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RESUMO

SILVA, Vinicius Herold Dornelas e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2014. Avaliacdo do processo espermatogénico de gatos-mouriscos (Puma yagouarundi,
Lacépede, 1809) adultoXrientador: Tarcizio Antdnio Régo de Paula.

As pesquisas morfofuncionais sobre o testiculo aliadas aos estudos em endocrinologia,
embriologia e criopreservacao de gametas, peduzformagdes que podem ser aplicadas na
reproducdo assistida, favorecendo o desenvolvimento de metodologias utilizadas na
conservacdo de espécies. Os objetivos deste estudo foram quantificar as estruturas
morfofuncionais do parénquima testaml calcular os indices gonadossomaticos,
tubulossomaticos e leydigossométicos e de célula de Sertoli; descrever a duracéo do ciclo do
epitélio seminifero pela identificagdo das células germinativas mais avancadas marcadas pela
5-bromodeoxiuridina (BrdU); caracterizar os diversos estadios que constituem o ciclo do
epitélio seminifero com base na morfologia tubular e calcular a producdo espermatica diaria
por grama de testiculo de gato mourisco (Puma yagouaroundi). Para isso foram utilizados
cinco animais machos adultos, sendo um proveniente do Centro de Triagem de Animais
Silvestres da Universidade Federal de Vigosa e quatro do Parque zoolégico de Sédo Paulo.
Apds contencdo quimicaos animais tiveram suas medidas corporais de peso, tamanho
corporal, e didametro de térax mensurados, foram também submetidos a bidpsias testiculares a
fim de se obter material biol6gico para avaliacdo histoldgica e imunohistoquimica. Nos gatos
mourisco estudados a média de peso foi de 6,6 kg sendo desses, 0,032% alocados em testiculc
(indice gonadossomatico) que possui 57,36 m de tubulo seminifero perfazendo um indice
tubulossomatico de 0,027%. O namero total de células de Leydig encontradas nessa espécie
foi de 72,96 milhdes de células e o indice leydigossomatico foi calculado em 0,001%. Foram
descritos e determinada a frequéncia relativa de oito estadios do ciclo do epitélio seminifero
(CES) com base no método da morfologia tubular. No CES a fase pré-meiotica do processo
espermatogénico foi maior que as outras (48,66%). Através do uso de um marcador de
proliferacéo celular injetado intratesticularmente (Brddfam observadascélulas marcadas

em espermatides arredondadas do estadio V, apos 14 dias da aplicacdo. A partir dai, pode-se
concluir gue um ciclo do epitélio seminifero do gato mourisco dura 8,4 dias, e 0 processo

espermatogénico duracdo total de 37,8 dias. O gato mourisco apresentou no epitélio

\'



seminifero, em cada seccdo transversal do tubulo seminifero no estadio | do ciclo, em média,
1,03 espermatog6nias do tipo A; 9,78 espermatocitos primarios em pré-leptéteno/leptéteno;
10,68 espermatdcitos primarios em paquiteno; 25,3 espermatides arredondadas. O rendimento
geral da espermatogénese nesta espécie foi de aproximadamente 18,9 células|@aada

Sertoli foi capaz de sustentar e manter 14,24 espermatides arredondadas. A producdo
espermética diaria encontrada demonstra que o gato mourisco € um animal com alto nivel de
producdo, uma vez que sua producéo é cerca de 51,52 milhdes de espermatozoides por grame

de testiculo.
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ABSTRACT

SILVA, Vinicius Herold Dornelas e, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2014.
Evaluation of the spermatogenic process in jaguarundis (Puma yagouarundi, Lacepede,
1809) adults.Adviser: TarcizioAntdnioRégo de Paula.

Morphofunctional studies on the testis allied to studies in endocrinology, embryology and
cryopreservation of gametes, generate information that can be applied in assisted
reproduction, favoring the development of methodologies used in conservation of species.
The objectives of this study were to quantify morphological and functional structures of the
testicular parenchyma, calculate gonadosomatic, tubulosomatic, leydigosomatic and Sertoli
cell indices; describe the duration of the seminiferous epithelium cycle (SEC) by identifying
the most advanced germ cells labeled by 5- bromodeoxyuridine (BrdU); characterize the
various stages that constitute the seminiferous epithelium cycle based on tubular morphology
and calculate daily sperm production per gram of testis of jaguarundi (Pumayagouaroundi).
For this purpose we used five adult males, one from Centro de Triagem de
AniamaisSilvestres at Universidade Federal de Vicosa and four from ParqueZool6gico de
Sédo Paulo. After chemical restraint animals had their body weight, body size, and diameter
of the chest measured, and underwent testicular biopsies in order to obtain biological material
for histological and immunohistochemical evaluation. In the studied Jaguarundis the average
weight was 6.6 kg, being that 0.032% of it was allocated in testis (gonadosomatic index),
which has 57.36 m of seminiferous tubule, coming to a tubulosomatic index of 0.027% . The
total number of Leydig cells found in this species was 72.96 million cells and leydigosomatic
index was calculated at 0.001%. Eight stages of the SEC were described and had their
relative frequencies determined based on the tubular morphology method. At SEC, pre-
meiotic stage of the spermatogenic process was higher than the other ones (48.66 %).
Through the use of a cell proliferation marker (BrdU) injected in the testicles, labeled cells
were observed in round spermatids of stage V after 14 days of application. From this, we can
conclude that a seminiferous epithelium cycle of the Jaguarundi lasts 8.4 days, and the total
spermatogenic process duration is 37.8 days. The Jaguarundi presented in the seminiferous

epithelium, in each cross section of the seminiferous tubule at stage | of the cycle, an average
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of 1.03 spermatogonia type A; 9.78 primary spermatocytes at pre-leptotene/leptotene; 10.68
primary spermatocytes in pachytene; 25.3 round spermatids. The spermatogenesis general
yield in this species was approximately 18.9 cells, and each Sertoli cell was able to sustain
and maintain 14.24 round spermatids. The daily sperm production found demonstrates that
the Jaguarundi is an animal with a high level of production, since its production is about

51.52 million sperm per gram of testis.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade global vem sendo prejudicada pelo crescimento humano e pela
consequente reducdo continua de ambientes e espécimes, o0 que resulta em grandes perdas c
variabilidade genética, levando a extincdo inimeras espécies (WILDT et al., 1992). Corson
(1996) calculou a extincdo de aproximadamente um milh&o de espécies de plantas, animais e
outros organismaos, até o inicio do século XXI.

A destruicdo do habitat aliada a introducdo de espécies exdticas, levam a
modificacdes na dindmica populacional das espécies. Os carnivoros, por estarem no topo da
piramide alimentar, possuem grande importancia ecoldgica, influenciando diretamente na
dindmica do ecossistema em que vivem, regulando populacdes de presas (RATRIAN
2002). Entre os carnivoros h& 40 espécies de felideos ndo domésticos (CHEIDA, et al, 2006),
e a maioria destas espécies esta em algum nivel de ameaca em pelo menos uma de suas aree
de ocorréncia natural (NOWELL & JACKSON, 1996; MOREIRA et al., 2001). Desta forma,

o conhecimento da fisiologia reprodutiva e o estabelecimento de metodologia aplicada a
conservacdo de espécies twrpse imprescindiveis para manutencdo de individuos de
diversas espécies.

O gato mourisco ou jaguarundi (Puma yagouaroundiLacépede, 1809), é um felino de
pelagem e coloracdo uniforme podendo variar de cinza até vermelho. No Brasil, ocorre em
uma grande variedade de habitat, sendo visto no cerrado, caatinga, pantanal e Mata Atlantica
incluindo vegetacdo secundéria (OLIVEIRA, 1994). Possui habitos predominantemente
diurnos e sua alimentagcdo é tipica de carnivoros especialistas, predando aves terrestres,
lagomorfos (coelhos) e pequenos roedores (SILVEIRA, 1999).

Atualmente é classificado como vulneravel nas regides sul e sudeste do Brasil estando
presente na lista vermelha de animais ameacados de extincgdo no estado do Parana
(MARQUES etal., 2002; PARANA, 1995). Porém, é uma das espécies de felideos silvestres
menos estudada, sendo pouco conhecidos o0s aspectos comportamentais, fisiologicos e
reprodutivos destes animais.

Nos estudos para a conservacao de espécies ameacadas de extincdo pode-se realiza
pesquisas in situ, que envolvem estratégias de conservagao da populacdo em seu ambiente

natural, e ex situ, em que os estudos para a conservacdo das espécies ocorrem fora do



ambiente natural, como a criagdo e manutencédo em cativeiro, servindo como uma reserva de
material biolégico contra a extingdo dessas espécies na natureza (BENSUSAN, 2008).

As pesquisas morfofuncionais sobre o testiculo aliadas aos estudos em endocrinologia,
embriologia e criopreservacao de gametas, perduzformacdes que podem ser aplicadas na
reproducdo assistida, favorecendo o desenvolvimento de metodologias utilizadas na
conservacéo de espécies (AMANN & LAMBIASE, 1969; MOREIRA, 2001; GUIAO LEITE
& PAULA, 2003; BARROSet al., 2004; SARTI, 2006; AZEVEDO et al., 2006; GUIAO
LEITE et al., 2006; BITTENCOURT et al.,, 2007; BALARINI, 2008; PEIXOTO, 2010;
VASCONCELOS, 2011). Para o estudo da morfofisiologia reprodutiva em machos, a técnica
de eleicao utilizada é a bidpsia testicular, pois permite adquirir amostras representativas do
testiculo para o estudo espermatogénico sem efeitos deletérios a producdo espermatica dos
individuos (MASCARENHAS et al. 2006).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.GATO MOURISCO - PUMA YAGOUAROUNDI (LACEPEDE, 1809)

O P. vyagouaroundi, anteriormente  nomeado Herpailurusyagouaroundi
possuicomprimento corporal entre 69 e 82 cm e cauda variando entre 32 e 56 cm
(EISENBERG&REDFORD, 1999). Sua pelagem € de coloracdo uniforme podendo eariar d

cinza escro-negro até vermelho (Fig. 1).



