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RESUMO

CALDEIRA, Bianca Cabral, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2007.
Analise morfofuncional do testiculo e do processo espermatogénico do
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766) adulto. Orientador:
Tarcizio Antbnio Régo de Paula. Co-orientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta e
Claudio César Fonseca.

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), conhecido como graxaim, raposa-
caranguejeira, lobinho, lobete e graxaim-do-mato, pertence a ordem Carnivora e
familia Canidae, sendo encontrado na maior parte do territério brasileiro. Este
animal ndo figura na lista de animais ameacados de extincdo do IBAMA (Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, 2007) e
embora relativamente abundante, pouco é conhecido sobre sua biologia social e
morfofisioldgica, em especial quanto aos fundamentos béasicos da sua fisiologia
reprodutiva. O estudo de aspectos basicos da reproducdo, em especial o
processo espermatogénico, torna-se relevante para fornecer informacdes para o
desenvolvimento de tecnologias de reproducdo assistida. A analise quantitativa da
espermatogénese pode ser utilizada no estabelecimento de padrdes cinéticos,
como a divisdo e renovacao de espermatogbnias. Permite ainda estimar o
coeficiente de eficiéncia do processo espermatogénico e quantificar a populacao
das células germinativas e suas relacdes com a populacédo das células de Sertoli
em varias etapas do desenvolvimento ao longo do processo espermatogénico. O
presente trabalho se propds a definir alguns parametros volumétricos testiculares
e correlacionar os dados de morfometria testicular e do tubulo seminifero a massa
corporal, além de caracterizar e classificar o espaco intertubular do cachorro-do-
mato. Foram utilizados seis cachorros-do-mato adultos, provenientes do Centro
de Triagem de Animais Silvestres CETAS-UFV. Para a coleta das amostras foi
realizada a biopsia testicular, que é uma metodologia eletiva para a coleta de
material para o estudo da fisiologia e patologias reprodutivas em animais
domésticos e selvagens, uma vez que fornece material suficiente para analise
histologica, n&o apresentando quaisquer alteracdes sobre o processo
espermatogénico em longo prazo. No presente trabalho, o peso corporal médio
dos cachorros-do-mato foi de 6,53 Kg, dos quais cerca de 0,068% estao alocados

em massa testicular e 0,042% especificamente em tubulos seminiferos, que
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representaram cerca de 87,5% do parénquima testicular .A albuginea testicular
representou cerca de 12,5% da massa testicular. O didmetro médio dos tubulos
seminiferos foi de 236 um, e a espessura média do epitélio seminifero foi de
aproximadamente 62,9 um, apresentando 18 metros de tubulo seminifero por
grama de testiculo. Com relacdo ao parénquima testicular, 3,88% € ocupado por
células de Leydig, 7,95% por tecido conjuntivo, 0,12% por vasos linfaticos e
0,72% por vasos sanguineos. O volume médio da célula de Leydig foi de 1149
um?® e o seu diametro nuclear médio foi de 8,01 um. Em cachorros-do-mato, as
células de Leydig ocupam em meédia 0,0022% do peso corporal, com o numero
médio dessas células de 31 milh6es por grama de testiculo, que esta dentro da

amplitude descrita para a maioria dos mamiferos, entre 20 e 40 milhdes.



ABSTRACT

CALDEIRA, Bianca Cabral, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July of 2007.
Morphophunctional assessments of testis and spermatogenic process of
adult crab eating fox (Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766). Adviser: Tarcizio
Anténio Régo de Paula. Co-Advisers: Sérgio Luis Pinto da Matta and Claudio
César Fonseca.

The crab-eating fox (Cerdocyon thous), known as graxaim, lobinho, etc.
belongs to the order Carnivora and family Canidae, being found at the most part of
Brazil. This animal does not figure in the list of IBAMA'’s (Brazilian Institute of
Environment and Renewable Natural Resources, 2007) threatened animals of
extinguishing and even relatively abundant, little is known about its social,
morphological and physiological biology, in special those related with the basic
fundamentals of its reproductive physiology. The study of basic aspects of
reproduction, in special the spermatogenic process, is relevant to provide
informations for the development of technologies in attended reproduction. The
guantitative analysis of spermatogenesis can be used to establish kinetic patterns
of division and renewal of spermatogonias. It allows estimate the efficiency of the
spermatogenic process, the quantification of germ cells population and its
relationship with the Sertoli cells population, in some stages of the spermatogenic
process development. The present work defines some testicular volumetric
parameters and correlates the morphometry of testis and seminiferous tubule data
with corporal weight. It also characterizes and classifies the intertubular space of
crab-eating fox. In this way, it had been used six adults crab-eating fox, from the
Wild Animals Selection Center (CETAS-UFV). To collect samples was chosen the
testis biopsy, which is an appropriate methodology for sample collection for the
study of the physiologic and reproductive pathologies in domestic and wild
animals, as it provides sufficient material for histological analysis, not presenting
any alteration in long term spermatogenic process. In this work, the average body
weight of the crab-eating fox was 6.53 kg, of which 0.068% are allocated in
testicular mass and 0.042% specifically in seminiferous tubules, which
represented 87.5% of testicular parenchyma. The testicular albuginea represented
12.5% of testicular mass. The average diameter of seminiferous tubules was 236

um, the average epithelium thickness was 629 um, with 18 meters of seminiferous



tubule per gram of testis. In relation to the testicular parenchyma, 3.88% is
occupied by Leydig cells, 7.95% by conjunctive tissue, 0.12% by lymphatic vessels
and 0.72% by blood vessels. The average volume of Leydig cell was 1149 um?®
and the average nuclear diameter was 8.01 um. In crab-eating fox the Leydig cells
are on average 0.0022% of body weight and its average number per gram of testis
(31 million) is within the expected for mammalians, between 20 and 40 million.
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1 - INTRODUCAO

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), conhecido como graxaim, raposa-
caranguejeira, lobinho, lobete e graxaim-do-mato, pertence a ordem Carnivora e
familia Canidae, sendo encontrado na Colémbia, Venezuela, Guiana Francesa,
Suriname, Leste do Peru, Leste da Bolivia, Paraguai, Uruguai, norte da Argentina
e na maior parte do Brasil (FOWLER, 2001). Ocupa principalmente os biomas do
Cerrado, Caatinga, Pantanal, Mata Atlantica e Campos Sulinos, utilizando bordas
de matas além de areas alteradas e habitadas pelo homem (FONSECA et al.,
1996). Apesar da maior parte da literatura sobre a espécie ndo considerar sua
ocorréncia na bacia amazonica, recentemente foi registrado no norte do Mato
Grosso, regido sul da Floresta Amazbnica, em areas de floresta impactada por
desmatamentos (MICHALSHI & PERES, 2005).

Com a fragmentacdo das matas, diminuicdo de presas e aumento na
disponibilidade de animais domésticos em areas agricolas, alguns carnivoros
passam a utilizar desse novo recurso alimentar entrando em conflito com os
proprietarios rurais e mesmo na periferia de cidades. E possivel a visualizacdo de
cachorros-do-mato como animais sinantrOpicos, sobrevivendo de restos
alimentares no periodo noturno em cidades e estradas, o que gera uma grande
ocorréncia de atropelamentos (CASELLA et al., 2006).

Atualmente, a extin¢do de algumas espécies de plantas e animais tem sido
associada a diversas causas, sendo o processo de selecdo natural das diferentes
espécies e a interferéncia humana as mais implicadas. O cachorro-do-mato néo
figura na lista de animais ameacados de extingdo do IBAMA (Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, 2007) e embora
relativamente abundantes, pouco € conhecido sobre sua biologia social e
morfofisioldégica. As espécies que conseguem escapar dos riscos de extingao
ainda podem estar sujeitas aos efeitos da endogamia que ocasiona normalmente
baixa eficiéncia reprodutiva (WILDT et al., 1987). Poucas informacdes sobre o
cachorro-do-mato sdo obtidas na literatura, em especial quanto aos fundamentos
basicos da fisiologia reprodutiva. Em outras espécies de carnivoros silvestres da
fauna brasileira, trabalhos detalhados sobre o processo espermatogénico foram

desenvolvidos, como na jaguatirica (SARTI, 2006), onca pintada (AZEVEDO et



al., 2006), na onca parda (GUIAO- LEITE et al., 2006), e no lobo-guara
(BITTENCOURT et al., 2007).

Uma grande dificuldade encontrada pelos pesquisadores que trabalham
com animais silvestres reside nas restricbes de acesso aos espécimes de vida
livre e cativeiro, fazendo com que o numero reduzido de individuos dificulte a
obtencdo de informagbes estatisticamente significativas. O estudo de aspectos
basicos da reproducdo, em especial o processo espermatogénico € importante
para fornecer informagdes que auxiliem no desenvolvimento de tecnologias em
reproducao assistida (WILDT, 1989).

Segundo CASTRO et al. (1997), a analise quantitativa da
espermatogénese, pode ser utilizada no estabelecimento de padrdes cinéticos,
como a divisdo e renovacdo de espermatogonias e permitem ainda estimar o
coeficiente de eficiéncia do processo espermatogénico, a quantificacdo da
populacdo das células germinativas e suas relacées com a populagéo das células
de Sertoli, em véarias etapas do desenvolvimento ao longo do processo
espermatogénico.

