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RESUMO

COSTA, Kyvia Lugate Cardoso, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2009. Avaliacdo morfofuncional do testiculo de veado-catingueiro (Mazama
gouazoubira Fischer, 1814). Orientador: Sérgio Luis P. da Matta. Co-orientadores:
Tarcizio Antonio Régo de Paula e Mariella Bontempo Duca de Freitas.

Em comparagdo com os mamiferos da familia Cervidae de outros continentes, os
cervideos da América do Sul sdo os menos estudados. Sdo escassas as pesquisas com a
finalidade de estabelecer parametros para a biologia reprodutiva dos cervideos
neotropicais. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar morfoldgica e
morfometricamente o testiculo do veado-catingueiro (Mazama gouazoubira), fornecendo
informagdes que permitam compreender os aspectos basicos da biologia reprodutiva desta
espécie. Foram utilizados sete veados-catingueiros adultos mantidos em cativeiro. Os
fragmentos testiculares foram obtidos por meio de bidpsia testicular incisional. O peso
corporal médio dos veados-catingueiros foi de 17,14kg dos quais 0,40% estdo alocados
em gonada e 0,33% em tubulos seminiferos que representaram 85,86% do parénquima
testicular. O veado-catingueiro apresentou um alto percentual de massa corporal alocada
em testiculo e tubulos seminiferos, enquadrando-se entre os maiores valores descritos
para a maioria dos mamiferos estudados. Os volumes calculados para as albugineas dos
testiculos direito e esquerdo foram de 3,52mL, representando 5,33% da massa testicular.
O volume do mediastino em ambos os testiculos foi de 1g, representando 1,53% da massa
dos testiculos. Portanto, o parénquima testicular ocupa, em veados-catingueiros adultos,
93,14% do testiculo, perfazendo um volume de 64,88mL. O didametro médio dos tubulos
seminiferos foi de 224,43um e a espessura média do epitélio seminifero foi de 69,58 um.
O veado-catingueiro apresenta em torno de 1418 metros de tibulos seminiferos em ambos
os testiculos, perfazendo uma média de 21,47 metros de tibulos seminiferos por grama de
testiculo. A organizagdo do parénquima testicular de veados-catingueiros adultos ¢
semelhante ao padrdo descrito para os mamiferos, porém com variagdes especificas
quanto a propor¢ao e volumetria dos elementos do parénquima testicular. No veado-
catingueiro, 4,48% do parénquima testicular é ocupado por células de Leydig, 4,41% por
tecido conjuntivo, 2,89% por vasos linfaticos e 2,36% por vasos sanguineos. As células de
Leydig ocorrem em grupos de tamanhos variados ndo apresentando padrdo de distribuicao
definido, podendo ser observadas ao redor dos vasos sanguineos, préximas aos vasos
linfaticos ou associadas com a lamina propria dos tubulos seminiferos. O volume médio

das células de Leydig foi de 677,52um’ e o seu didmetro nuclear médio foi de 7,18um. O

volume nuclear médio da célula de Leydig foi de 194,33um’. O nucleo da célula de
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Leydig correspondeu, em média, a 29,01% do seu volume total. O volume médio total das
células de Leydig em ambos os testiculos foi de 2,90mL. O indice Leydigossomatico foi
de 0,0084% e o nimero total de células de Leydig por grama de testiculo foi superior a 60
milhdes. O niimero de células de Leydig por grama de testiculo foi superior ao relatado
para a maioria dos mamiferos ja estudados. O intertubulo de veado-catingueiro apresenta
populagdo celular semelhante ao descrito para mamiferos. O padrao de organizacao dos
elementos do compartimento intertubular se enquadra no padrdo tipo II descrito por
Fawcett, mostrando tecido conjuntivo frouxo pouco edemaciado. A descricdo e
quantificag¢do histologica testicular realizadas neste estudo auxiliam na compreensao dos
padrdes espermatogénicos desta espécie, estabelecendo parametros da sua biologia
reprodutiva bdasica. Além disso, esses conhecimentos preliminares podem subsidiar
trabalhos subseqiientes com outras espécies de cervideos existentes no Brasil,
especialmente as ameagadas de extingao, possibilitando a obten¢do de dados importantes

para a conservagﬁo das mesmas.