Figura 1: Gato mourisco (Puma yagouaroundi) macho, adodtotido em cativeiro no Centro de Triagem de Animais
Silvestres da Universidade Federal de Vigosa (Acervo CETAS-UFYV).

Sua ocorréncia € registrada nas Américas, desde o Texas nos Estados Unidos até a
Argentina, exceto no Uruguai e Chile (XIMENEZ, 1972; TEWES & EVERETT, 1986). No
Brasil, 0 gato mourisco ocorre em todos 0s ecossistemas e numa grande variedade ,de habitat
sendo visto no cerrado, caatinga, pantanal e Mata Atlantica incluindo vegetacao secundaria,
borda de mata, capoeira, capdes de preferéncia perto de rios, lagos e banhados (QLIVEIRA
1994) (Fig. 2). Essa espécie possui habitos predominantemente diurnos e, awm aatra
outros pequenos felinos, tem a pupila circular, caracteristica de animais diurnos. Seu hébito
alimentar é tipico de carnivoros especialistas, predando aves terrestres, lagomorfos (tapiti) e
pequenos roedores (SILVEIRA, 1999).



Figura 2: Area de ocorréncia de Puma yagouarundi, em am@iiN, 2008)

Sdo animais predominantemente solitarios, mas é possivel observar dois individuos
juntos na natureza, o que geralmente corresponde a méae e ao filhote jovem. A gestacdo do
gato mourisco dura em torno de 78 dias, quando geralmente nascem dois filhotes
(McCARTHY, 1992). Atualmente é classificado como vulneravel nas regifes sul e sudeste do
Brasil estando ainda presente na lista das espécies da fauna ameacada de extingdo no Ric
Grande do Sul e na lista vermelha de animais ameacados de extingdo no estado do Parana
(MARQUEet al., 2002, PARANA, 1995) e também é categorizado no apéndice | da
Conventiononinternational Trade in EndangeredSpeciesof Wild Fauna and Flora (CISES) na
Américas do Norte e Central, e no apéndice Il nas outras regides. A despeito de sua categoria
de animal vulneravel, € uma das espécies de felideos silvestres menos estudadas atualmente

sendo pouco conhecidos seus aspectos comportamentais, fisiologicos e reprodutivos.



2.2. TESTICULO

O testiculo dos mamiferos € um 6rgdo de forma ovalada a arredondada, geralmente
localizado fora da cavidade abdominal em uma prega cutanea denominada escroto, sendo que
nos felinos o escroto é perineal, séssil e comumente revestido por pelos (DYCEA2004).
localizacé&o testicular é importante na maioria das espécies de mamiferos devido a necessidade
de uma temperatura inferior nos testiculos do que a temperatura da cavidade abdominal, para
manter as funcdes testiculares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Este 6rgdo estd envolto pela albuginea testicular, uma capsula constituida de tecido
conjuntivo fibroso e, em algumas espécies, também por células contrateis (SETCHELL,
1991). Esta tunica é continua com trabéculas de tecido conjuntivo, os septos testica@lares, qu
convergem para o interior do testiculo no sentido do mediastino testicular formando l6bulos
testiculares, que apresentam vasos e alojam os tubulos seminiferos (PAULA, 1999;
CARRETTA JUNIOR, 2008).

Embriologicamentea maioria das células somaticas constituintes dos testiculos sé&o
procedente dos ductos mesonéfricos e do epitélio celomatico, exceto as células germinativas,
que se originam do epiblasto (KARL & CAPEL, 1998; MERCHANT-LARRIOS &
MORENO-MENDOZA, 1998). Funcionalmente o testiculo pode ser dividido em dois
compartimentos principais, tubular e intertubular (ASHDOWN & HANCOCK, 1988). O
compartimento tubular, onde ha o epitélio germinativo ou seminifero, que € constituido por
dois tipos de células, as da linhagem germinativa e as somaticas ou células de Sertoli que
envolvem e nutrem as células germinativas. No compartimento intertubular, se localizam as
células intersticiais de Leydig, responsaveis pela producdo de testosterona, além de vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo (ROND&N2000;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Controlando as funcdes, enddcrina e exdécrina do testiculo, estdo os hormdnios
gonadotroficos hipofisarios. O horménio foliculo estimulante (FSH) esta relacionado com o
inicio e manutencdo da atividade gametogénica dos tubulos seminiferos,e o horménio
luteinizante (LH) que controla a atividade endodcrina das células de Leydig. Essas, séo

responsaveis pela produgéo de testosterona, ddo suporte a atividade gametogénica, além de



serem responsaveis pelas caracteristicas sexuais secundarias no macho adulto (ASHDOWN &
HANCOCK, 1988).

Entre o tamanho corporal e o tamanho dos testiculos existe uma relacdo conhecida como
indice gonadossomatico (IGS). Este indice pode fornecer informacfGes sobre a fisiologia
reprodutiva e até mesmo sobre o sistema de acasalamento de uma espécie (KENAGY &
TROMBULAK, 1986). Animais que adotam comportamento sexual baseado em sistemas
promiscuo ou poliandrico, no qual diferentes machos copulam com a mesma fémea no mesmo
ciclo estral, apresentam maior IGS quando comparados aos que adotam sistemas
monogamicos ou poliginico, no qual um Gnico macho é responsavel pela copula com uma ou
varias fémeas (SHORT, 1997).

Existe também uma correlacdo entre o peso testicular e a producdo espermatica
(AMANN, 1970; OLAR et al., 1983; FRANCA & RUSSELL, 1998). Entretanto, o tamanho
testicular ndo acompanha, proporcionalmente, o tamanho corporal, sendo o investimento
somatico em massa gonadal maior em animais de pequeno porte em relagdo aqueles de maior
porte corporal (KENAGY & TROMBULAK, 1986). Esse fato contribui para a economia de
energia jaA que animais de grande porte produzem quantidades excessivamente grandes de
espermatozoides, sem a necessidade de maior investimento em tamanho testicular (PAULA,
1999).

2.2.1. COMPARTIMENTO TUBULAR

Ha grande variacdo na proporcdo volumétrica do tubulo seminifero no testiculo entre as
diferentes espécies, sendo esse componente 0 mais abundante do parénquima testicular en
todas as espécies ja estudadas (FRANCA & RUSSELL, 1998). Parametros quantitativos
diretamente relacionados com o tibulo seminifero, como o didmetro tubular, a espessura do
epitélio seminifero e o comprimento total de tubulos seminiferos, apresentam relacéo positiva
com a atividade espermatogénica, fornecendo informagbes que permitem a descricdo da
mesma em uma dada espécie (FRANCA& RUSSELL, 1998; PAULA, 1999).

O epitélio seminifero € composto por quatro camadas de células germinativas de geracdes
distintas. Na camada basal do epitélio seminifero observam-se espermatogbnias e

espermatdécitos primarios iniciais; nas camadas intermediarias observam-se geragfes de
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espermatdcitos primarios mais desenvolvidos e espermatocitos secundarios; ha camada apical
encontram-se as esperméatides. Todas essas células estdo organizadas numa série bem definid
de associacdes celulares ou estadios. Estes estadios se sucedem numa determinada area c
epitélio seminifero, com o decorrer do tempo. Esta sequéncia, assim ordenada, constitui o
processo denominado ciclo do epitélio seminifero (CES) (LEBLOND & CLERMONT, 1952;
SWIERSTRA, 1968; ORTAVANT et al., 1977; RUSSEkt al., 1991). Entre os métodos
utilizados para se estudar os estadios do ciclo do epitélio seminifero, o mais empregado nos
animais domesticos € aquele baseado na forma e na localizacdo dos nucleos das espermatide:
e na presenca de figuras de divisbes meidticas (ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950;
COURQOT et al., 1970; ORTAVANT et al., 1977; GUERRA, 1983; FRANCA, 1991), método

este designado como da morfologia tubular segundo Berndtson (1977).

Para quantificar a espermatogénese € fundamental o conhecimento do ciclo do epitélio
seminifero, a caracterizacao dos estadios que o compde e a determinacéo da frequéncia deste:
estadios. A espermatogénese é um processo sincrébnico e regular de divisdo celular e
diferenciacéo, pelo qual uma espermatogbnia-troncoorigina uma célula hapléide altamente
especializada (JOHNSON, 1991; FRANCA & RUSSELL, 1998). Esta diferenciacéo
complexa e organizada envolve trés fases, baseando-se em consideracbes morfoldgicas e
funcionais: (1) fase proliferativa (espermatogonial) na qual as células sofrem répidas e
sucessivas divisdes mitéticas; (2) fase meidtica (espermatdécitos), na qual o material genético é
duplicado e passa por recombinacéo genética e por duas divisdes celulares sequenciais e (3)
fase de diferenciacdo ou espermiogénica, na qual as espermatides sofrem intensas
modificagdes, transformando-se em espermatozoides.

A sustentacdo e organizacdo das células germinativas ao longo do epitélio seminifero séo
feitas por uma célula somatica denominada célula de Sertoli (RUSSELL et al., 1990a). Esta
desempenha papel fundamental na mediacdo da acdo do FSH e da testosterona no processt
espermatogénico, no suporte e nutricdo das células germinativas em desenvolvimento, na
compartimentalizacdo do epitélio seminifero, na liberacdo de espermatozoides no lume
tubular, na secrecéo de fluidos e na fagocitose de células germinativas em degerdwacédo e
excesso de citoplasma das espermatides em espermiacdo (RUSSELL & GRISWOLD, 1993;
FRANCA & RUSSELL, 1998).