Neste sentido o estudo do processo espermatogénico do cachorro-do-mato
permitira o estabelecimento de padrdes qualitativos e quantitativos espécie-

especificos, importantes na definicdo de protocolos de reproducgéo assistida.



2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 - O cachorro-do-mato

Os representantes atuais da familia Canidae sdo tradicionalmente
agrupados em trés subfamilias: a) subfamilia Caninae, com os géneros Canis,
Alopex, Vulpes, Fennecus, Urocyon, Nyctereutes, Dusicyon, Cerdocyon,
Atelocynus e Chrysocyon; b) subfamilia Simocyoninae, com os géneros Speothos,
Cuon e Lycaon; e c) subfamilia Otocyoninae, com o género Otocyon (FOWLER,
2001).

Canideos sao principalmente carnivoros, mas a maioria das espécies
neotropicais tem habitos onivoros, usando grande variedade de ecossistemas.
Assim, adaptam-se a condi¢cfes climaticas extremas, desde desertos quentes a
regiBes geladas do Artico e de zonas alpinas de montanhas elevadas (FOWLER,
2001). A abundéancia do Cerdocyon thous, (Figura 1), € favorecida pela grande
adaptabilidade, principalmente do seu habito alimentar, que inclui desde insetos,
roedores, répteis, passaros, caranguejos de rios, ovos e até frutas (BISBAL &
OJASTI 1980).

Figura 1 — Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous).

A Figura 2 representa a distribuicdo de Cerdocyon thous na América do

Sul. No Brasil ocupa principalmente os biomas do Cerrado, Caatinga, Pantanal,



Mata Atlantica e Campos Sulinos, utilizando bordas de matas além de éareas
alteradas e habitadas pelo homem (FONSECA et al., 1996). Cerdocyon thous é
citado no apéndice Il da CITES (Conservation on International Trade in
Endangered Species, 2007) que o classifica como fora da lista de animais em
extincdo. Segundo VIEIRA (1996), a morte de individuos de cachorro-do-mato por
atropelamento ocorre em quantidade consideravel, e possivelmente contribui para

grandes impactos populacionais nesta espécie.

el ) TR

Figura 2 - Distribuicdo de Cerdocyon thous na América do Sul (Berta, 1982).

Esses animais também sdo conhecidos como graxaim, raposa-
caranguejeira, lobinho, lobete etc. Seu peso pode variar entre 5 e 8 kg, possui 65
cm de comprimento e cauda com cerca de 30 cm. Sua pelagem pode variar de
cinza a castanho, com faixa de pélos pretos da nuca até a ponta da cauda. Na
idade adulta, estes animais formam casais e a fémea é capaz de produzir duas
ninhadas anualmente, com a gestacdo de duracdo de cerca de 55 dias. A média
de filhotes é de 3 a 6, que nascem com 120 a 160 gramas cada e permanecem
com o casal até 5 a 8 meses de idade (BRADY, 1979), podendo permanecer no
territorio dos pais nos seus primeiros anos de vida (MACDONALD & COURTENA,
1996).



2.2 - Os testiculos

O testiculo dos mamiferos € um 6rgdo oval ou arredondado geralmente
localizado fora da cavidade abdominal, em uma prega cutanea denominada
escroto. Esta localizacdo testicular € importante na maioria das espécies de
mamiferos devido a necessidade de uma temperatura inferior a temperatura
abdominal, para a manutencdo das funcbes testiculares (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2005).

Os testiculos apresentam tanto funcdo enddcrina quanto exdcrina, ambas
governadas pelos horménios gonadotroficos hipofisarios. O horménio foliculo
estimulante (FSH) esta diretamente relacionado com o inicio e manutencdo da
atividade gametogénica dos tabulos seminiferos. O hormdnio luteinizante (LH)
controla a atividade enddcrina das células de Leydig, as quais produzem a
testosterona, que além de dar suporte a atividade gametogénica, é responsavel
pelos caracteres sexuais secundarios no macho adulto (ASHDOWN &
HANCOCK, 1988).

De acordo com alguns autores, ha correlagdo positiva entre o peso
testicular e a producéo espermatica (AMANN, 1970; OLAR et al., 1983; FRANCA
& RUSSELL, 1998). Porém, o tamanho testicular ndo acompanha
proporcionalmente o tamanho corporal, ou seja, o investimento somatico em
massa gonadal é maior em animais de pequeno porte em relacdo aqueles de
maior porte corporal (KENAGY & TROMBULAK, 1986). A quantidade de
espermatozoides produzidos é sempre muito maior que 0 himero necessario para
a fecundacdo, e o fato de o tamanho do testiculo ndo necessariamente
acompanhar o tamanho corporal € um contribuinte para a economia energética
uma vez que animais de grande porte produziriam quantidades excessivamente
altas de espermatozoides (PAULA, 1999).

A espermatogénese € um processo sincronico e regular de diferenciacdo e
divisdo celular, pelo qual uma espermatogbnia-tronco gradativamente se
diferencia numa célula haploide altamente especializada, o espermatozoéide
(JOHNSON, 1991; FRANCA & RUSSELL, 1998). Esta diferenciacdo complexa e
organizada envolve trés fases, baseando-se em consideracfes morfologicas e
funcionais: (1) a fase proliferativa (espermatogonial) na qual as células sofrem

rapidas e sucessivas divisbes mitoticas; (2) fase meiotica (espermatdécitos), na



qual o material genético é duplicado e passa por recombinacdo genética; e (3)
fase de diferenciacdo ou espermatogénica (espermatides), na qual as
espermétides  sofrem  intensas  modificagbes, transformando-se em
espermatozoides. E um processo continuo em que cada fase é caracterizada por
mudancas morfologicas e bioquimicas dos componentes do citoplasma e do
nucleo (COUROT et al., 1970).

2.2.1 Compartimento tubular e as células de sustentacéo

O tdbulo seminifero apresenta grande variacdo na densidade volumétrica
no testiculo entre as diferentes espécies. Apesar disso, € geralmente o
componente mais abundante do parénquima testicular (FRANCA & RUSSELL,
1998). Parametros quantitativos diretamente relacionados com o tdbulo
seminifero, como diametro tubular, espessura do epitélio seminifero e
comprimento total de tubulos seminiferos, apresentam relacdo positiva com a
atividade espermatogénica, fornecendo informacdes para o estabelecimento da
mesma, em uma dada espécie (FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).

O epitélio seminifero compde-se de quatro camadas de geracdes distintas
de células germinativas. Na camada basal do epitélio seminifero observam-se
espermatogobnias e espermatdcitos primarios iniciais; nas camadas intermediarias
observam-se geracbes de espermatdcitos primarios mais desenvolvidos e
espermatécitos secundarios; e na camada adluminal, espermétides, sustentadas
por uma célula soméatica denominada célula de Sertoli (RUSSELL et al., 1990).
Estas desempenham papel fundamental na regulacdo da espermatogénese
(RUSSELL & GRISWOLD, 1993), realizando a mediacdo da acdo do FSH e da
testosterona no processo esperméatico. Dentre outras funcdes, a célula de Sertoli
destaca-se no suporte e nutricdo das células germinativas em desenvolvimento,
na compartimentalizacdo do epitélio seminifero, na liberacdo de espermatozoides
no lume tubular, na secrec¢édo de fluidos e na fagocitose de células germinativas
em degeneracao e do excesso de citoplasma das espermatides em espermiacao
(FRANCA & RUSSELL, 1998).



2.2.2 Compartimento intertubular e as células de Leydig

Preenchendo o espaco entre os tubulos seminiferos, encontram-se tecido
conjuntivo, nervos, vasos sanguineos e linfaticos, porém o principal componente
celular deste compartimento é a célula de Leydig (HOOKER, 1970), cuja forma
varia de irregular a poliédrica.

As células de Leydig iniciam a secrecao de testosterona ainda na vida fetal,
para a diferenciacdo embriolégica dos 6rgdos genitais masculinos. Porém é
durante a puberdade que as células intersticiais de Leydig tornam-se mais
evidentes e funcionais. A densidade populacional das células de Leydig pode
variar entre individuos de espécies diferentes e mesmo entre individuos da
mesma espécie. Dentre os inuameros fatores que podem influenciar na sua
quantidade por animal, estdo a quantidade de LH disponivel, o numero de
receptores de LH por células, a quantidade de testosterona que a célula de Leydig
€ capaz de secretar por uma unidade de tempo, a velocidade pela qual a
testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sanglineos e fluidos
seminais, o volume sangliineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona
(RUSSELL et al., 1994; RUSSELL, 1996).