ABSTRACT

COSTA, Kyvia Lugate Cardoso, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2009.
Morphofunctional evaluation of the testis in brown brocket deer (Mazama
gouazoubira Fischer, 1814). Advisor: Sérgio Luis P. da Matta. Co-advisors: Tarcizio
Antdnio Rego de Paula and Mariella Bontempo Duca de Freitas.

In comparison to mammals of the family Cervidae from other continents, the South
American cervids are the most understudied. Moreover, approaches aiming to establish
the reproductive biology of neotropical cervids are scarce. In this way, the objective of
this study was to characterize morphologically and morphometrically the testis of the
brown brocket deer (Mazama gouazoubira), providing information to improve the
understanding of the reproductive biology of this species. For that, we have used seven
adult male brown brocket deers, kept in captivity. Testicular fragments were obtained by
testicular biopsy incision. The average body weight of brown brocket deer was 17.14kg,
from which 0.40% were allocated in gonads and 0.33% in seminiferous tubules, which
represented 85.86% of the testis parenchyma. The brown brocket deer presented high
percentage of corporal mass allocated to testes and seminiferous tubules, exhibiting the
greatest values described for most of studied mammalian species. The calculated volume
of albuginea of right and left testis was 3.52mL, representing 5.33% of the testis mass.
The volume of both mediastina was 1g, corresponding to 1.53% of testis mass. Therefore,
the testicular parenchyma corresponds to 93.14% of the testis in brown brocket deers,
making up a volume of 64.88mL. The average diameter of seminiferous tubules was
224.43um and the average thickness of the seminiferous epithelium was 69.58um. The
brown brocket deer has around 1418m of seminiferous tubules in both testes, or an
average of 21.47m of seminiferous tubules per gram of testis. The testicular parenchyma
in the brown brocket deer was composed of 4.48% of Leydig cells, 4.41% of connective
tissue, 2.89% of lymphatic vessels, and 2.36% of blood vessels. The Leydig cells
occurred in groups of varied number of cells, with no particular pattern of distribution,
and were observed around blood vessels, near to lymph vessels or associated with the
lamina propria of seminiferous tubules. The average volume of Leydig cells was
677.52um’ and their average nuclear diameter was 7.18um. The average nuclear volume
of Leydig cells was 194.33um’. The nuclei of Leydig cells corresponded, in average, to
29.01% of total cell volume. The average total volume of Leydig cells in both testes was
2.90mL. The Leydigosomatic index was 0.0084% and the total number of Leydig cells
per gram of testis was more than 60 millions. This number of Leydig cells per gram of

testis is higher than that reported for most mammals studied. The organizational pattern of
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the testicular parenchyma of the brown brocket deers used in this study was similar to that
described for most studied mammalian species, although with specific variations in the
proportion and volume of some elements of the testicular parenchyma. Regarding the
intertubular compartment, the organizational pattern of the elements of this region was in
accordance with the standard type II, described by Fawcett, but presented variations in the
connective tissue, which was slightly swollen. The qualitative and quantitative description
of testicular histology of Brown brocket deer help to understand its spermatogenic
process, and to establish parameters of the reproductive biology of this wild species.
Furthermore, the preliminary data presented in this study could help subsequent research
using other species of Brazilian cervids, especially those endangered, making possible the

preservation of those species.
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1. INTRODUCAO GERAL

As espécies de cervideos existentes no Brasil vém apresentando acentuado
declinio populacional, principalmente devido a alteracdo e perda de habitat, doengas e
caca indiscriminada (Duarte, 1997). Embora menos numerosos que os ruminantes
domésticos, os ruminantes silvestres também sao importantes para os humanos e para a
manutencdo da funcionalidade dos diferentes sistemas ecologicos (Verme & Ullrey,
1984).

Ha um crescente interesse no estudo dos cervideos, sobretudo pela necessidade
de manutencdo e preservagdo de areas naturais para conservagdo das espécies, bem
como para a possibilidade de criagdo em cativeiro (Berndt, 2005). Assim, tornam-se
importantes o0s conhecimentos relativos a biologia reprodutiva, particularmente
referentes a espermatogénese.