As células de Sertoli tém sido utilizadas numericamente como ponto de referéncia para a
quantificacdo e a corregcdo de contagem de células germinativas (CLERMONT &
MORGENTALER, 1955; BUSTOS-OBREGON, 1970; SHAKKEBAK & HELLER, 1973;
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FRANCA, 1991). Essas células constituem ainda, base para o estudo de alteracdes no
processo espermatogénico, em decorréncia de fatores patologicos e terapéuticos (ROWLEY
& HELLER, 1971; RUSSELL & CLERMONT, 1977; KUMI-DIAKAetal., 1983; SINHA-

HIKIM et al., 1991).

O estudo quantitativo das células que compdem o epitélio seminifero é essencial para o
entendimento do processo espermatogénico possibilitando, ademais, valiosas correlagbes com
achados fisiologicos e bioguimicos (ROOSEN-RUNGE & GIESEL Jr., 1950; WING &
CHRSTENSEN, 1982; RUSSELL et al., 1991;RUSSELL et al.1993; FRANCA et al., 1994,
FRANCA et al., 1995). Assim, além de permitir a determinac¢éo do rendimento intrinseco da
espermatogénese (BERNDTSON & DESJARDINS, 1974; CARDOSO & GODINHO, 1985;
FRANCA et al., 1995) a avaliacdo histolégica quantitativa dos testiculos torna também
possivel a verificagdo de normalidade ou ndo da espermatogénese, a observacdo do tipo
celular que esta sofrendo degeneracdo, ou mesmo se ocorre degeneracdo (AMANN, 1981;
FRANCA, 1991; RUSSELL et al., 1991 e 1993; FRANCA et al. 1994).

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénaestdo organizadas em estadios. Com excecdo de algumas espécies de
primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero é segmentar em todos os
mamiferos investigados, existindo somente um estadio por seccao transversal de tubulo
seminifero (LEBLOND & CLERMONT, 1952; RUSSELL et al., 1990a).

Amann e Almquist(1961) desenvolveram a metodologia para 0 acesso a reserva
espermatica testicular através da quantificacdo da populacdo de espermatides no epitélio
seminifero, ou seja, o numero potencial de espermatozoides em producédo no testiculo, ou por
grama de testiculo a cada ciclo do epitélio seminifero de uma dada espécie (AMANN &
LAMBIASE, 1969 BERNDTSON, 1977). Estes mesmo autores descreveram a producéo
espermatica testicular como sendo a divisdo da reserva espermatica por um divisor de tempo,
a duracdo do ciclo do epitélio seminifero (AMANN & ALMQUIST, 1962). Quando esta
duracdo € calculada em relacdo ao peso do testiculo, converte-se no mais importante
parametro de comparacdo interespecifica da avaliacdo do processo espermatogénico
(AMANN & LAMBIASE, 1969).



2.2.2. COMPARTIMENTO INTERTUBULAR

O compartimento intertubular consiste de diferentes componentes alocados entre os
tubulos seminiferos.Dentre estes estdo tecido conjuntivo, nervos, vasos sanguineos e
linfaticos, porém o principal componente deste compartimento € a célula de Leydig
(HOOKER, 1970).

As células de Leydig iniciam a secrecdo de testosterona ainda na vida fetal, para a
diferenciagdo embrioldgica 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
mesmo entre individuos da mesma espécie. Dentre os inUmeros fatores que podem influenciar
0 seu numero por animal, estdo a quantidade de LH disponivel, o nimero de receptores de LH
por célula, a quantidade de testosterona que a célula de Leydig é caparetie pec
unidade de tempo, a velocidade pela qual a testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos,
vasos sanguineos e fluidos seminais, o volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo
da testosterona (RUSSELL et al., 1994; RUSSELL, 1996).

Estudos correlacionando a estrutura e a funcdo das células de Leydig, em vérias espécies
de mamiferos mostraram que, variagdes na secrecdo de testosterona resultam mais da
capacidade individual desta célula em secretar este horménio do que de diferencas do volume
total das mesmas no testiculo (EWINGaI., 1979). Esta capacidade esta altamente associada
com a quantidade de reticulo endoplasmético liso presente na célula de Leydig (ZIRKIN et
al., 1980). Neste sentido, Costa et al. 2006 observaram que os niveis séricos de testosterona
em capivaras (Hydrochoerushydrochaeris), apresentaram correlacdo positiva e significativa
com o volume individual de células de Leydig e ndo com a sua proporcéo total ou o numero

das mesmas por testiculo.

2.3.BIOPSIA TESTICULAR



A biopsia testicular é utilizada em muitos casos para a avaliagdo de patologias
relacionadas a infertilidade (NSEY&al., 1984). Sendo as mais frequentemente observadas
a aplasia de células germinativas, hipoespermatogénese, condic¢des inflamatodrias e neoplasias
(LOPATE et al., 1989). A biopsia testicularaéécnica comumente utilizada pois permite
adquirir amostras representativas do testiculo para o estudo espermatogénico sem efeitos
deletérios a producao espermética dos individuos (MASCARENHAS et al. 2006).

Os fragmentos testiculares obtidos por bidpsia incisional também fornecem amostragem
significativa de parénquima testicular (HUNT & FOOTE, 1997), provendo informacdes que
sdo representativas para ambos os testiculos quando estes apresentam tamanhos comparave
(LOPATE et al., 1989). Assim, a bidpsia testicular pode também ser usada na descricdo
histol6gica quantitativa e qualitativa do parénquima testicular em espécies silvestres, sem a
necessidade de castracdo (BITTENCOURT, 2003; GUIAO LEITE, 2002).

2.4.IMUNOHISTOQUIMICA

A duracédo do ciclo do epitélio seminifero € uma constante bioldgica espécie especifica, o
que significa que ndo ha variacdo significativa dentro de uma mesma espécie, porém,
variacdes interespecificas sdo marcantes (GUIAO LEITE, 2002; BITTENCOURT, 2003;
PARAPANOQV et al., 2007).

Para o célculo da duragdo do ciclo do epitélio seminifero sédo utilizados marcadores
celulares, como a timidinatriciada (CARDOSO & GODINHO, 1982; FRANCA, 1991;
PAULA, 1999; GUIAO-LEITE et al., 2006; BITTENCOURT et al., 2007) ou a
bromodeoxiuridina (BrdU) (BALARINI et al., 2011; VASCONCELOQOS, 2011) que permitem
aplicacdes diretamente no parénquima testicular ou aplicacdes sistémicas (ELLWART &
DORMER, 1985; PEIXOTO, 2010).

Os métodos imunohistoquimicos estdo cada vez mais difundidos nos laboratérios e ja se
encontram entre 0s mais Uteis e comumente usados para avaliacdo da proliferacdo celular
(MELLO & ALVES, 1999). A bromodeoxiuridina (5-broni-deoxiuridina), também
designada por BrdU, € uma pirimidina analoga da timidina que é seletivamente incorporada
ao DNA celular durante a fase S do ciclo celular, fase de duplicacdo do DNA. Poremeio d

técnica imunohistoquimica, com o uso de anticorpos anti-BrdU, é possivel a identificacdo das
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células que incorporaram este precursor in vivo (FAGERHOLM et al., 1994). Por ser uma
técnica ndo radioativa a incorporacdo do BrdU é uma alternativa ao meétodo da
timidinatriciada para estudos morfofuncionais, j& que é uma técnica com abordagem
adequada, precisa e rapida para determinar o ciclo do epitélio seminifero (ROSIEHREN
1997).

3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo descrever, através da biometria testicular e corporal,

as caracteristicas morfofuncionais do testiculo em gato-mourisco, mais especificamente:

. Determinar as proporgdes volumeétricas entre os componentes testiculares;
. Calcular os indices gonadossomaético, tubulossomatico e leydigossomatico;
. Calcular a duracédo do ciclo do epitélio seminifero, indice de células de Sertoli, o

rendimento intrinseco de cada fase do processo espermatogénico bem como a producao
espermatica diaria, e as correlacbes destes itens com parametros biométricos corporais,

testiculares e seminais.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados cinco gatos mouriscos machos adultos, mantidos em condi¢cdes de
cativeiro em dois centros devidamente regularizados pelo IBAMA, um animal do Centro de
Triagem de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vigosa e quatro do Parque
Zoologico de Sao Paulo. Todos os procedimentos foram realizados com aprovacao da
Comisséo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV), registro
na CEUA numero 36/2013, e do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (SisbidBAMA/nimero 40034-1).
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Estes animais foram submetidos a bidpsia testicular, sendo inicialmente submetidos a
jejum prévio de 12 horas a administracdo dos agentes anestésicos. Cada animal recebeu comc
medicacdo prérestésica sulfato de atropina (0,04 mg/kg), seguido da sedacdo com 1 mg/kg
de cloridrato de xilazina e inducdo com anestesia geral através de anestesia inalatéria com
isofluorano a 1% de saturagdo. Os animais foram entdo pesados e tiveram as medidas de
comprimento de corpo, comprimento de cauda, didmetro toracico e a altura de membro
toracico, mensuradas. Durante o procedimento a frequéncia cardiaca e a saturacao de oxigénio
foram aferidas com uso de oximetro de pulso. A frequéncia respiratoria foi aferida pela
observagdo dos movimentos abdominais de inspiragdo e expiragao.A temperatura retal foi
mensurada com auxilio de um termémetro digital. Todos os parametros foram avaliados a
cada 15 minutos. Apos o fim dos procedimentos os animais tiveram os efeitos da xilazina
revertidos através aplicacdo intravenosa de 20mg/kg de ioimbina. Os animais tiveram
criterioso acompanhamento médico veterindrio até poderem se manter em estacéo,
possibilitando uma recuperacdo poés-anestésica confortavel e segura. Como medidas
profilaticas pos-operatdrias 0s animais receberam terapia antibidtica e antiinflamatéria.