Estudos correlacionando a estrutura e a funcéo das células de Leydig, em
varias espécies de mamiferos, mostraram que variagbes na secre¢do de
testosterona resultam mais da capacidade individual desta célula em secretar este
horménio do que de diferencas do volume total das mesmas no testiculo (EWING
et al.,, 1979). Esta capacidade esta altamente associada com a quantidade de
reticulo endoplasmaético liso presente na célula de Leydig (ZIRKIN et al., 1980).
Neste sentido, COSTA et al., 2006 observaram que 0s niveis séricos de
testosterona em capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), apresentaram correlagcéo
positiva e significativa com o volume individual de células de Leydig e ndo com a

sua proporc¢dao total ou o nimero das mesmas por testiculo.
2.3 - A biépsia testicular

A biopsia incisional testicular € um procedimento bastante Gtil na
verificacdo do processo espermatogénico em animais e humanos para
diagnostico de patologias relacionadas a infertilidade, determinando seguramente

alteracdes patologicas mais comuns, como a aplasia de células germinativas, a



hipoespermatogénese, 0 hipogonadotropismo, condicbes inflamatérias e
neoplasias (LOPATE et al., 1989).

As possiveis complicacdes da bidpsia testicular sdo os danos ao
parénquima devido ao ato cirargico, que pode interromper a espermatogénese
localmente, podendo induzir a formacao de anticorpos antiespermatozoéides, mas
nao o suficiente para interferir na producdo e na motilidade destes de forma
negativa (ATTIA et al., 2000). Estudos recentes sobre os efeitos da bidpsia
testicular em mamiferos e aves demonstraram que a reducdo da producdo de
espermatozoides ndo ocorre, ou € apenas transitéria, nao interferindo na
capacidade reprodutiva dos animais (ATTIA et al., 2000; CROSTA et al., 2002;
CROSTA et al., 2003;).

MASCARENHAS et al., (2006) afirmaram que, a bidpsia testicular incisional
unilateral em cées sem raca definida (SRD) nao revelou quaisquer alteracbes
sobre a populacao celular, o rendimento intrinseco do processo espermatogénico
e os indices de células de Sertoli, seja no testiculo biopsiado, seja no testiculo
contralateral apés um periodo de 60 dias. A bidpsia testicular € uma metodologia
eletiva para a coleta de material para o estudo da fisiologia e patologias
reprodutivas em animais domeésticos e selvagens, uma vez que fornece material
suficiente para andlise histologica (LOPATE et al., 1989; THRELFALL & LOPATE,
1993; ATTIA et al., 2000; CROSTA et al., 2002; CROSTA et al., 2003; AZEVEDO
et al., 2006; MASCARENHAS et al., 2006; GUIAO-LEITE et al., 2006;
BITTENCOURT et al., 2007).
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3 - MORFOMETRIA TESTICULAR E DE TUBULOS SEMINIFEROS DO
CACHORRO-DO-MATO (Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766) ADULTO

Resumo

Os parametros de biometria corporal e testicular sdo de grande importancia
no estabelecimento dos padrbes reprodutivos e, consequentemente, no
desenvolvimento de protocolos para a reproducdo assistida nas diferentes
espécies. Uma correlacdo direta entre o peso do testiculo e a populacdo
espermatica € observada nas diferentes espécies ja estudadas, uma vez que o
tamanho do testiculo reflete principalmente o volume total do tubulo seminifero,
seu principal componente. O presente trabalho tem como objetivos definir
parametros volumétricos testiculares e correlacionar os dados de morfometria
testicular e do tubulo seminifero a massa corporal em seis cachorros-do-mato
adultos. O peso corporal médio dos cachorros-do-mato do presente experimento
foi de 6,53 Kg, dos quais cerca de 0,068% sao alocados em massa testicular e
0,042% especificamente em tdbulos seminiferos, que representam 87,5% do
parénquima testicular. A albuginea testicular representa 12,5% da massa
testicular. O diametro médio dos tubulos seminiferos em cachorro-do-mato foi de
236 um, e a espessura média do epitélio seminifero foi de 62,9 um, apresentando

cerca de 18 metros de tubulo seminifero por grama de testiculo.

Palavras-chave: testiculo, tubulo seminifero, cachorro-do-mato, Cerdocyon

thous, indice gonadossomatico.
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Abstract

The body and testis biometric parameters are very important to establish
the reproductive patterns and the development of protocols for assisted
reproduction in different species. The relationship between testis weight and
spermatic population was observed in different species already studied, because
the testis size is proportional to the volume of the seminiferous tubules, its main
component. The aims of this work were define some testis volumetric parameters
and correlate the data of testis and seminiferous tubule morphometry with the
body weight in six adults crab-eating fox. The average body weight in this work
was 6.53 kg, of which 0.068% was allocated in testis mass and 0.042%
specifically in seminiferous tubule. The testis albuginea represented 12.5% of the
testis mass. The seminiferous tubules represented 87.5% of the testis
parenchyma. The average diameter of seminiferous tubule in crab-eating fox was
236 um, and the seminiferous epithelium average thickness was 62.9 um. The

crab-eating fox had about 18 meters of seminiferous tubule per gram of testis.

Key words: testis, seminiferous tubule, crab-eating fox, Cerdocyon thous,

gonadosomatic index.
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3.1 - Introducéo

Cerdocyon thous, conhecido como cachorro-do-mato, raposa-
caranguejeira, lobinho, lobete e graxaim-do-mato, pode ser encontrado na
Coldombia, Venezuela, Guiana Francesa, Suriname, Leste do Peru, Leste da
Bolivia, Paraguai, Uruguai, norte da Argentina e na maior parte do Brasil
(FOWLER, 2001). Ocupa principalmente os biomas do Cerrado, Caatinga,
Pantanal, Mata Atlantica e Campos Sulinos utilizando bordas de matas, além de
areas alteradas e habitadas pelo homem (FONSECA et al., 1996). A abundéancia
do Cerdocyon thous é devida, em parte, ao seu habito alimentar. E uma espécie
onivora, cuja dieta inclui desde insetos, roedores, répteis, passaros, caranguejos
de rios, ovos e frutos (BISBAL & OJASTI, 1980). Devido ao alto consumo de frutos
0os exemplares desta espécie podem agir como dispersores de sementes
(ROCHA et al., 2004).

O cachorro-do-mato é listado no apéndice Il da CITES (Conservation on
International Trade in Endangered Species, 2007). Apresenta grande ocorréncia
na natureza e é tido como espécie de menor preocupacdo quanto ao risco de
extincdo. Porém, segundo VIEIRA (1996), a morte de individuos de cachorro-do-
mato por atropelamento ocorre em quantidade consideravel e possivelmente
contribui para grandes impactos populacionais nesta espécie.

Com relacdo aos aspectos reprodutivos, ha correlacdo positiva entre o
peso testicular e a producdo espermatica (AMANN, 1970; OLAR et al., 1983;
FRANCA & RUSSELL, 1998). Porém, o tamanho testicular ndo acompanha
proporcionalmente o tamanho corporal, ou seja, o investimento somatico em
massa gonadal é maior em animais de pequeno porte em relacdo aqueles de
maior porte corporal (KENAGY & TROMBULAK, 1986). A quantidade de
espermatozoides produzidos é sempre muito maior que o himero necessario para
a fecundacdo, e o fato de o tamanho do testiculo ndo necessariamente
acompanhar o tamanho corporal € um contribuinte para a economia energética
uma vez que animais de grande porte produziriam guantidades excessivamente
altas de espermatozoides (PAULA, 1999).

Segundo KENAGY & TROMBULAK (1986), o tamanho relativo dos
testiculos pode fornecer informacfes quanto a fisiologia reprodutiva e até mesmo
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quanto ao seu sistema de acasalamento. Assim, o tamanho testicular esta
diretamente relacionado ao comportamento reprodutivo, uma vez que animais
com comportamentos monogamicos e poligamicos apresentam menor indice
gonadossomatico em relacdo as espécies com comportamentos promiscuos ou
poliandricos. No primeiro caso, o0 pequeno investimento testicular € reflexo da
formacao de casais ou haréns onde um Unico macho é responsavel pela copula.
Ja entre 0s animais promiscuos ou poliandricos, varios machos tém acesso a
cOpula com a mesma fémea, sendo mais aptos a paternidade aqueles animais
com destacada producdo espermatica e, conseqientemente, maior tamanho
testicular.

Com relagéo ao parénquima testicular, o tubulo seminifero é geralmente o
componente mais abundante. Todos os parametros quantitativos relacionados
com tubulo seminifero, como diametro tubular, espessura do epitélio seminifero e
o comprimento total e por grama de testiculo, apresentam uma relacdo positiva
com a atividade espermatogénica (FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).
Desta forma, a mensuracao tubular € a abordagem geralmente utilizada como
indicador da atividade espermatogénica em investigacdes envolvendo a funcao
testicular (NAVARRO et al., 2004; SOUZA et al., 2005; SILVA Jr et al., 2006;
MASCARENHAS et al., 2006).

Assim, o estudo da morfofisiologia testicular e da biometria corporal em
animais silvestres permite o0 estabelecimento de padrbes fisiologicos e
comportamentais, importantes para o conhecimento de particularidades sobre a
biologia reprodutiva das diferentes espécies, com as quais € possivel o
desenvolvimento de protocolos visando a reproducdo assistida. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi estabelecer alguns parametros volumétricos do
testiculo e correlacionar dados de morfometria testicular e do tabulo seminifero
com a massa corporal em cachorros-do-mato (Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766)
adultos.