A espermatogénese € um processo sincronico e regular de multiplicacao e
diferenciagdo celular pelo qual uma espermatogénia tronco ¢ gradativamente
diferenciada numa célula hapldide altamente especializada, o espermatozoide. Essa
diferenciagdo envolve trés classes de células germinativas: as espermatogdnias, os
espermatocitos e as espermatides. Esse processo, que ocorre nos tibulos seminiferos,
dura em torno de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos estudados (Franca & Russell,
1998). A andlise quantitativa da espermatogénese pode ser utilizada no estabelecimento
de padrdes cinéticos como a divisdo e renovacdo de espermatogdnias, permitindo ainda
estimar o coeficiente de eficiéncia do processo espermatogénico. Além da quantificagdo
numérica das células germinativas, também ¢ possivel a quantificacdo das relagdes
dessas células com as células de Sertoli, em varias etapas do desenvolvimento ao longo
do processo espermatogénico (Castro et al., 1997).

Uma importante contribui¢do para a conservacao das espécies é o conhecimento
de sua biologia reprodutiva, principalmente em seus aspectos basicos (Guido-Leite et
al., 2006). A quantificacdo histolégica do parénquima testicular ¢ um requisito
fundamental para estudos que envolvam parametros reprodutivos masculinos (Paula,
1999). A composi¢do do parénquima testicular e o tamanho relativo dos testiculos
podem fornecer valiosas informacdes quanto a fisiologia reprodutiva e até mesmo
quanto ao sistema de acasalamento de uma dada espécie (Kenagy & Troumbulak, 1986;
Paula, 1999). Assim sendo, o estudo qualitativo e quantitativo do testiculo em animais
silvestres, além do processo espermatogénico, ¢ essencial para o conhecimento dos

padrdes morfofisiologicos com os quais se podem estabelecer parametros para a



biologia reprodutiva, especialmente para as espécies de cervideos (Morrow & Monfort,
1998). Dentre as espécies de cervideos que ocorrem no Brasil, ndo foram encontrados
na literatura especializada trabalhos relacionados a descrigdo qualitativa e quantitativa
da histologia testicular. Diante deste fato, este trabalho insere-se no estudo da biologia
reprodutiva basica do veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) pretendendo auxiliar na
compreensdo dos padrdes espermatogénicos e possibilitando obter dados importantes

para a sua conservacao, além de subsidiar informagdes para trabalhos subsequentes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cervideos: Aspectos Gerais

Acredita-se que a radia¢ao adaptativa dos cervideos provavelmente iniciou-se na
Eurasia, ha 20 milhdes de anos, com os géneros Dicrocerus e Procervulus. Durante o
pleistoceno, os cervideos iniciaram uma radiagdo adaptativa a América do Sul,
ocupando diferentes nichos. Os animais do género Mazama ocuparam florestas densas,
de maneira similar aos “Duikers” da Africa e aos “Muntjacs” da Asia. O processo exato
de selecao para o pequeno tamanho corporal das espécies desse género nao ¢ bem
compreendido. Porém, a adaptacdo desses animais as florestas densas pode ter
favorecido sua pequena estatura (Eisenberg, 1984).

Os cervideos sdo animais da ordem Artiodactyla e pertencentes a familia
Cervidae. Os membros desta ordem caracterizam-se pela presenca de cascos, onde
apenas dois dos quatros dedos de cada extremidade apoiam-se no solo (Pough, 1999). O
primeiro dedo esta ausente e o segundo e quinto sdo reduzidos, apenas o terceiro e o
quarto tocam o solo (Reis et al., 2006). Sao os ruminantes selvagens mais disseminados
no mundo, sendo encontrados em quase todos os continentes, exceto na Antartida (Van
Soest, 1994). No mundo existem 19 géneros e 52 espécies distribuidos pelas Américas,
Europa, Asia ¢ Africa (Wilson & Reeder, 2005).