O procedimento de bidpsia testicular foi precedido de mensuracfes percutaneas de ambos
os testiculos, utilizando paquimetro digital, registrando-se largura, a espessura e 0
comprimento, para o célculo dos respectivos volumes. Com a finalidade de se obter maior
precisdo do célculo de volume testicular também foi mensurada a espessura de uma prega
dupla de pele do escroto, para se descontar das demais medidas testiculares.

Um dos animais recebeu, diretamente na regido média do parénquima testicular, uma

aplicacdo de 0,1ml de 5-bromodeoxiuridina (BrdU).

4.2.COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Apos tricotomia e antissepsia local, a pele do escroto foi incisada,e com o auxilio de um
bisturi circular de 2 mm de diametro foi obtido um fragmento da regido média do testiculo
direito ou esquerdo que foi imediatamente fixado, em solucdo de Karnovsky, 1965, em
temperatura ambiente por um minimo de duas horas, sendo posteriormente armazenados sob

refrigeragcdo em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4.
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Os fragmentos foram incluidos em resina glicol metacrilato, sendo para isto desidratados
em séries de concentracdes crescentes de alcoois (70%, 80%, 90% e 100%) permanecendc
meia hora em cada concentracdo, com posterior infiltracdo em resina plastica, e a seguir
inclusdo, na mesma resina, com a adicdo de catalisador. Com navalha de vidro foram obtidos
tantos cortes histoloégicos quanto possiveis, com 3um de espessura em intervalos de 30 um, 0s
quais foram corados com solucao de azul de toluidina / borato de sédio (1%).

O animal que recebeu a aplicacdo de BrdU passou pelo mesmo procedimento de biopsia
apos 14 dias e 33 minutos da aplicacdo do imunomarcador, entretanto o fragmento coletado
desse animal foi incluido em parafina, desidratado em série crescente de etanol (70, 80, 90% e
absoluto) em banhos de 30 minutos cada e diafanizado em trés passagens consecutivas de
meia hora em xilol, até inclusdo em parafina. O bloco contendo o fragmento testicular foi
seccionado em microtomo rotativo (Reichert-JungAmericaOpticalCompany), com navalha de
aco, obtendo-se cortes sesajruenciais de 4um de espessura. Os cortes histologicos obtidos
foram colocados em laminas eletricamente carregadas, garantindo melhor adesividade dos
mesmos (ImmunoSlide®- EasyPath). As laminas foram submetidas a deteccéo por anticorpo
monoclonal e reveladas pelo sistema de coloracdo streptavidin-biotin, através do kit de

coloracao BrdU (Zymed®- Invitrogen, Camarillo, CA, EUA).

4.3. ANALISES REALIZADAS

Com os valores adquiridos da mensuracdo corporal, mais especificamente o diametro
toracico e o peso corporal do animal, foi analisada a forca da correlacédo entralessss v
visto que o diametro toracico é um parametro rotineiramente empregado na biometria
corporal de animais silvestres que pode auxiliar na previsdo do peso corporal, em trabalhos a
campo.

Utilizando as dimens@es dos testiculos,descontandos da prega dupla de pele, e através da
formula do volume do elipsoide (4/37 ABC, onde A= metade da largura, B= metade da
espessura e C= metade do comprimento) foi calculado o volume testicular em cada animal
(GUIAO-LEITE & PAULA, 2003; MASCARENHAS et al., 2006).

O indice gonadossomatico(IGS) foi calculado dividindo-se o peso de ambos os testiculos

pelo peso corporal e o resultado multiplicado por 100. Esse indice representa a porcentagem
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do peso corporal alocado em testiculos. Sobre o valor do indice gonadossomético foi inferido
o valor percentual ocupado por tdbulos seminiferos, obtendo-se assim o indice
tubulossomatico, ou seja, o percentual do peso corporal alocado em tubulos seminiferos.

As preparacdes histologicas foram avaliadas em microscopio de luz com auxilio de uma
ocular integradora dotada de 440 pontos em aumento de 400 vezes.Foi feita a avaliacdo da
proporgdo volumétrica dos componentes do parénquima testicular, através da contagem dos
elementos teciduais correspondentes aos pontos que situavam sobre espacos linfaticos, parede
ou liumen de vasos sanguineos, nucleo ou citoplasma de células de Leydig, tecido conjuntivo e
espaco tubular, em 20 campos aleatoriamente distribuidos para cada animal. Inferindo-se a
estas proporcdes o volume total do parénquima testicular, calculado previamente, foram
obtidos os volumes totais de cada componente testicular em todos os animais.

O diametro médio dos tubulos seminiferos e a espessura do epitélio seminifero foram
obtidos pela média das mensuracgfes, através de uma ocular micrométrica, em 20 seccdes
transversais de tubulos seminiferos, o mais circular possivel, em cada animal
(BITENCOURT, 2003).

Com o volume de tubulos seminiferos do testiculo e do diametro médio dos mesmos,
foi possivel a obtencdo do comprimento total do tubulo seminifero por testiculo através da
formula do volume de um cilindro (volume = area da base x altura). Associando-se o valor
encontrado para o comprimento total de tibulo seminifero ao peso testicular foi possivel obter
o comprimento de tdbulo seminifero por grama de testiculo, medida esta adequada para
comparacao entre animais de diferentes portes.

Ao microscopio de luz foram caracterizados os oito estadios do ciclo do epitélio
seminifero pelo método da morfologia tubular. Também foi realizada a contagem das
populacbes de espermatogbnias do tipo A, espermatdcitos primarios em
préleptoteno/leptoteno, espermatdcitos primarios em paquiteno, espermatides arredondas e
células de Sertoli em dez secgdes transversais de tlbulos seminiferos em estadio 1. As
populacdes celulares obtidas foram corrigidas numericamente quanto a espessura do corte e
do didmetro nuclear ou nucleolar, no caso das células de Sertoli, utilizando-se a formula de

Abercrombie (1946) modificada por Amann e Almquist (1961) descrita abaixo.
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Espessura do corte
Espessura do corte + (m)' - (DM ):
2 4

Apos as correcdes, as diferentes populacdes celulares foram utilizadas para os calculos

Niimero corrigido = contagem obtida x

do coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais, rendimento meiético, rendimento
geral da espermatogénese e indices de células Sertoli. Assim, de posse da populacéo dos
diferentes tipos celulares, computados em uma secc¢ao transversal, foi calculada a populacéo
total de cada tipo celular, além da producédo espermatica diaria por testiculo e por grama de
testiculo, com a duracao do ciclo espermatico, em cada animal.

Para a estimativa das dimensdes volumétricas da célula de Leydig foi realizada a
mensuracao do diametro de dez nucleos dessas, por animal, com auxilio de microscopio de
luz em aumento de mil vezes com uma ocular micrométrica acoplada. Com o diametro médio
do ndcleo das células de Leydig foi calculado o seu volume utilizengléérmula 4/3w 13,
onde r € o raio nuclear médio obtido. Através do célculo da propor¢cdo volumétrica dos
componentes do tecido intertubular, foi calculada a relagéo nucleo x citoplasma das células de
Leydig. Com o volume do nucleo obtido e sua proporcdo no volume total da célula de Leydig,
calculou-se o volume de uma célutderindo-se este valor ao volume total de células de
Leydig por testiculo obteve-se o numero total de células de Leydig por testiculo e
consequentemente por grama de testiculo. O indice Leydigossomatico foi obtido ao inferir a
massa corporal do gato mourisco ao volume total de células de Leydig.

A duracéo do ciclo do epitélio seminifero foi calculada através da observacao da célula
mais avancada no epitélio que apresentou marcacao, de acordo com o método da morfologia
tubular. Desta forma, foi calculada a frequéncia total dos estadios percorridos desde a
incorporacao do BrdU nos espermatdcitos jovens na aplicacdo até a marcacdo da célula mais
avancada, na coleta do material. A frequéncia dos estadios percorridos corresponde ao
intervalo de tempo decorrido, sendo calculado o periodo relativo de um ciclo do epitélio
seminifero e posteriormente do processo espermatogénico total.

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero foram caracterizados com base no método
da morfologia tubular (BERNDTSON, 1977). A frequéncia relativa dos estadios do ciclo do
epitélio seminifero foi feita através da proporcdo de cada um dos oito estadio do CES, em 100
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seccgOes transversais de tubulos seminiferos em cada animal. Para tal utilizou-se microscopio
de luz, com aumento de 200 X. Para registro e ilustracdo foram obtidas imagens digitais
capturadas em fotomicroscopio de luz (Olympus CX31), equipado com céamera digital
Olympus SC20.

Com base na populacédo de espermétides por seccédo transversal do tubulo seminifero e
no comprimento total de tubulos seminiferos, foi possivel estimar a reserva espermatica
testicular, ou seja, estimar a populacéo total de espermatides produzidas ao longo de todo o
tubulo seminifero. Como estas espermatides sdo produzidas durante o periodo de um ciclo do
epitélio seminifero, a partir do calculo da duragdo do CES, é possivel a estimativa da
producdo espermatica por dia e mesmo por grama de testiculo.