3.2 - Material e métodos

Foram coletados fragmentos de testiculo de seis cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766) adultos. Estes animais sdo rotineiramente

encontrados atropelados em rodovias circunvizinhas e, casuisticamente, s&o
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encaminhados ao Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade
Federal de Vigcosa (CETAS-UFV). Os animais que sobrevivem aos traumas do
atropelamento sdo reabilitados e quando possivel soltos proximo as areas de
ocorréncia. Os procedimentos adotados na metodologia deste estudo foram
aprovados pela Comissdo de FEtica do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vicosa-UFV, através do processo N°. 65/2007. Devido
ao fato da licenca de pesquisa ter sido solicitada junto ao IBAMA-MG e o 6rgdo
ter demorado mais de 60 dias para dar parecer sobre o pedido da autorizacao, a
pesquisa foi considerada de “carater precario”, segundo a legislacdo ambiental
em vigor (Portaria IBAMA nimero 332, de 13 de marco de 1990, Art. 5° paragrafo
anico).

Dois animais foram recuperados e submetidos a anestesia geral, pelo uso
de dardos anestésicos, com a utilizacdo da associacao tiletamina/zolazepan, na
dose de 10 mg/kg. Todo o procedimento foi monitorado, aferindo-se a
temperatura, 0s movimentos respiratérios e 0s batimentos cardiacos em
intervalos de 10 minutos. Os animais foram entdo pesados e ambos os testiculos
mensurados quanto a largura, espessura e comprimento, utilizando-se
paquimetro digital.

Para a determinacédo do volume testicular, utilizou-se a formula 4/3n ABC,
onde A= metade da largura, B= metade da espessura e C= metade do
comprimento (MOREIRA, 1995; GUIAO-LEITE et al., 2006; SARTI, 2006;
MASCARENHAS et al., 2006; BITTENCOURT et al., 2007; BARROS et al., 2007).
O volume testicular foi diretamente convertido em gramas, visto que a densidade
volumétrica do testiculo de mamiferos € muito préxima a um (JOHNSON et al.,
1981; PAULA, 1999). Inferindo-se o peso corporal ao peso de ambos os
testiculos, foi calculado o indice gonadossomatico (IGS), que representa o
percentual de massa corporal alocado em testiculos.

Apos a tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada e, com
0 uso de um bisturi circular de 4 mm de diametro, foi obtido um fragmento da
regido média do testiculo direito ou esquerdo. A lesdo foi suturada em planos
distintos, com fio sintético absorvivel, sendo na pele utilizada sutura intradérmica
com as extremidades embutidas. Como tratamento pds-operatdrio, cada animal

recebeu agentes antiflogisticos e antibidticos.
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Os animais que vieram a Obito durante o internamento, foram pesados e
deles removidos os testiculos, que foram mensurados segundo metodologia
citada e recolhidos fragmentos de sua regido média.

Os fragmentos foram imediatamente imerso em fixador Karnovsky
(paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4% em tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,4) a
temperatura ambiente, por no minimo duas horas, sendo posteriormente
armazenado sob refrigeracdo no mesmo tampé&o.

Estes foram processados para estudos em microscopio de luz, sendo
desidratados em bateria com concentracfes crescentes de alcool etilico (70%,
80%, 90% e 100% GL), com trocas a cada trinta minutos, com posterior infiltracdo
de resina plastica (Historesin® Leica) em dois banhos e incluidos na mesma
resina com adicdo de endurecedor. Apés inclusao dos fragmentos, estes foram
devidamente identificados e mantidos em frascos contendo silica gel até ficarem
completamente secos. Os fragmentos foram posicionados de modo a oferecer
uma seccdo transversal da albuginea testicular. Foram obtidos cortes
histologicos, com 3 um de espessura, de modo sequencial quando possivel,
utilizando-se micrétomo rotativo (Leica RM2155) dotado de navalha de vidro. Os
cortes foram corados com azul de toluidina/ borato de sodio 1% por um minuto. O
procedimento histolégico foi realizado no Laboratério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV.

Utilizando-se ocular micrométrica, em aumento de 20 vezes ao microscopio
de luz, a espessura média da albuginea testicular foi obtida a partir de 20 seccdes
transversais, em cada animal. O volume da albuginea testicular foi obtido pela
diferenca entre o volume testicular total e o volume do parénquima testicular. Este
ultimo foi calculado também por meio da férmula do volume da elipse, utilizando a
diferenca entre as dimensdes testiculares e a espessura da albuginea. Quando
possivel, a albuginea testicular foi dissecada e sua espessura mensurada por
meio de paquimetro digital com precisdo centesimal de milimetro, e os dados
obtidos ndo apresentaram diferenca significativa dos valores obtidos pela
mensuracdo com o uso de microscopio de luz.

Para o calculo da proporcao volumétrica ocupada pelos tubulos seminiferos
e espaco intertubular, foram obtidas dez imagens histolégicas aleatdrias por meio
de fotomicroscépio, com aumento de 200 vezes. Uma graticula composta de 400
interseccdes foi aplicada sobre as imagens. As intersec¢des foram computadas
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como pontos coincidentes ao tubulo seminifero e ao espaco intertubular. Com a
proporcao volumeétrica do tubulo seminifero e do espaco intertubular, foi possivel
o calculo do volume total destes componentes testiculares.

O diametro médio dos tubulos seminiferos foi obtido por meio de medidas
de 20 seccdes transversais de tubulos, de contorno o mais circular possivel, para
cada um dos animais. As medidas foram feitas com o auxilio de ocular
micrométrica e objetiva de 20X em microscépio de luz. Na mesma seccdo em que
se obteve o didmetro tubular, mediu-se também a altura do epitélio seminifero,
desde a membrana basal até a borda luminal. O comprimento do tubulo
seminifero foi calculado com base na férmula do volume de um cilindro, onde seu
comprimento representa o volume dividido pela area da base. Assim, o volume
total de tubulos seminiferos dividido pelo valor calculado da &rea de sua secc¢éo
transversal, corresponde ao comprimento total de tubulos seminiferos por
testiculo, o qual pode ser também convertido em metros por grama de testiculo.

Sobre o valor calculado para o indice gonadossomatico, foi inferido o
percentual ocupado pelo tabulo seminifero, para a estimativa do percentual do
peso corporal alocado em tubulos seminiferos, ou seja, o indice tubulossomatico
(ITS).

Os dados foram analisados quanto a média, desvio padrdo e em alguns
casos coeficiente de variacdo, segundo funcédo estatistica do programa Microsoft
Office Excel 2003.

3.3 - Resultados e discusséao

O peso corporal médio dos animais estudados foi de 6,53 kg (Tabela 1),
dentro da faixa considerada normal para a espécie, que pode variar de 5 a 8 kg
(BRADY, 1970). O peso testicular foi estimado a partir de suas dimensdes, uma
vez que, para este trabalho, foram realizadas coletas de fragmentos através de
biopsia testicular. A bidpsia testicular € o processo eletivo para o estudo da
morfofisiologia reprodutiva em animais silvestres (AZEVEDO et al., 2006; GUIAO-
LEITE et al., 2006; SARTI, 2006), por ser um método conservativo da capacidade
reprodutiva, ndo apresentando efeitos deletérios na producdo espermatica em
longo prazo (LOPATE et al., 1989; THRELFALL & LOPATE, 1993; ATTIA et al.,

2000). A biopsia testicular incisional unilateral em cdes SRD n&o revelou
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quaisquer alteracbes sobre a populacdo celular, o rendimento intrinseco do
processo espermatogénico e os indices de células de Sertoli, seja no testiculo
biopsiado, seja no testiculo contralateral, ap6és um periodo de 60 dias
(MASCARENHAS et al., 2006).

Segundo KENAGY & TROMBULAK (1986), a maior alocacdo em massa
testicular € observada em animais de menor porte, em relagdo a animais de maior
massa corporal. Isto explica a proximidade do indice gonadossomatico no
cachorro-do-mato (0,068%, Tabela 1) ao encontrado em gatos domésticos
(0,07%, GODINHO, 1999) e superiores ao observado para animais de maior porte
como o lobo-guara (0,04%, BITTENCOURT et al, 2007), a onca pintada (0,034%,
AZEVEDO et al.,, 2006), o ledo africano (0,015%, BARROS, 2005) e o puma
(0,03%, GUIAO-LEITE & PAULA, 2003).

