apresentou uma tendéncia mais consistente de
progressdo nas duas linhagens., mesmo ndio se observando diferenga significativa. De fato, a

passagem do animal para fase de maturidade sexual é caracterizada pelo aumento das células de



linhagem germinativa, ciclo do epitélio seminifero e onda espermdtica (MARTINS & SILVA.
2005).

Tabela 3 - Caracteristicas microscdpicas dos testiculos de camundongos da linhagem Swiss nos

periodos peri ¢ pos-puberal.

Periodo
Caracteristica (meédiatk.P.M.) Peripuberal Pés-puberal
NL’Hﬂ@l'U de tabulos seminiferos/mm? 29 29
Area dos tibulos seminiferos (mm?) 0.0254+0,0058*  0.0304+0.,0118?
cv 16,73% 41.93%
Numero de células / se¢fio transversal dos tabulos  300.8+107.3° 344 8+192 8"
CV 14,85% 33.40%

“ Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0.05)

Tabela 4 - Caracteristicas microscépicas dos testiculos de camundongos da linhagem

C57BL6 nos periodos peri e pds-puberal

Periodo
Caracteristica (imédiazE.P.M.) Peripuberal Pés-puberal
Namero de tabulos seminiferos/mm? 31 32
Arca dos tibulos seminiferos (mm?) 0,0250+0,0042* 0.0226+0,0095°
CvV 27.72% 38.75%
Numero de células / se¢do transversal dos tdbulos 2232433 22 254,4£85.0°
CcV 35,66% 55.91%

** Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem (P<0,05).

Os dados observados permitiram verificar na linhagem CS7BLG6 uma progressio dos
pardmetros reprodutivos na transigdo do periodo de 60 a 120 dias de idade. associada o
desenvolvimento somatico. Observa-se uma grande varidncia nas caracteristicas reprodutivas
associadas ao estabelecimento da puberdade em camundongos, mesmo em linhagens endogamicas,
O que sugere a importancia dos efeitos de ambiente sobre o estabelecimento destas caracteristicas e

dificulta o estabelecimento de valores médios para estes parimetros.
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