Os resultados foram avaliados quanto a média, desvio padrdo e o coeficiente de

variacdo segundo a funcao estatistica do programa Excel/ Windows7

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais utilizados apresentaram um peso corporal médio de 6,56 Kg, enquanto na
literatura consultada o gato mourisco é apresentando com peso médio maximo de 5,0 kg
(CHEIDA et al., 2006).Provavelmente o maior peso observado nos animais utilizados seja
devido as condi¢cbes de manutencdo em cativeiro, onde ha uma tendéncia de sobrepeso devido
a pouca atividade e alimentacao regular. O diametro toracico foi de 36 cm, sendo esse
umparametro rotineiramente empregado na biometria corporal de animais silvestres,

Ao correlacionar esse parametro com o peso corporal observamos um valor de 0,935 no
gato mourisco, indicando que o didametro toracico tem uma forte correlacdo positiva com o
peso corporal assim como descrito por Sarti e colaboradores (2008) em jaguatiricas
(Leoparduspardalis) adultas, tornando-se desta forma um dos parametro mais importantes
para estimativa do peso corporal.

O volume médio de ambos os testiculos foi de 2,22 ml por animal (Tab. 1), sendo este
volume considerado como o peso, uma vez que a densidade volumétrica do testiculo € muito
proxima a 1,0 (JOHNSON et al., 1981). Assim, foi possivel o célculo do Indice
Gonadossomatico (IGS) do gato mourisco como 0,032% (Tab. 1). O indice gonadossomatico

€ um importante parametro funcional, observando-se que espécies de menor tamanho corporal
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tendem a apresentar maior alocagdo em massa testicular que aquelas de maior porte
(KENAGY & TROMBULAK, 1986). Porém, a maior aplicabilidade do conhecimento do IGS

se deve ao fato de que o sistema de acasalamento de uma determinada espécie estar altamen
correlacionado com o IGS. Assim, espécies com sistemas poliandricos ou promiscuos
apresentam maior investimento corporal relativo em massa testicular, uma vez que a
competicdo pela progénie da-se no interior dos 6rgao genitais femininos, por meio da disputa
entre os espermatozoides pela fecundacdo do gameta feminino. Ja os animais com reproducao
poliginica ou monogamica apresentam menor investimento em massa testicular, uma vez que
h&4 uma competicdo entre machos e somente um tera acesso a fémea (KENAGY &
TROMBULAK, 1986).

Na familia Felidae, para a maioria das espécies, ha uma clara correlacdo do IGS com o
tamanho corporal, ou seja, animais de grande porte apresentam IGS baixo [Puma concolor
(sucuarana) 0,03% (GUIAQEITE et al., 2006), Pantera onca (onca pinjadz034%
(AZEVEDO et al., 2006)] e animais de pequeno porte IGS alto [Leopardustigrinus (gato do
mato pequeno), 0,06% (BALARINI, 2008)]. Porém, o comportamento reprodutivo parece
influenciar de alguma maneira algumas espécies, como por exemplo a jaguatirica, que por ser
um animal de porte médio, teoricamente apresentaria valores intermediarios.Entretanto Sarti
ecolaboradores (2008), descrevem o0s maiores valores ja registrados para felinos (0,12%)
implicando em um provavel comportamento polidndrico ou promiscuo. Da mesma forma os
valores de IGS, registrados no gato mourisco, ndo sao correlacionados apenas ao tamanho
corporal, uma vez que, por ser uma espécie de pequeno porte, deveria apresentar valores
proximos ao 0,06% observado em L. tigrinus e aos 0,07% registraéeliscatus (gato
doméstico) (GODINHO, 1999). Assim, com apenas 0,03% de IGS o P. yagouaroundi
apresenta valor semelhante ao observado no seu parente mais préximo, o P. concolor, um
felino de grande porte. A partir dos dados obtidos indica-se que o gato mourisco
possivelmente apresenta comportamento reprodutivo compativel como IGS baixo, porém, nao

hé& relatos na literatura para tal.

Tabela 1:Pardmetros biométricos corporais testiculares e indice gonadossomatico de P. yagouaroundi

Parametros Médias + Desvio Padrad Coeficiente de Variacdo (¥

Peso corporal (g) 6560 + 875 13,4

17



Comprimento do corpo (cm) 71,1+£8,5 12

Diametro toracico (cm) 36+2 5,6
Volume de ambos os testiculos (ml 2,22 +£0,55 24,7
indice Gonadossomatico (%) 0,032 + 0,004 12,8

s

O testiculo é composto por albuginea, parénquima e mediastino. A albuginea e o
mediastino testiculares sdo porcdes estruturais e condutoras, sendo normalmente retirados das
andlises produtivas testiculares. O parénquima testicular, funcionalmete, representa o peso
liguido do testiculo e acumula as funcbes gametogénica e androgénica respectivamente nos
compartimentos tubular e intertubular. Sdo de grande importancia para a descricdo da
fisiologia testicular as propor¢cdes volumétricas dos constituintes testiculares, uma vez que os
diferentes componentes podem interferir direta e indiretamente nas predigcbes e estimativas
produtivas. Desta forma, embora o volume ocupado pela albuginea seja possivel de célculo a
partir de fragmentos obtidos na bidpsia, a propor¢édo volumétrica do mediastino testicular s6 €
possivel a partir da dissecacéo testicular. Assim em um animal que veio a 6bito, foi possivel,
a mensuracao mediastinica e com isso a confecgcdo de um parametro proporcional (1,15%) do
volume testicular, para a estimativa nos demais animais. Este valor foi muito préximo ao
observado por Balarini (2008), cerca de 1,81%, obtido nas mesmas condi¢cdes no gato do mato
pequeno.

A albuginea testicular nos animais estudados apresentou volume médio de
aproximadamente 0,26 ml correspondendo a 13,6 % do volume testicular, valor muito
semelhante ao relatado para o gato do mato pequeno (BALARINI, 2008). Desta forma, cerca
de 14,75% do volume testicular de gato mourisco estdo alocados em mediastino e albuginea
testiculares e os demais 85,25% representam a porcdo produtiva testicular, e embora o termo
ndo seja totalmente adequado, é comumente utilizado parénquima testicular para sua
referéncia.

O parénquima testicular € dividido em dois compartimentos, o tubular e o intertubular
(AMANN, 1970; FAWCET et al., 1973; RUSSELL et al., 1990a). O parénquima testicular do
gato mourisco apresenta 82,01% de sua massa alocada em tubulos seminiferos, e 17,99%

alocada em intertubulo (Tab. 2).
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Tabela 2:Proporgéo volumétrica dos componentes do parénquima testiculares de
P. yagouaroundi

Parametros Médias + Desvio Padrao
Compartimento Intertubular (%) 17,99 + 0,073
Compartimento tubular (%) 82,01 +0,073

O compartimento intertubular € composto de pelas células de Leydig, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, e uma variada populacdo de células, entre elas macréfagos e
mastocitos (RUSSELL, 1996). No P. yagouaroundi o tecido conjuntivo mostrou-se o
componente mais abundante do tecido intertabular, representando 6,95% do parénquima
testicular, valor este menor que na maioria dos felinos silvestres, que possuem uma variacao
de 7,5% a 16,73% (BALARINI, 2008; SARTI et al, 2008; AZEVEDO et al, 2008; BARROS
et al, 2005; GUIAO LEITE et al., 2006). Apenas o gato doméstico (2,9%; GODINHO, 1999)
apresentou proporcao de tecido conjuntivo menor que a do gato mourisco.

Em relacdo as células de Leydig do gato mourisco, estas representam cerca de 4,44%

do parénquima testicular (Tab. 3), valor menor do que as propor¢cdes encontradas em outros
felinos: 6% no gato doméstico (GODINHO, 1999), 8% na sucuarana (GUIAO LEITE, 2002)
e 13% na onca pintada (AZEVEDO, 2004), e maior do que o encontrada na jaguatirica, 3,9%
(SARTI et al.,2011). Em termos volumétricos cerca de 0,0845 ml em média séo alocados em
células de Leydig em ambos testiculos no gato mourisco, perfazendo um indice
leydigossomatico (ILS) médio de 0,0013%. As células de Leydig apresentam uma importante
funcdo esteroidogénica, fundamental para a producdo espermatica e determinacdo das
caracteristica sexuais secundarias e comportamentais. Embora a funcdo androgénica nao seje
apenas uma dependéncia do volume das células de Leydig, uma vez que a capacidade
individual destas células na secrec¢do androgénica tenha um peso espécie especifico (EWING
etal., 1979) em resposta a quantidade de reticulo endoplasmatico liso (ZIRKIN et al, 1980), a
confeccdo do indice leydigossomatico permite a comparacao interespecifica do investimento
androgénico testicular entre espécies de diferentes portes. Assim o ILS no gato mourisco esta
proximo ao do ledo (Pantheraleo), que é de 0,0019% (BARROS et al 2004), porem ¢ inferior
ao encontrado em outros felinos, 0,005% em gato do mato pequeno (Balarini, 2008) e
0,0036% em jaguatirica (Sartiet al., 2011).

No gato mourisco o diametro nuclear médio nas células de Leydigf6j95 pum,

valor muito proximo ao observado no gato do mato pequeno, 7um (BALARINI, 2008), ¢ do
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ledo, 7,1 um (BARROS, 2005), ¢ menor que o da jaguatirica, 8,48 um (SARTI et al., 2008).
Desta forma o a um volume nuclear médio destas células em gato mourisco corresponde a
cerca de 176,53 pm3.