KENAGY & TROMBULAK (1986) citam ainda que o tamanho relativo dos
testiculos seja também um reflexo do sistema de acasalamento apresentado por
uma dada espécie, ou seja, o tamanho testicular esta diretamente relacionado
com o comportamento reprodutivo. Animais com comportamentos monogamicos e
poligamicos apresentam menor indice gonadossomatico em relacdo as espécies
com comportamentos promiscuos ou poliandricos. No primeiro caso (monogamia
e poligamia) a competicdo masculina para a producdo de descendéncia genética
€ no acesso a fémea. Ja nas espécies promiscuas e poliandricas, a competicdo
masculina para a producéo de filhotes se da no interior do trato genital feminino,
sendo, desta forma, mais aptos a paternidade aqueles machos com destacada
producdo espermatica e, conseqlentemente, com maior tamanho relativo
testicular. O cachorro-do-mato é uma espécie monogamica, onde o acasalamento
pode ocorrer em qualquer época do ano (CHEIDA et al., 2006), e assim, espera-
se que, em relacdo a espécies que apresentem comportamento promiscuo ou
poliandrico, o indice gonadossomatico do cachorro-do-mato seja inferior, como é
0 caso do cachorro doméstico, que mesmo apresentando tamanho corporal médio
superior ao cachorro-do-mato, apresenta IGS superior (0,1%, MASCARENHAS et
al., 2006). Este também parece ser o caso do observado em jaguatiricas, que
mesmo apresentando peso corporal duas vezes maior que o observado no
cachorro-do-mato, apresenta IGS muito superior (0,12%, SARTI, 2006). Porém
maiores estudos etolégicos nesta espécie sdo necessarios para validar esta

afirmativa.
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Tabela 1. Peso corporal, peso do testiculo direito, peso do testiculo esquerdo,
peso de ambos os testiculo e indice gonadossomético de cachorros-do-mato

adultos.
Peso Peso Peso Peso indice
Animal corporal testiculo testiculo de ambos gonadosso-
(kg) direito (g) esquerdo (g) testiculos (Q) matico (%)
1 9,85 3,53 3,68 7,22 0,073
2 6,00 1,95 1,76 3,71 0,062
3 4,60 2,10 2,10 4,20 0,091
4 4,20 1,90 1,90 3,80 0,090
S 6,53 1,52 1,65 3,18 0,049
6 8,00 1,58 1,70 3,28 0,041
Médiat ¢ 5q, 2,09+ 2,134+ 4,23+ 0,068+
dp 2,13 0,73 0,78 1,51 0,021
CV 32,6 35,1 36,5 35,7 31,0

* Coeficiente de variacéo

Na maioria das espécies domésticas, a propor¢cao volumétrica da albuginea
e mediastino testicular estd em torno de 10% (FRANCA & RUSSELL, 1998). Os
animais utilizados no presente experimento apresentaram proporcdo volumétrica
média da albuginea testicular de 12,5% (Tabela 2), muito proximo ao observado
em lobos-guarads (11%, BITTENCOURT, 2003). Porém, outros carnivoros ja
estudados apresentam maior proporcdo de albuginea testicular, sendo observado
em gato doméstico valores proximos de 18% (GODINHO, 1999). Valores
similares foram descritos por MASCARENHAS et al. (2006), para caes SRD, e por
BARROS (2005), para ledes africanos. Ja a jaguatirica apresenta a maior
proporcao de albuginea entre as espécies de carnivoros estudados, com média
de 23,42% (SARTI, 2006).
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Tabela 2 — Valores médios de volume do parénquima testicular, espessura da

albuginea, volume da albuginea e albuginea, de cachorros-do-mato adultos.

Parametro Médias + desvios-padréo
Volume do parénguima testicular (mL) 3,70 £ 1,77
Espessura da albuginea (cm) 0,034 + 0,003
Volume da albuginea (mL) 0,53+0,17
Albuginea (%) 125+1,4

N= 6

Embora parénquima testicular ndo seja um termo totalmente adequado
para citar o testiculo desprovido de albuginea e mediastino testiculares, este &
amplamente mencionado na literatura (BERNDTSON, 1977; JOHNSON et al.,
1981; RUSSELL et al., 1990a; JOHNSON et al., 2000). O parénquima testicular
pode ser dividido em dois compartimentos: o tubular e o intertubular (AMANN,
1970; FAWCET et al., 1973; AMANN & SCHANBACHER, 1983; RUSSELL et al.,
1990). O compartimento intertubular é composto pelas células de Leydig, vasos
sanguineos, vasos linfaticos, nervos e uma variada populacdo de células que
inclui fibroblastos, macréfagos e mastocitos (RUSSELL, 1996). O cachorro-do-
mato aloca 12,7% em tecido intertubular (Tabela 3), inferior aos valores
observados em jaguatiricas (19,39% SARTI, 2006), ao lobo-guara, (19,97%
BITTENCOURT et al., 2007), ao puma (21,88% GUIAO-LEITE et al., 2006), onca
pintada (22,7% AZEVEDO et al., 2006) e ledo africano (24,3% BARROS, 2005).
O compartimento tubular € o principal componente do testiculo na grande maioria
dos mamiferos, exercendo grande influéncia sobre o peso testicular e sobre a
producdo espermatica (AMANN, 1970; FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA et
al., 2007). Com excec¢ao dos baixos valores descritos para marmota e capivara
(RUSSELL et al., 1990b; PAULA et al., 2007), a maioria dos animais investigados
apresenta entre 70 e 90% de tubulo seminifero no parénquima testicular
(FRANCA & RUSSELL, 1998). O volume médio de tubulo seminifero observado
no cachorro-do-mato foi de 3,23 mL em ambos os testiculos, representando em
média 87,5% do parénquima testicular (Tabela 3), proximo aos 90% observado
em gato doméstico (GODINHO, 1999) e superior aos valores observados em
jaguatiricas (80,58% SARTI, 2006), ao lobo-guara, (79,3% BITTENCOURT et al.,
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2007), ao puma (78% GUIAO-LEITE et al., 2006), onga pintada (77,7% AZEVEDO
et al., 2006) e ledo africano (75,6% BARROS, 2005).

Tabela 3 — Valores médios para a propor¢do volumétrica de tubulo seminifero,
propor¢cao volumétrica de tecido intertubular, volume total do tubulo seminifero e

volume total de intertubulo.

Parametro Médias + desvios padrao
Proporcao volumétrica de tubulo seminifero (%) 87,5+5,2
Proporcao volumétrica de espaco intertubular (%) 12,7+5,3
Volume total do tubulo seminifero (mL) 3,23+1,28
Volume total de intertdbulo (mL) 0,47+0,05

N=6

O indice tubulossomatico (ITS) € um parametro que visa quantificar o
investimento em tubulos seminiferos com relacdo a massa corporal. Este
parametro permite maior discussao sobre a influéncia do comportamento
reprodutivo na morfologia testicular. Assim, espécies sabidamente monogamicas
ou poligamicas como o lobo-guara e os grandes felinos, apresentam menor
investimento tubulossomatico que aquelas espécies promiscuas ou poliandricas,
como o cao e o gato doméstico (Tabela 4). O cachorro-do-mato aloca em média
0,042% do peso corporal em tubulos seminiferos (Tabela 4), valor este, conforme
esperado, mais proximo aos observados naquelas espécies com comportamento
monogamico e poligamico do que naquelas promiscuas e poliandricas (Tabela 4).
A jaguatirica apresenta os maiores valores do ITS entre os carnivoros silvestres ja
estudados, média de 0,074% (SARTI, 2006), valor este superior aos 0,063%
encontrado em gato domeéstico (GODINHO, 1999), refletindo desta forma o maior
investimento na producdo espermatica do que o esperado para um animal deste
porte, reforcando a necessidade de um maior estudo do seu comportamento

reprodutivo.
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Tabela 4. Tabela comparativa de indice gonadossomatico (IGS) e indice
tubulossomatico (ITS), entre espécies monogamicas ou poligamicas e espécies

promiscuas ou poliandricas.

Parametros IGS (%) ITS (%)
Cachorro-do-mato 0,068 0,042
Espécies Lobo- guara! 0,04 0,03
monogamicas ou Onca- parda® 0,03 0,02
poligdmicas Ongca-pintada® 0,034 0,022
Ledo- Africano® 0,015 0,009
Espécies promiscuas Cao-Domeéstico® 0,1 0,08
ou poliandricas Gato-Doméstico® 0,07 0,06
Jaguatirica’ 0,12 0,074

1- BITTENCOURT, 2003; 2- GUIAO-LEITE, 2002; 3- AZEVEDO, 2004; 4- BARROS, 2005; 5-PAULA &
CARDOSO, 1994; 6- GODINHO, 1999; 7- SARTI, 2006.

A mensuracao tubular € uma das abordagens utilizadas como indicadores
da atividade espermatogénica em experimentos relacionados a funcao testicular
(NAVARRO et al.,, 2004; SOUZA et al., 2005; SILVA JR et al., 2006;
MASCARENHAS et al., 2006).

Embora o didmetro tubular médio possa chegar a 550 um em algumas
espécies de masurpiais (WOOLLEY, 1975), o valor tipicamente observado para a
maioria dos amniotas varia de 180 a 300 um (ROOSEN-RUNGE, 1977). O
diametro do tdbulo seminifero permanece relativamente constante nos animais
ndo sazonais e sexualmente maduros (PAULA, 1999; GUIAO-LEITE, 2002). O
valor tipicamente observado nos animais domésticos de produgéo apresenta uma
variagao de 170 a 277 um (FRANCA & RUSSELL, 1998). O cachorro-do-mato
apresenta média de 236um (Tabela 5), valor préximo aos encontrados na onca
parda (227,37 um; GUIAO-LEITE, 2002), no lobo-guara (227,35 um;
BITTENCOURT, 2003), na jaguatirica (211,35 um; SARTI, 2006), na onca pintada
(257,07 um; AZEVEDO, 2004) e em ledes africanos (252,72 um; BARROS, 2005).