A denticdo dos cervideos ¢ altamente especializada. Possuem dentes com
superficie de oclusdo amplas e asperas capazes de romper as espessas paredes celulares
de folhas e gramineas. Especializagdes adicionais incluem o aumento do tamanho dos
dentes, o avanco da molarizagdo dos pré-molares e o desenvolvimento de dobras
complexas de esmalte, dentina e cemento, permitindo que as trés substancias fiquem
expostas simultaneamente na superficie oclusiva (Pough, 1999). Os pré-molares e

molares apresentam um formato de meia lua, sendo classificados como selenodontes



(Reis et al., 2006). Os cervideos nao possuem incisivos superiores e, geralmente,
também ndo apresentam caninos superiores. A presenga de caninos superiores ¢
observada nos géneros Muntiacus, Elaphodus ¢ Hydropotes (Vaughan et al., 2000). Por
pertencerem ao grupo dos ruminantes, os cervideos apresentam estdmago dividido em
quatro compartimentos: ramen, reticulo, omaso e abomaso. O alimento ¢ primeiramente
mastigado, passando do eso6fago para o rimen e reticulo, onde existem populacdes de
microrganismos. Em seguida, o alimento pode retornar para cavidade oral onde ¢
remastigado e enviado de volta ao rimen e subsequentemente para 0 omaso ¢ abomaso
onde sofre agdo de enzimas digestivas do animal (Church, 1993).

Outra caracteristica dos cervideos ¢ a grande quantidade de glandulas odoriferas,
que tém por funcdo auxiliar na comunicagao entre os individuos da mesma espécie. As
principais glandulas sdo as metatarsais, tarsais, pré-orbitais, nasais e interdigitais. Todos
os cervideos apresentam o olfato, a audi¢do e a visdo muito desenvolvidos (Duarte &
Merino, 1997).

Em comparagdo com os cervideos de outros continentes, os da América do Sul
sdo os menos estudados (Leeuwenberg et al., 1997). Segundo Duarte (2006), sdo
reconhecidas no Brasil oito espécies de cervideos: Blastocerus dichotomus (cervo-do-
pantanal), Odocoileus virginianus (veado-da-cauda-branca), Ozotoceros bezoarticus
(veado-campeiro), Mazama americana (veado-mateiro), Mazama gouazoubira (veado-
catingueiro), Mazama nana (veado-borord-do-sul), Mazama memorigava (veado-
fuboca) ¢ Mazama bororo (veado-borord-paulista). Dentre elas, ha grandes variagdes
quanto a estatura, peso, uso de habitat e habitos alimentares. Algumas espécies
encontram-se sob séria ameaca de extingao, existindo lacunas quanto ao conhecimento
de sua biologia, ecologia e comportamento o que restringe a elaboragdo e

implementa¢do de medidas efetivas de conservacdo e manejo (Duarte & Merino, 1997).

2.1.1. Biologia reprodutiva dos machos

Na maioria dos cervideos, os machos apresentam chifres. Na espécie Hydropotes
inermis os chifres estdo ausentes, existindo nos machos, o desenvolvimento dos caninos
superiores (Vaughan et al., 2000). Na rena (Rangifer tarandus), os chifres estdo
presentes em ambos os sexos (Lincoln, 1992; Eisenberg & Redford, 1999). Os chifres
sao formados a partir do osso frontal, sendo recobertos por um tegumento vascularizado
(velame) durante sua fase de crescimento, cuja funcdo ¢ depositar calcio na matriz dssea

do chifre. Apdés o chifre atingir o tamanho caracteristico da espécie, a irrigagdo do



velame ¢ interrompida, fazendo com que este se desprenda do chifre auxiliado pela
abrasdo que o animal realiza contra arbustos e arvores. Os ciclos dos chifres tém relacao
direta com o ciclo de secrecio do hormoénio testosterona pelos testiculos. O
aparecimento dos chifres acompanha a maturidade sexual ocorrendo geralmente apds
um ano de vida (Duarte & Merino, 1997). Com o término da estagdo reprodutiva, os
niveis de testosterona baixam resultando na descalcificagdo do pedicelo (base), o que
provoca a queda do chifre (Vaughan et al., 2000).