No presente estudo observou-se que 0 nucleo da célula de Leydig corresponde a
16,7% do volume total da célula, dentro da amplitude de 10 a 19% observada por Franca e
Russell (1998), para animais domésticos. Comportamento semelhante foi registrado para gato
domeéstico 13% (GODINHO, 1999) e onca pintada 10% (AZEVEDO et al, 2008), porém
valores menores foram registrados para a célula de Leydig do Ledo 7,1% (BARROS, 2005), e
valores percentuais maioresforam observados em gato do mato 23,9% (BALARINI, 2008) e
jaguatirica 35,11% (SARTI, 2006).

Assim, com o volume total de células de Leydig correspondendo a cerca de 0,0845 ml
foi possivel o célculo de cerca de 72,96%d células de Leydig em ambos os testiculos de
gato mourisco (tab. 3). O que corresponde a cerca de 38,78étdfas de Leydig por grama
de testiculo. Valores préximos foram registrados para a onga pintada 4% (@ZEYEDO
et al 2008), e para o ledo 57 X* IBARROS, 2005). Entretanto valores muito acima foram
registrados para o numero de células de Leydig por grama de testiculo no gato do mato
pequeno (BALARINI, 2008). Os dados relativos a propor¢cdo e volumetria de células de
Leydig ndo apresentam uma aplicabilidade funcional visto a grande variabilidade observada
entre as espécies. Ou seja, inumeros fatores podem influenciar a quantidade de células de
Leydig, dentre eles: a quantidade de LH disponivel, o nUmero de receptores de LH por célula,
a quantidade de testosterona que a célula de Leydig é capaz de secretar por umaeunidade d
tempo, a velocidade pela qual a testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos
sanguineos e fluidos seminais, o volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da
testosterona (RUSSELL et al., 1994; RUSSELL, 1996).

Tabela 3:Parametros biométricos e volumétricos referentes as células de LeydigglmuBroundi

Parametros de células de Leydig Médias + Desvio Padréo Coeficiente de Variacéo (¥
Diametro nuclear (um) 6,95 + 0,39 5,6
Volume nuclear (puf 176,53 + 82,9 58,5

Proporc¢éo nuclear (% da célula) 16,7 £ 0,03 27,5
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Namero de células nos testiculos%10 72,96 + 184 32

Numero de células/ grama de testicuI06X1< 38,78 £ 38 13,8

indice Leydigossomatico 0,001 + 0,0004 38,7

O compartimento tubular € o principal componente do testiculo na grande maioria dos
mamiferos, influenciando no peso testicular (AMANN, 1970; FRANCA & RUSSELL, 1998;
PAULA, 1999). Com excecdo dos baixos valores descritos na marmota e na capivara
(RUSSELL et al., 1990b; PAULA, 1999), a maioria dos animais investigados apresenta entre
70% e 90% de ttbulo seminifero no parénquima testicular (GUIAO LEITE & PAULA, 2003;
BARROS et al., 2004; AZEVEDO et al., 2006; BITTENCOURT et al., 2007; SARTI et al.
2008; CALDEIRA et al., 2008). Dentre os felinos, a proporgdo de tubulo seminifero P.
yagouaroundi (82,01%) esta proxima ao observado no L. tigrinus,de 81,29% (BALARINI,
2008) e ao L. pardalis, de 80,75% (SARTI et al, 2008), porém superior aos valores descritos
para os demais felinos estudados como o P. concolor 78% (GUIAO LEITE & PAULA,
2003), o P. onca 77% (AZEVEDO et al, 2006) e o P.leo 75,6% (BARROS et al, 2004).

Na caracterizacdo do compartimento tubular a medida do didmetro tubular € uma
abordagem classicamente utilizada como indicador da atividade espermatogénica em
investigacdes envolvendo a funcgéo testicular (ATTAL & COUROT, 1963; GODINHO &
CARDOSO, 1979; FRANCA & CARDOSO, 1998; SINHA HIKIN et al, 1991; RUSSEL et
al,1994; MUNOZ et al, 1998). O valor observado na maioria dos amniotas varia de 180 a 300
um (ROOSEN-RUNGE, 1977), mas 0 gato-mourisco mesmo estando dentro dessa margem
(198,93 um), apresenta um didmetro de tibulo seminifero (Tab. 4) inferior aos dos felinos ja
estudados que variam entre 228 a 257um (GODINHO, 1999; GUIAO-LEITE & PAULA,

2003; AZEVEDO, 2004; BARROS, 2005; BALARINI, 2008). Em estudos com rato, Wing e
Christensen (1982) reportaram diferencas significativas no diametro tubular ao longo do
tubulo seminifero, acompanhando as varia¢des do ciclo do epitélio seminifero, relacionadas
com o aumento do lume tubular que precede a espermiacdo. Assim, a mensuracao da
espessura do epitélio seminifero € mais efetiva para a avaliagdo da producdo espermatica do
gue o diametro tubular. O valor da espessura do epitélio seminifero no gato-mourisco foi de
81,48 um, superior ao relatado em L. tigrinus(78,86 um por BALARINI, 2008), em P
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concolor(67 um por GUIAO LEITE & PAULA, 2003) e em L. pardalis(75,4 pm por SARTI

et al, 2008). Entretanto o valor encontrado nesta espécie foi inferior ao encontrado em P.
onca(90,3 um por AZEVEDO et al, 2006) e em P. leo(92,3 um por BARROS et al,e2004)
préoximo ao valor encontrado em F. catus(81 pum por GODINHO, 1999).

Na mensuracdo do compartimento tubular o gato mourisco apresenta 57,36 metros de
tubulos seminiferos em ambos os testiculos (Tab. 4). Porem h& uma grande variacao entre as
diferentes espécies no tamanho testicular e por isso, ndo é significativa comparacdo quanto ao
comprimento total de tubulo seminifero, sendo o comprimento tubular por grama de testiculo
um parametro mais significativo para comparacédo interespecifica (BALARINI, 2008). O
comprimento de tubulo seminifero por grama de testiculo do gato-mourisco é superior aos
demais felinos estudados, sendo seu valor de 26,8 um (Tab. 4) e variando de 12,2 a 23 um
para outras espécies de felinos, (BALARINI, 2008; SARTI et al, 2008; AZEVEDO, et al
2006; BARROS et al, 2004; GUIAO LEITE & PAULA, 2003 e GODINHO, 1999).

O indice tubulossomatico (ITS) descreve o investimento corporal em tubulos
seminiferos e também adequa-se ao estudo comparativo entre espécies de diferentes portes
fisicos. Segundo Kenagy e Trombulak (1986), o investimento produtivo gametogénico reflete
0 comportamento reprodutivo, sendo que 0s animais promiscuos e poliandricos apresentam
maior investimento em tubulos seminiferos que aqueles mogamicos e poliginicos. Desta
forma o gato-mourisco com valor médio registrado para o ITS de 0,027% (Tab. 4),
aproximase aos valores observados para o P. concolor (0,02%; GUIAO LEITE, 2002) e P.
onca (0,02%; AZEVEDO, 2004). Apresentando valores aquém do observado para o L.
pardalis
(0,074%; SARTI et al, 2008), o F. catus (0,06%; GODINHO, 1999) e L. tigrinus (0,04%;
BALARINI, 2008). Desta forma, embora o gato mourisco apresente proximidade filogenética
com o P. concolor, seria esperado um comportamento morfométrico testicular proximo ao

observado nos felinos de pequeno porte, o que nao é observado.

Tabela 4:Dados sobre a biometria do compartimento tubular em P. yagouaroundi.

Parametros Médias + Desvio PadracCoeficiente de Variacao (%

Tabulo seminifero (%) 85,5 +0,0277 3,2

Diametro de tubulo seminifero

(Hm)

198,93 + 13,78 6,9
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Espessura de epitelio seminifero

81,48 +4,13 51
(Lm)
Comprimento total de tubulo
_ 57,36 £ 16,05 28
seminifero (m)
Comprimento de tubulo seminifero
] 26,8 + 5,29 15,1
grama de testiculo (m/qg)
indice Tubulossomatico (%) 0,027 £ 0,003 11,9

Trés fases distintas podem ser observadas durante o processo espermatogénico: a fase
proliferativa, na qual as espermatog6nias sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitoticas; a
fase meiodtica, na qual o material genético é recombinado e segregado, e a fase
espermiogénica, onde as espermatides se transformam em células estruturalmente equipadas
para atingir e fertilizar o gameta feminino (RUSSELL et al., 1990b). Em todos os mamiferos
investigados somente de 15% a 50% dos espermatozoides teoricamente esperados sao
produzidos (HUCKINS, 1978; CASTRO et al.,, 1997; FRANCA & RUSSELL, 1998;
SWERDLOFF et al.,, 1998). Isto provavelmente se deve a uma degeneragdo densidade
dependente, onde a apoptose € o mecanismo homeostético utilizado para limitar as células
germinativas a um numero que possa ser suportado pelas células de Sertoli disponiveis
(HUCKINS, 1978; DE ROOIJ & JANSSEN, 1987; DE ROOIJ & LOK, 1987; SHARPE,
1994; DE ROOIJ, 1998; SANTOS, 1999). Desta forma, as perdas celulares sdo um

componente integrante do processo espermatogénico.

Tabela 5:Populacgéo celular corrigida por seccao transversal de tibulo seminifero

Parametros Médias + Desvio Padrao Coeficiente de Variacao (%
Espermatogbnia A 2,93+0.17 6
Espermatocito primario em
] ] i 19,22 + 0,53 18,61
préleptoteno/leptoteno
Espermatdcito primério em paquiten 17,86 £ 1,25 8,54
Espermatide arredondada 55,44 + 3,64 6,95
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Nos animais domésticos € esperado um valor entre 14,6 a 24,8 espermatoécitos
primarios em pré-leptéteno para cada espermatogonia tipo A (FRANCA & RUSSELL, 1998),

0 gato mourisco apresentou 6,55 células (Tab. 6), um valor superior ao descrito para outras
espécies de felinos que tem uma variacéo de 7,7 espermatocitos na sucuarana (GUIAOLEITE,
2002) a 16,8 na jaguatirica (SARTI et al. 2008).