Segundo WING & CHRISTENSEN (1982), a mensuracdo do epitélio
seminifero é mais efetiva que o didmetro tubular para a avaliacdo da producgéo
espermética. No cachorro-do-mato, a espessura média do epitélio seminifero foi

de 62,9 um (Tabela 5), encontrando-se dentro da amplitude observada para
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animais domeésticos (60 a 100um; FRANCA & RUSSELL, 1998). Valores maiores
que do cachorro-do-mato foram observados em felinos: 67 um na onga parda
(GUIAO-LEITE, 2002), 75,4 um na jaguatirica (SARTI, 2006), 81 um no gato
doméstico (GODINHO, 1999), 90,3 um na onc¢a pintada (AZEVEDO, 2004) e 93,2
um no ledo africano (BARROS, 2005).

O cachorro-do-mato apresenta em média 80,5 metros de tubulo seminifero
em ambos os testiculos (Tabela 5). Entre diferentes espécies, existe uma grande
variacdo no tamanho testicular e por isto, ndo é significativa comparacéo levando-
se em conta o comprimento total de tdbulo seminifero, sendo o comprimento
tubular por grama de testiculo um parametro mais significativo para a comparagéo
interespecifica. O cachorro-do-mato apresenta 18,1 metros de tubulo seminifero
por grama de testiculo (Tabela 5), proximo aos valores observados em onca
parda (18,2m/g; GUIAO-LEITE, 2002), no lobo-guara (18m/g; BITTENCOURT,
2003), na jaguatirica (17,81m/g; SARTI, 2006), e menor que o0s valores
observados em gato doméstico (23m/g; GODINHO, 1999), porém, maior que 0s
valores descritos para onca pintada (12,2m/g; AZEVEDO, 2004) e ledo africano
(12,4m/g; BARROS, 2005).

Tabela 5. Diametro do tdbulo seminifero, espessura do epitélio seminifero,
comprimento do tubulo seminifero por grama de testiculo, comprimento total do

tubulo seminifero, em cachorros-do-mato adultos.

Parametro Média * desvio-padréo
Diametro do tabulo seminifero (um) 236 + 22
Espessura do epitélio seminifero (um) 62,9+9,1
Comprimento do tibulo seminifero por
. 18,1+4,1
grama de testiculo (m/qg)
Comprimento total do tabulo seminifero (m) 80,5+ 46,1

N=6
3.4 - Conclusoes

O peso corporal médio dos cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) adultos
do presente experimento foi de 6,53 Kg, dos quais cerca de 0,068% sado alocados

em massa testicular e 0,042% especificamente em tdbulos seminiferos que
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representaram cerca de 87,5% do parénquima testicular, dentro dos padrées
esperados para animais monogamicos de porte médio. A albuginea testicular
representa cerca de 12,5% da massa testicular. O didmetro médio dos tubulos
seminiferos em cachorro-do-mato foi de 236 um, e a espessura média do epitélio
seminifero foi de aproximadamente 62,9 um, apresentando cerca de 18 metros de
tubulo seminifero por grama de testiculo. Os valores para os parametros tubulares
indicam uma produtividade espermatica proxima aquelas observadas nos

carnivoros ja estudados.
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4 - ORGANIZAC;AO E QUANTIFICAQAO DOS ELEMENTOS DO ESPACO
INTERTUBULAR DO TESTICULO DO CACHORRO-DO-MATO
(Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766) ADULTO

Resumo

O espaco intertubular ou tecido intertubular € constituido por células
conjuntivas, leucécitos, vasos sangtineos e linfaticos, juntamente com as células
de Leydig, que representa a por¢cdo enddcrina dos testiculos dos mamiferos. O
arranjo e a proporcao destes componentes variam nas diferentes espécies de
mamiferos, formando mecanismos que mantém o nivel de testosterona, principal
produto da célula de Leydig, duas a trés vezes maiores no fluido intersticial que
nos vasos sanglineos testiculares e de 40 a 250 vezes maior nestes em relagédo
ao sangue periférico. Grandes diferencas sdo observadas entre as espécies
animais quanto a abundancia de células de Leydig, tecido conjuntivo, grau de
desenvolvimento e localizacdo dos vasos linfaticos intersticiais e suas relacdes
topogréficas com os tabulos seminiferos. O cachorro-do-mato apresenta 3,88%
do paréngquima testicular ocupado por células de Leydig, 7,95% por tecido
conjuntivo, 0,12% por vasos linfaticos e 0,72% por vasos sangtineos. O volume
médio da célula de Leydig foi de 1149 pm® e o seu didmetro nuclear médio
8,01um. Em cachorros-do-mato as células de Leydig ocupam em média 0,0022%
do peso corporal e seu nimero meédio por grama de testiculo apresentou-se
dentro da amplitude descrita para a maioria dos mamiferos, entre 20 e 40

milhdes.

Palavras-chave: célula de Leydig, intertubulo, cachorro-do-mato, Cerdocyon

thous.
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Abstract

The intertubular space or intertubular tissue is constituted by conjunctive
cells, leukocytes, blood and lymphatic vessels, together with Leydig cells,
representing the endocrine portion of the mammals’ testis. The arrangement and
ratio of these components are different among species of mammals, with
mechanisms that keep the testosterone level, main product of Leydig cell, two or
three times higher in the interstitial fluid than in the testis blood vessels and 40 to
250 times higher in the latter than in peripheral blood. Great differences are
observed between animal species in terms of Leydig cells abundance, conjunctive
tissue, localization and development degree of interstitial lymphatic vessels and
their topographical relationships with seminiferous tubules. In the crab-eating fox
3.88% of testicular parenchyma is occupied by Leydig cells, 7.95% by conjunctive
tissue, 0.12% by lymphatic vessels and 0.72% by blood vessels. The average
volume of the Leydig cells was 1149 um?® and its average nuclear diameter was
8.01 um. In crab-eating fox the Leydig cells occupy on average 0.0022% of the
body weight and its average number per gram of testis was within the described

amplitude for the majority of the mammalians, between 20 and 40 million.

Key-words: Leydig cell; intertubule; crab-eating fox; Cerdocyon thous.
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4.1 - Introducao

A maioria das espécies de carnivoros brasileiros apresenta-se, de alguma
forma, ameacada de extingcdo. Algumas poucas espécies, como o cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766), ainda apresenta situacdo menos
preocupante quanto ao status de risco, porém, ainda estdo sujeitas a desafios a
sua sobrevivéncia, como a reducao do habitat, os efeitos da endogamia que
ocasiona normalmente baixa eficiéncia reprodutiva (WILDT et al., 1987) e por
sofrerem impactos consideraveis por ac¢do humana. O cachorro-do-mato
apresenta um grande indice de atropelamento em rodovias (VIEIRA, 1996). Estes
animais sdo conhecidos como graxaim, lobinho e pertencem a ordem Carnivora e
a familia Canidae. Seu peso pode variar entre 5 e 8 kg, com 65 cm de
comprimento e sua cauda mede cerca de 30 cm. Sua pelagem pode variar de
cinzenta ao castanho, com faixa preta de pélos da nuca até a extremidade da
cauda. Na idade adulta, estes animais formam casais e a fémea é capaz de
produzir duas ninhadas anualmente, sendo a gestacao de aproximadamente 55
dias, com média de 3 a 6 filhotes, que nascem com peso médio de 120 a 160
gramas cada. Eles permanecem com o casal até os 5 a 8 meses de idade
(BRADY, 1979), podendo habitar no territdrio dos pais nos seus primeiros anos de
vida (MACDONALD & COURTENA, 1996).

O conhecimento da biologia reprodutiva de uma determinada espécie,
principalmente em seus aspectos basicos, € uma importante contribuicdo para a
conservacdo destas espécies, uma vez que gera subsidios para o
desenvolvimento de biotécnicas em reproducéo assistida.

Em termos funcionais, o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos basicos: o tubular e intertubular. E bastante variavel a propor¢ao
entre estes componentes, sendo um dos principais fatores responsaveis pela
diferenca observada na eficiéncia da producéo espermatica nas diversas espécies
(FRANCA & RUSSELL, 1998). O compartimento intertubular € composto por
células de Leydig, vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervos e uma populacao
variada de células que inclui fibroblastos, macréfagos e mastocitos (RUSSELL,
1996).

O principal componente celular do compartimento intertubular € a célula

intersticial de Leydig (HOOKER, 1970), cuja forma varia de irregular a poliédrica.
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Sado encontradas entre os tubulos seminiferos e sua populacdo pode variar de
acordo com a idade e a espécie, sendo responsaveis pela sintese e
armazenamento de testosterona.

As células de Leydig iniciam a secrecédo de testosterona ainda na vida fetal,
para a diferenciacdo embrionaria dos Orgdos genitais masculinos, porém é
durante a puberdade que as células intersticiais de Leydig tornam-se mais
evidentes e funcionais. A densidade populacional das células de Leydig pode
variar entre individuos de espécies diferentes e mesmo entre individuos da
mesma espécie. Dentre os inumeros fatores que podem influenciar na quantidade
de células de Leydig por animal, estdo: a quantidade de LH disponivel; o nimero
de receptores de LH por células; a quantidade de testosterona que a célula de
Leydig é capaz de secretar por unidade de tempo; a velocidade pela qual a
testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluido
seminal; o volume sangtineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona
(RUSSELL et al., 1994; RUSSELL, 1996). As células de Leydig, juntamente com
as células conjuntivas, leucdcitos, vasos sanguineos e linfaticos, formam o
espaco intertubular ou tecido intertubular, porcdo enddcrina do testiculo dos
mamiferos.

Segundo FAWCETT et al. (1973), a drenagem linfatica, aliada a quantidade
de células de Leydig e tecido conjuntivo frouxo no espaco intertubular, nas
diferentes espécies de mamiferos segue, em geral, trés padrdes distintos: 1)
espécies nas quais as células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area
muito pequena no compartimento intertubular, contrastando com extensos
sinusoides ou espacos linfaticos interpostos aos tubulos seminiferos; 2) espécies
que apresentam grupos de células de Leydig espalhados em abundante tecido
conjuntivo frouxo edemaciado, o qual € drenado por um vaso linfatico localizado
central ou excentricamente no espaco intertubular; 3) espécies nas quais
abundantes grupamentos de células de Leydig ocupam praticamente todo o
compartimento intertubular, apresentando pouco tecido conjuntivo e vasos
linfaticos. Apesar do pouco conhecimento a respeito das implicacdes fisioldégicas
destas variacdes, FAWCETT et al. (1973) especularam que as mesmas
provavelmente estejam relacionadas com a habilidade dos vasos linfaticos de
mover para fora dos testiculos substancias vascularmente secretadas, além de

manter as concentracfes adequadas de andrégenos no testiculo e nos vasos
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sanguineos. Assim, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar e
classificar o espaco intertubular do testiculo do cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous, Linnaeus, 1766), quantificar os diferentes constituintes do espacgo
intertubular e determinar a populacéo de células de Leydig por unidade de massa

testicular, relacionando seu volume com a massa corporal.
4.2 - Material e métodos

Foram coletados fragmentos de testiculo de seis cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766) adultos. Estes animais s&o rotineiramente
encontrados atropelados em rodovias circunvizinhas e, casuisticamente, sao
encaminhados ao Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade
Federal de Vigcosa (CETAS-UFV). Os animais que sobrevivem aos traumas do
atropelamento sdo reabilitados e quando possivel soltos proximo as areas de
ocorréncia. Os procedimentos adotados na metodologia deste estudo foram
aprovados pela Comissdo de FEtica do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vicosa-UFV, através do processo N°. 65/2007. Devido
ao fato da licenca de pesquisa ter sido solicitada junto ao IBAMA-MG e o 6rgdo
ter demorado mais de 60 dias para dar parecer sobre o pedido da autorizacéo, a
pesquisa foi considerada de “carater precario”, segundo a legislacdo ambiental
em vigor (Portaria IBAMA nimero 332, de 13 de marco de 1990, Art. 5° paragrafo
anico).

Dois animais foram recuperados e submetidos a anestesia geral, pelo uso
de dardos anestésicos, com a utilizacdo da associagao tiletamina/zolazepan, na
dose de 10 mg/kg. Todo o procedimento foi monitorado, aferindo-se a
temperatura, 0s movimentos respiratérios e 0s batimentos cardiacos em
intervalos de 10 minutos. Os animais foram entdo pesados e ambos os testiculos
mensurados quanto a largura, espessura e comprimento, com paquimetro digital.
Apds a tricotomia e anti-sepsia local, a pele do escroto foi incisada e, com 0 uso
de um bisturi circular de 4 mm de diametro, foi obtido um fragmento da regiao
média do testiculo direito ou esquerdo. A leséo foi suturada em planos distintos,
com fio sintético absorvivel, sendo que na pele foi utilizada sutura intradérmica
com as extremidades embutidas. Como tratamento pds-operatdrio, cada animal

recebeu agentes antiflogisticos e antibioticos.
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Os animais que vieram a Obito durante o internamento foram pesados e
deles removidos os testiculos, que foram mensurados segundo metodologia
citada e recolhidos fragmentos de sua regido média.

Os fragmentos foram imediatamente imersos em fixador Karnovsky
(paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4% em tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,4) em
temperatura ambiente, por no minimo duas horas, sendo posteriormente
armazenados sob refrigeragdo no mesmo tampéao.

Estes foram processados para estudos em microscopio de luz, sendo
desidratados em bateria com concentracfes crescentes de alcool etilico (70%,
80%, 90% e 100% GL), com trocas a cada trinta minutos, com posterior infiltracdo
de resina plastica (Historesin® Leica) em dois banhos e incluidos na mesma
resina com adicdo de endurecedor. Apés inclusao dos fragmentos, estes foram
devidamente identificados e mantidos em frascos contendo silica gel até ficarem
completamente secos. Os fragmentos foram posicionados de modo a oferecer
uma seccdo transversal da albuginea testicular. Foram obtidos cortes
histologicos, com 3 um de espessura, de modo sequencial quando possivel,
utilizando-se micrétomo rotativo (Leica RM2155) dotado de navalha de vidro. Os
cortes foram corados com azul de toluidina/ borato de sodio 1% por um minuto. O
procedimento histolégico foi realizado no Laboratério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV.

Os componentes do espaco intertubular foram analisados quanto a sua
morfologia individual e relacbes topograficas com os tubulos seminiferos. Uma
graticula composta de 400 interseccdes foi aplicada sobre os tubulos seminiferos
e do espaco intertubular no parénquima testicular. Estas interseccbes foram
computadas como pontos coincidentes sobre: nucleo de células de Leydig,
citoplasma de células de Leydig, vasos linfaticos, vasos sanglineos, tecido
conjuntivo e tubulo seminifero no parénquima testicular. Inferindo-se a estas
propor¢cdes o volume total do parénquima testicular, foram obtidos os volumes
totais de cada componente testicular em todos os animais, através de dez
campos aleatoriamente obtidos com aumento de 200 vezes e um zoom de 2X
(Fotomicroscoépio Olympus Provis AX70, do Departamento de Boténica da UFV),
sobre a extensao do corte histolégico.

O diametro médio do nucleo das células de Leydig foi mensurado, para o

calculo do seu volume, utilizando-se a férmula 4/3 = r°, onde r é o raio nuclear
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médio encontrado. Para isto, 10 sec¢cdes medianas de células de Leydig, com os
maiores contornos nucleares, foram medidas em cada animal, utilizando-se uma
ocular micrométrica. Com o volume do nucleo obtido e sua propor¢édo no volume
total da célula de Leydig, calculou-se o volume de uma célula, inferindo-se este
valor ao volume total de células de Leydig por testiculo, obtendo-se entdo o seu
namero por testiculo e consequentemente por grama de testiculo. Os dados
foram analisados quanto a média, desvio padrdo e em alguns casos o coeficiente

de variacdo, segundo funcgéo estatistica do programa Microsoft Office Excel 2003.
4.3 - Resultados e discusséo

O arranjo e a proporcao dos componentes do tecido intertubular variam nas
diferentes espécies de mamiferos, formando mecanismos que mantém o nivel de
testosterona, principal produto da célula de Leydig, duas a trés vezes maiores no
fluido intersticial que nos vasos sanguineos testiculares e de 40 a 250 vezes
maior nestes em relacdo ao sangue periférico (SHARPE, 1994). O cachorro-do-
mato apresenta o padréo do tipo Il da classificacdo de FAWCETT et al. (1973),
onde sdo observados grupos de células de Leydig espalhados em abundante
tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual € drenado por um vaso linfatico
localizado central ou excentricamente no espaco intertubular (Figural). O mesmo
foi observado no gato doméstico (GODINHO, 1999), na onca parda (GUIAO-
LEITE, 2002), na onga pintada (AZEVEDO, 2004), no ledo africano (BARROS,
2005) e na jaguatirica (SARTI, 2006).

No cachorro-do-mato, o tecido conjuntivo € o componente mais abundante
do tecido intertubular, representando, em média, 7,95% do parénquima testicular
(Tabela 1). O mesmo pode ser observado na onca parda, onde 9,5% do
parénguima testicular esta alocado em tecido conjuntivo (GUIAO-LEITE, 2002).
Quanto a volumetria proporcional de vasos linfaticos, o cachorro-do-mato,
apresentou cerca de 0,12%. Valores maiores foram encontrados para o gato
doméstico, cerca de 0,2% (GODINHO, 1999), 0,3% em onca parda (GUIAO-
LEITE, 2002) e em onca pintada (AZEVEDO, 2004), 7,1% no ledo africano
(BARROS, 2005) e 2,20% na jaguatirica, referente ao volume total de vasos
linfaticos e sanguineos (SARTI, 2006). Quanto a volumetria de vasos sanguineos
no parénquima testicular, observou-se no cachorro-do-mato 0,72% (Tabela 1).
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Ja nos demais carnivoros estudados, o principal componente do espaco
intertubular é a célula de Leydig. A proporgéo volumétrica de células de Leydig no
parénquima testicular ocupa cerca de 6% no gato doméstico (GODINHO, 1999),
8,2% em onca parda (GUIAO-LEITE, 2002), 13% na onca pintada (AZEVEDO,
2004), 16% no ledo africano (BARROS, 2005) e 3,9% na jaguatirica (SARTI,
2006). No presente trabalho o cachorro-do-mato apresenta propor¢cdo média de
3,88% (Tabela 1).