Na fase meidtica é onde geralmente ocorre a maior perda numérica de células nos
mamiferos ja estudados (ROOSEN-RUNGE, 1973, FRANCA & RUSSELL, 1998; FRANCA
et al., 1999). A maior parte dos autores cita que as apoptoses que ocorrem na meiose fazem
parte do mecanismo de eliminagdo de células com cromossomos anormais ou aberrantes
(ROOSEN-RUNGE, 1973; SHARPE, 1994). No gato mourisco observou-se uma perda de
22,5% do namero potencial maximo de espermatides produzidas a partir de espermatocitos
primarios (Tab. 6). Proximo aos valores registrados na onca pintada 20% (AZEVEDO et al
2006), na jaguatirica 20% (SARTI, 2006) e sucuarana 25% (GUIAO LEITE & PAULA,
2003) superior aos 12% do gato do mato (BALARINI, 2008) e inferior apenas aos valores
descritos para o ledo 33% (BARROS et al, 2007).

O rendimento geral da espermatogénese é uma mensuracdo da eficiéncia do processo
espermatogénico como um todo, e é calculado a partir da populacdo de espermatides
arredondadas por secc¢éo transversal do tdbulo seminifero. Sua confiabilidade como um indice
de avaliacdo da producdo de espermatozoides baseia-se no fato de que perdas durante ¢
processo espermiogénico sdo consideradas pequenas e nao significativas (AMANN, 1970;
BERNDTSON, 1977; RUSSELL & PETERSON, 1984; JOHNSON et al.,, 2000). O
rendimento geral da espermatogénese no gato mourisco foi 18,9 células, significando que,
18,9 espermatozoides foram produzidas a partir de cada espermatogodnia tipo A (Tab. 6), um
rendimento geral mais préximo ao do gato domeésticos (16,3) encontrado por Franca e
Godinho (2003), porém inferior ao de outros felinos selvagens como a jaguatirica (57,0)

demonstrado por Sarti e colaboradores (2008).

Tabela 6:Dados de rendimento da espermatogénese

Rendimento da espermatogénese

Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogonic

(Espermatogébnia A: Espermatécito | PL/L) 1:6,55

24



Ocorréncia de perdas celulares durante a profase mei

(Espermatdcito | PL/L: Espermatdcito | PQ) 1:093

Rendimento meidtico 1310
(Espermatocitos | PQ: Espermétides Arredondadas T

Rendimento geral de espermatogénese (Espermatogol 1:18.90

Esperméatides Arredondadas)

A célula de Sertoli desempenha um papel fundamental na morfofisiologia da
espermatogénese e suas funcdes incluem desde a sustentacao fisica das células germinativas
até a producdo de inumeros fatores paracrinos/autécrinos que modulam a producao
espermatica. Desta forma, o nimero de células de Sertoli por testiculo € o principal fator na
determinacdo da producdo espermatica e no tamanho do testiculo (FRANCA et al., 1995).
Cada célula de Sertoli tem uma capacidade de suporte de células germinativas relativamente
fixa em cada espécie e como a sua populacdo ndo aumenta apds a puberdade e ao longo do
diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero, serve como referéncia para se quantificar e
avaliar funcionalmente o processo espermatogénico (STEINBERGER & STEINBERGER,
1971; ORTH, 1982; ORTH et al., 1988; FRANCA & RUSSELL, 1998).

Nas diferentes espécies estudadas a capacidade de suporte das células de Sertoli é
variada sendo esta capacidade, uma relacdo espécie-especifica (RUSSELL & PETERSON,
1984; FRANCA & RUSSELL, 1998; FRANCA et al., 1999). O gato mourisco apresenta uma
capacidade de suporte de células de Sertoli para células germinativas de 24,3 células (Tab. 7),
valor mais proximo ao do gato do mato pequeno, 21,57 células espermatogénica (BALARINI,
2008) e superior ao das outras espécies de felinos, 9,2 células descritas por Azevedo e equipe
(2006) em onca pintada, 12,5 em suguarana (GUIAO LEITE & PAULA, 2003), 14,9 em ledo
africano (BARROS et al., 2007) e 14,38 para jaguatirica (SARTI, 2006).

Tabela 7:Capacidade de suporte das células de Sertoli

Capacidade de suporte das células de Sertoli

Sertoli: Espermatogdnia A 1:0,75
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Sertoli:Espermatécito | PL/L 1:494
Sertoli:Espermatocito | PQ 1:4,60

Sertoli:Espermatide Arredondada 1:14,24

A reserva espermatica testicular quantifica o nimero potencial de espermatozoides em
producdo no testiculo no periodo de um ciclo do epitélio seminifero (AMANN &
LAMBIASE, 1969; BERNDTSON, 1977). E um parametro bastante util em experimentagéo
intraespecifica envolvendo a producdo espermatica, visto que o tempo requerido para
producdo dos espermatozoides € uma constante bioldgica para membros da mesma espécie
(BERNDTSON, 1977). Assim, naquelas experimentacdes interespecificas, comparacdes na
producdo espermatica devem considerar a duracao do ciclo do epitélio seminifero, uma vez
que individuos de espécies distintas, mesmo apresentando reserva espermatica semelhante
apresentam diferentes velocidades no ciclo espermatogénico apresentando producdes diarias
distintas.

Assumindo-se que a perda na espermiogénese nao € significativa, a reserva
espermatica do testiculo (RET) é calculada com base na populacdo de esperméatides
arredondadas contabilizadas por secc¢ao transversal de tubulos seminiferos no estadio 1. Como
uma secc¢ao transversal compreende uma fragéo do tubulo seminifero limitada a espessura do
corte histolégico, a populacdo calculada para o comprimento total do tdbulo seminifero

corresponde a reserva espermatica testicular. Assim:

RET = Populacado de espermatides arredondada por seccdo transversalimeampotal de tibulos

Espessura do corte histol6gico

No gato mourisco a reserva espermatica de ambos os testiculos foi calculada em
952,14 milhdes de espermatozoides, o que corresponde a cerca de 432,79 espermatozoide pol
grama de testiculo. Valor superior ao observado para a jaguatirica (356 milhdes, CASTRO,
2012), sucuarana (268 milhdes, GUIAO LEITE & PAULA, 2003) e ledo africano (103
milhdes, BARROS, 2005).

As avaliacbes do processo espermatogénico sao realizadas em secc¢des transversais dc

tubulo seminifero, onde é possivel a visualizacdo de quatro a cinco camadas concéntricas de
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células germinativas. Cada camada € composta por uma geracdo celular em uma fase
especifica de desenvolvimento, caracterizada por um acurado desenvolvimento sincrénico,
uma vez que todas as células desta determinada geracéao apresentam-se interligadas por ponte
citoplasmaticas (DE ROOIJ, 1998; PEIXOTO, 2010). Assim, é possivel a identificacdo de
aproximadamente quatro geracdes distintas de células esperméticas ao longo da espessura d
epitélio seminifero, sendo que as camadas proximas ao lume apresentam grau de
desenvolvimento mais avancado do que as camadas basais. A medida que a geracdo mais
avancada é liberada no lume como espermatozoide, uma nova geracao é formada na base.
Este mecanismo € denominado ciclo do epitélio seminifero, e h4 um sincronismo extremado
do desenvolvimento celular entre as diferentes geragdes. Devido a isto um arranjo repetitivo
de inter relacdo é observado entre as camadas durante o ciclo do epitélio seminifero e séo
denominados estadios do ciclo do epitélio seminifero. Através do método da morfologia
tubular, Berndtson (1977) descreve um arranjo constante de oito estadios para todos os
mamiferos j& estudados.

O ciclo do epitélio seminifero do gato mourisco foi descrito com base no método da

morfologia tubular conforme abaixo:

Estadio I: foi caracterizado pela auséncia de espermétides alongadas e pela praseaca de
geracdo de espermatides com nucleos arredondados e escuros, 0os quais em geral formavan
trés a quatro camadas préximo ao lume do epitélio seminifero (Fig.3, Estadio 1). O nucleo da
célula de Sertoli apresenta um grande desenvolvimento do nucléolo e cromatina frouxa e as
espermatogbnias do tipo A e os espermatdcitos primarios se encontravam em transicao de
préleptéteno para leptdéteno proximo a membrana basal. Os espermatécitos em paquiteno

estavam entre as espermatides arredondadas e espermatocitos em pré-leptoteno/leptéteno.

Estadio Il: caracterizado pela presenca de espermatides com o nucleo em alongamento,
direcionadas no sentido dos nucleos das células de Sertoli. Préximo a lamina basal foram
encontrados espermatocitos primarios em leptéteno, em paquiteno e em transicdo para
espermatoécitos em diplétenos. Espermatogénia do tipo A, nlcleos e nucléolos das células de
Sertoli apresentaram morfologia semelhante ao estadio | (Fig. 3, Estadio Il). As espermatides

presentes no estadio Il apresentavam-se em formato mais alongado.

27



Estadio lll: foram observados feixes formados por espermatides, cujos ndcleos apresentam
um maior alongamento. Duas geracdes de espermatdcitos primarios em zigbteno e em
dipléteno, com seus nucleos caracteristicamente grandes, também foram visualizados (Fig. 3,
Estadio Ill). As células de Sertoli apresentam um nucléolo proeminente e as espermatogénias

do tipo A foram observadas préximos a lamina basal.