Figura 1 — Tecido intertubular de cachorro-do-mato adulto: CL - células de
Leydig; TC - tecido conjuntivo; TS - Tubulo seminifero; VL — vaso linfatico
(600 x). Corante: Azul de toluidina.

As células de Leydig sdo as principais responsaveis pela producédo de
esteroides masculinos. A enorme variagcdo observada para o percentual ocupado
por estas células no testiculo ndo esta totalmente elucidada. Estudos
relacionados a estrutura e funcédo das células de Leydig, em varias espécies de
mamiferos, mostraram que variacdes na secrecdo de testosterona resultam mais
da capacidade individual desta célula em secretar este hormoénio do que de
diferencas do volume total das mesmas no testiculo (EWING et al., 1979). Esta
capacidade esta altamente relacionada a quantidade de reticulo endoplasméatico
liso presente na célula de Leydig (ZIRKIN et al., 1980). COSTA et al. (2006)
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observaram, em capivaras adultas, uma forte correlacdo entre o volume individual
das células de Leydig com o nivel plasmatico de testosterona. Segundo CASTRO
(2002) ha também uma forte correlagédo entre o percentual volumétrico do nucleo

de células de Leydig e os niveis plasmaticos de testosterona em coelhos adultos.

Tabela 1. Proporcdo volumétrica dos elementos constituintes do espaco

intertubular de testiculos de cachorro-do-mato adulto.

Animal Células de Tecido Vasos Vasos
Leydig (%) conjuntivo (%) sanguineos (%) linfaticos (%)

1 5,7 14,3 0,4 0,13

2 4,5 11,5 1,8 0,03

3 4,2 5,3 0,6 0,15

4 2,2 4.4 0,5 0,16

S 2,8 5,6 0,2 0,03

6 3,9 6,6 0,8 0,20

Média + dp* 3 88+1,26 7,95+3,99 0,72+0,56 0,12+0,08
CV (%)* 32,6 50,2 79,1 67,1
*dp = desvio padréo **CV = Coeficiente de variacdo

Neste trabalho, o volume médio da célula de Leydig é de 1149 um?® (Tabela
2), superior ao valor observado em jaguatiricas adultas (913 um?; SARTI, 2006) e
inferior em relacdo ao observado no gato doméstico (2044 pm?*; GODINHO,
1999), na onca pintada (2386 pm®; AZEVEDO, 2004) e em ledes africanos (2570
um®; BARROS, 2005). J4 o diametro e o volume nuclear médio das células de
Leydig do cachorro-do-mato foram de 8,01 um e 269 um?® respectivamente
(Tabela 2), mostrando-se préximos aos valores encontrados em gato doméstico
(7,9 pm e 261 pum® GODINHO, 1999), onca pintada (7,7 um e 240 pm?;
AZEVEDO, 2004), ledes africanos (7,1 um e 144,8 um® BARROS, 2005) e
jaguatiricas (8,48 um e 320,25 um?® SARTI, 2006). Na maioria dos animais
estudados, o nucleo da célula de Leydig corresponde de 10 a 19% do volume
total da célula (FRANCA & RUSSELL, 1998). No cachorro-do-mato este
parametro corresponde a 24,1% (Tabela 2), valor menor que o encontrado em
jaguatiricas adultas (35,11%; SARTI, 2006) e acima do observado para onca
pintada (10%, AZEVEDO; 2004) e para o ledo africano (7,1%; BARROS, 2005).
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Tabela 2. Valores médios para diametro nuclear, volume do nucleo de células de
Leydig, proporcdo nuclear da célula de Leydig e volume unitario da célula de
Leydig de cachorro-do-mato adulto.

Parametro Média £ DP*
Diametro nuclear (um) 8,0+0,19
Volume nuclear (um?) 269 + 20
Propor¢éo nuclear (% da célula) 241+39
Volume celular (um?) 1149 + 229
N=6 *DP = Desvio Padréo

O volume total médio das células de Leydig, em ambos os testiculos do
cachorro-do-mato adulto, foi de aproximadamente 1,15 mL. No intuito de se
avaliar a variagdo individual destas células em cachorro-do-mato, inferiu-se a
massa corporal a proporcéo volumétrica de células de Leydig, obtendo-se o indice
leydigossomatico, que representa o percentual da massa corporal alocada em
células de Leydig. Em cachorro-do-mato, ocupam em média 0,0022% do peso
corporal com uma amplitude de 0,0012 a 0,0038% (Tabela 3), reforcando a idéia
de uma necessidade individual no requerimento dessas células. Apesar da grande
variacdo no numero total de células de Leydig em ambos os testiculos, 0 nUmero
médio por grama de testiculo de cachorro-do-mato, 31,2 x 10° (Tabela 3),
apresentou-se dentro da amplitude descrita para a maioria dos mamiferos, entre
20 e 40 milhdes (RUSSELL, 1996; FRANCA & RUSSELL, 1998), proximo ao
encontrado em jaguatiricas (33,39 x10°% SARTI, 2006). Desta forma, a quantidade
de células de Leydig parece variar bastante entre os individuos e entre espécies
de mamiferos, ndo sendo esta variagcdo encontrada para outras glandulas
enddcrinas (FAWCETT et al., 1973; PAULA, 1999).
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Tabela 3. Peso corporal, peso de ambos os testiculos, volume total de células de
Leydig em ambos os testiculos, nUumero de células de Leydig em ambos o0s
testiculos (10°%), nimero de células de Leydig por grama de testiculo e indice

leydigossomatico, em cachorros-do-mato adultos.

Parametro Médiaz desvio padrao

Peso corporal (kg) 6,5+2,1
Peso de ambos os testiculos (g) 42+15
Volume total de células de Leydig

1,15+ 0,23
em ambos os testiculos (mL)
Numero de células de Leydig em

5 147 + 110

ambos os testiculos (107)
Numero de células de Leydig por

31,2+11,2
grama de testiculo (10°)
indice leydigossomatico (%) 0,0022 + 0,0012

N=6
4.4 - Conclusdes

Em cachorros-do-mato, 3,88% do parénquima testicular é ocupado pelas
células de Leydig, 7,95% por tecido conjuntivo, 0,72% de vasos sangiineos,
0,12% de vasos linfaticos. O volume médio e o diametro nuclear das células de
Leydig foram, respectivamente, 269,7 um® e 8,01 um. O indice Leydigossomatico
nestes animais foi de 0,0022% e o numero meédio de células de Leydig por grama
de testiculo foi 31,2 milhdes, apresentando-se dentro da amplitude descrita para a

maioria dos mamiferos.
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5- CONSIDERACOES FINAIS

1- O peso corporal médio dos animais estudados apresenta-se dentro da faixa
considerada normal para a espécie.

2- A maior alocacdo em massa testicular € observada em animais de menor porte,
em relacdo a animais de maior massa corporal. Isto explica a proximidade do
indice gonadossomético do cachorro-do-mato ao encontrado em gatos

domésticos e superiores ao observado para animais de maior porte.

3- A proporc¢do volumétrica média da albuginea testicular do cachorro-do-mato é
de 12,5%.

4- O volume médio de tlbulo seminifero observado no cachorro-do-mato foi de
3,23 mL em ambos os testiculos, representando em média 87,5% do parénquima

testicular.

5- O cachorro-do-mato aloca em média 0,042% do peso corporal em tubulos
seminiferos, valor este, conforme esperado, mais proximos aos observados em
espécies com comportamento monogamico e poligamico do que naquelas

promiscuas e poliandricas.

6- O didmetro tubular e a altura do epitélio seminifero foram em média 236 um e

62,9 um respectivamente.

7- O cachorro-do-mato apresenta 18 metros de tubulo seminifero por grama de

testiculo.

8- As células de Leydig apresentam-se espalhados em abundante tecido
conjuntivo frouxo edemaciado, o qual é drenado por um vaso linfatico localizado

central ou excentricamente no espaco intertubular.

9- Quanto a volumetria dos elementos do parénquima testicular, o tecido
conjuntivo é o componente mais abundante, ja nos demais carnivoros estudados,

o principal componente do espaco intertubular é a célula de Leydig.
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10- A proporcéao volumétrica de células de Leydig no parénguima testicular ocupa
cerca de 3,88%, sendo o indice Leydigossomatico, que representa o percentual
da massa corporal alocada em células de Leydig ocupam em média 0,0022% do

peso corporal.

11- O volume médio da célula de Leydig é de 1149 um? inferior em relacdo ao

observado na maioria dos felinos ja estudados.

12- J4 o diametro e o volume nucleares meédios das células de Leydig do

cachorro-do-mato foram de 8,01 pm e 269 um?®respectivamente.

13- Na maioria dos animais estudados, o nucleo da célula de Leydig corresponde
de 10 a 19% do volume total da célula. No cachorro-do-mato este parametro

corresponde a 24,1%.

14- O volume médio total de células de Leydig, em ambos os testiculos foi de

aproximadamente 1,15 mL.

15- Apesar da grande variacdo no numero total de células de Leydig em ambos
os testiculos, o nimero médio por grama de testiculo de cachorro-do-mato, 31,21

x 10°, apresentou-se dentro da amplitude descrita para a maioria dos mamiferos.
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