Estadio IV: o aspecto mais caracteristico € a ocorréncia de duas divisbes meidticas,
observadas pela ocorréncia de placas metafasicas em espermatocitos primarios. Assim, 0s
espermatdécitos em dipléteno formam espermatécitos secundérios que se dividem produzindo
espermétides arredondadas. Os espermatdcitos primarios apresentavam-se em transicao de
zigbéteno para paquiteno e feixes de esperméatides alongadas com grande condensacdo

cromossomica foram observados (Fig. 3, Estadio 1V).

Estadio V: duas geracbes de espermatides foram observadas neste estadio devido a presenc:
das recém formadasespermatides arredondadas. Os espermatdcitos primarios em paquitenc

foram observados na regido intermediaria do epitélio (Fig.1, Estadio V).

Estadio VI: todos os tipos celulares observados no estadio anterior estavam presentes nesse
estadio. O aspecto caracteristico desse estadio era que os feixes de espermatides alongada
estavam mais proximos do lume tubular. Os espermatdcitos em paquiteno foram encontrados

na regido média do epitélio, e na regido basal foram observadas espermatogdnias (Fig. 3,

Estadio VI).

Estadio VII: os feixes formados pelas espermatides alongadas apresentavam-se dissociados €
localizados préximos ao lume tubular. Os nucleos dos espermatdcitos primarios em paquiteno

ocupavam a regido intermediéria do epitélio (Fig. 3, Estadio VII).

Estadio VIII: o aspecto mais caracteristico deste estadio foi a localizacdo das espermatides
alongadas bem proximas do lume tubular com flagelos bem evidentes e prontas para a
espermiacdo. Corpos residuais eram evidenciados proximos a borda luminal do epitélio.
Espermatocitos em paquiteno e espermatides arredondadas ocupavam a regido intermediaria
do epitélio e células de Sertoli, espermatogbnias do tipo B e alguns espermatdcitos primarios

em pré-leptoteno foram observados préoximos a lamina basal (Fig. 3, Estadio V).
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Estadio VIII

~ Estadiol

Estadio VII Estadioll

Estadiollll

Estadio VI

EstadioV EstadiolV

Figura 3:Montagem fotografica contendo os oito estadios do ciclo déli@pseminifero de gato mourisco (Puma
yagouaroundi). Espermatogdnia (SPTG); célula de Sertoli (S); espetmaidctransicdo pré-leptdteno/leptdteno (PL/L);
leptéteno (L); zigéteno (Z); paquiteno (P); dipléteno (D); placa metafasica (PM)mesijple arredondada (Ar); espermatide
em alongamento/alongada (Al). Azul de toluidina. 400 X

A frequéncia relativa da ocorréncia de cada estadio do ciclo do epitélio seminifero
corresponde ao percentual de sua duracdo ao longo do desenvolvimento espermatogénico.
Assim, o calculo da frequéncia dos estadios é um procedimento fundamental para estimativa
da duracéo do ciclo do epitélio seminifero, uma vez que a incorporacdo e o progresso do
marcador celular utilizado podem ser rastreado e mensurado a partir do tempo de permanéncia
1no animal. Na tabela 8 estédo descritos a frequéncia relativa dos oito estadios observados no

2gato mourisco.
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Tabela 8:Frequéncia relativa e duracdo de cada estadio e das fases do cidkglido ep

seminifero de gato-mourisco

Estadios [ [l v \% VI Vi VI
Frequéncia (%) 18 13,33 17,33 1234 11 10 7,33 10,6
Duracéo (dias) 1511,12 1,46 1,04 0,92 0,84 0,62 0,8¢

Fases Pré-meiotica Meidtica P&s-meidtica
Frequéncia (%) 48,66 12,34 39,00

Uma vez que as divisdes meidticas concentram-se em uma fase intermediaria do ciclo,
especificamente no estadio 4, é possivel a associacdo dos demais estadios em fases pré
meiotica e pdés meidtica. O gato mourisco apresenta uma concentragdo maior dosciclo no
estadios pré meidticos (Tab. 8), assim como ocorre na jaguatirica (CASTRO, 2012), porém
nos felinos de grande porte (onca pintada e sucuarana) o ciclo do epitélio seminifero apresenta
maior proporcao nos estadio pos meidticos (LEITE et al, 2006; C@8d1A2008)

A duracdo do ciclo do epitélio seminifero € uma constante bioldgica espécie
especifica, que é controlada pelo gendtipo da célula germinativa e ndo € afetado por qualquer
outro fator conhecido (CLERMONT, 1972; AMANN & SCHANBACHER, 1983).

A duracédo do ciclo do epitélio seminifero é calculada através da observacédo da célula
mais avancada no epitélio que apresentou marcacéo, de acordo com o método da morfologia
tubular. Desta forma, foi calculada a frequéncia total dos estadios percorridosadesde
incorporacdo do BrdU nos espermatdécitos jovens, no estadio 1 no momento da aplicagéo, até
a marcacdo da célula mais avancada, na coleta do material. A frequéncia dos estadios
percorridos corresponde ao intervalo de tempo decorrido, sendo calculado o periodo relativo
de um ciclo do epitélio seminifero e posteriormente do processo espermatogénico total.
Assim, apés 14 dias da aplicacdo intratesticular de BrdU no gato mourisco, foi realizada a
coleta de fragmento através de bidpsia testicular. Apds processamento imunohistoquimico, foi
observada marcacdo mais avancada em espermatides arredondadas no estadio 5, (Fig. 4)
correspondendo a uma progressao entre 161 até 172% do CES, uma vez que nao € possive!
precisar especificamente a progressédo no estadio 5. Assim o valor intermediario de 166,5%
foi considerado, correspondendo a duragdo do ciclo do epitélio seminifero de gato mourisco
de aproximadamente 8,4 dias. Uma vez que cerca de 4,5 ciclos sdo necessarios para que ume

espermatogbnia seja liberada no lume tubular como espermatozoide (BALARINI et al.,
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2011), a duracdo do processo espermatogénico do gato mourisco foi calculado como 37,8
dias.

A duracéo do ciclo do epitélio seminifero de gato mourisco é proximo aos valores
observados para o gato do mato pequeno (9,28 dias, BALARINI et al., 2011), e menor do que
aqueles registrados para a sucuarana (9,8 dias, GUIAO LEITE et al, 2006), onca pintada (12,8
dias, COSTA et al., 2008) e jaguatirica (11,3, CASTRO, 2012).

A eficiéncia espermatogénica em mamiferos é dependente principalmente da duracdo
da espermatogénese, da densidade volumétrica (%) de tubulos seminiferos no testiculo, do
namero de geracbes de espermatogbnias e da eficiéncia do processo espermatogénico
(FRANCA & RUSSELL, 1998). A producdo espermatica didria por grama de testiculo é um
dos parametros mais eficientes, que pode ser facilmente comparado entre as espécies porque
elimina a disparidade no que envolve o peso testicular e a duracdo da espermatogénese
(FRANCA & RUSSELL, 1998). Estes parametros fornecem importantes dados biolégicos
que poderdo auxiliar programas de reproducdo assistida em espécies ameacadas de extingac
(AMANN, 1970; AMANN & SCHAMBACHER, 1983; FRANCA, 1991).

Figura 4:Marcac&o imunohistoquimica (seta) observada em esperméatatkmdadas no
estadio V do Ciclo do epitélio seminifero do gato mourisco, 400x
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A producéo espermatica diaria (PED) por grama de testiculo € calculada através da
divisdo da reserva espermatica testicular pela duracdo de um ciclo do epitélio seminifero. No
gato mourisco, com uma reserva espermatica estimada em 432,79 milhdes de espermatozoide
por grama de testiculo, a producdo espermatica diaria foi estimada em aproximadamente
51,52 milhdes de espermatozoide produzidos em cada grama de testiculo.Este valor esta
acima do registrado para a Jaguatirica com 31,5 milhdes (CASTRO, 2012) e para a onga
pintada com uma producao de apenas 16,9 milhdes de espermatozoides ao dia por gama de

testiculo.

6. CONCLUSAO

No presente estudo com o gato mourisco identificamos que os animais utilizados para a
pesquisa apresentaram um peso médio de 6,5 Kg, peso esse um pouco acima do descrito ne
literatura, provavelmente por serem animais de cativeiro e possuirem uma atividade diaria
menor que em vida livre. O didmetro torécico foi de 36cm caracterizando uma correlacéo
forte entre esses parametros (0,93) o que possibilita a utilizacdo da mensuracao do diametro
toracico para a estrapolacédo do peso do animal.

O testiculo do gato mourisco apresentou um peso médio de 2,22g em ambos os testiculos
0 que representou um IGS de 0,032% valor esse proximo ao encontrado em grandes felinos.
Outros parametros comumente utilizados para comparacao entre espécies de portes diferentes
(ITS, ILS, comprimento de tubulo por grama de testiculo, células de Leydig por grama de
testiculo), ou que tém suas medidas descritas em literaturas (volume e proporcdo de nucleo de
célula de Leydig, proporcdo de tubulo seminifero no parénquima) tiveram seus valores
proximos a um dos felinos silvestres ja estudados ou dentro das medias descritas na literatura.

O que se destaca no gato mourisco sdo seus valores para a producédo de espermatozoide
pois ele apresentou uma duracdo do ciclo do epitélio seminifero menor que a de outros
felideos silvestres, levando menos tempo para a produgcdo de um espermatozoide.Também
poSsui uma reserva espermatica maior, o que leva a uma producao espermatica diaria tambéem

superior a dos felinos silvestres ja estudados.
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