O ciclo reprodutivo em cervideos de clima temperado ¢ bem conhecido (Duarte
& Garcia, 1997). As espécies de regides temperadas, tais como, Cervus nippon, Cervus
elaphus, Capreolus capreolus e Dama dama, apresentam reprodugao sazonal, padrdo
desenvolvido diante da necessidade de adaptacdo as condic¢des climaticas da regido que
habitam, viabilizando a concentracio de nascimentos no periodo de maior
disponibilidade de alimento (Asher, 1985; Klonisch et al., 2005; Santiago-Moreno et al.,
2006). Essas espécies apresentam uma sincronizacdo entre a formacdo de novas
galhadas (chifres) e o fotoperiodo (Duarte & Garcia, 1997). Uma coordenada mudanca
sazonal na morfologia dos 6rgaos reprodutivos, produgdo de espermatozoéides, plasma
seminal e testosterona garante o sucesso reprodutivo durante o curto periodo de
reprodugdo (Goeritz et al., 2003). Cervus nippon apresenta variagdo anual no tamanho
dos testiculos, didmetro dos tibulos seminiferos e concentracdo de testosterona
plasmatica. O inicio do processo espermatogénico ocorre em julho ou agosto e atinge a
sua atividade méaxima no final de outubro, inicio da estagdo reprodutiva, comegando a
declinar no final de dezembro. A concentra¢do de testosterona mostra niveis altos no
final de outubro e inicio de novembro, mas mantém-se baixa durante os meses de
fevereiro, margo, junho ¢ dezembro (Suzuki et al., 1992). Em Cervus elaphus observou-
se variacdo na concentragdo de testosterona, peso testicular, volume do tecido
intertubular, didmetro dos tubulos seminiferos e vesiculas seminais durante a primavera
e o outono, sendo os maiores valores registrados no outono. Enquanto o niamero total de
células de Sertoli por testiculo e o didmetro do nucléolo de Sertoli permaneceram
constante, o numero total de varios tipos de células germinativas envolvidas na
espermatogénese mudaram com a estacdo. O espaco intertubular do parénquima
testicular mostrou-se expandido devido a hipertrofia das células de Leydig na estacao
reprodutiva (outono) (Reviers & Lincoln, 1978). Os machos de Cervus elaphus
defendem haréns durante a estacdo reprodutiva. O sucesso da luta entre eles influencia o
tamanho desses haréns e conseqiientemente permite a cépula. As fémeas nao

permanecem no mesmo harém durante a estacdo reprodutiva, podendo copular com
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outros machos durante este periodo. Esta possibilidade é suportada pelo fato dos
machos apresentarem grandes testiculos em relagdo ao seu peso corporal quando
comparado com outras espécies da familia (Clutton-Brock et al., 1982). Em Capreolus
capreolus, a estacdo reprodutiva ocorre em julho e agosto. Neste periodo a produgdo de
espermatozodides ¢ intensificada devido ao aumento da massa testicular que esta
relacionada com o aumento total no numero de células espermatogénicas
(espermatogdnias, espermatocitos e espermatides) e aumento do didmetro dos tibulos
seminiferos (Schon et al., 2004). A diminuigdo da atividade testicular coincide com uma
pronunciada reducdo da producdo de testosterona e um aumento de apoptoses das
espermatogoOnias, espermatocitos e espermatides entre os meses de novembro e
dezembro (Blottner et al., 1996; Roelants et al., 2002). Em meados de fevereiro, os
niveis de testosterona aumentam e permanecem altos até a estagdo reprodutiva
(outubro). A queda dos chifres ocorre nos meses de novembro e dezembro devido a uma
diminui¢do nas concentragoes de testosterona. Os testiculos tém seus pesos reduzidos ao
final da estagdo reprodutiva atingindo os menores valores nos meses de dezembro e
janeiro (Short & Mann, 1966). As células de Leydig e de Sertoli permanecem como
células numericamente constantes nos testiculos durante as mudangas sazonais nos
testiculos (Klonisch et al., 2005).

O ciclo reprodutivo dos cervideos sul-americanos ¢ pouco conhecido,
especialmente quanto a sazonalidade (Duarte & Garcia, 1997). Segundo Lincoln (1992),
em espécies de clima tropical e subtropical onde a sazonalidade ndo ¢ facilmente
detectavel, os machos podem apresentar um ciclo de troca de galhadas (chifres)
individual como ¢ observado em B. dichotomus (cervo-do-pantanal), apesar de O.
bezoarticus (veado-campeiro) apresentar um ciclo bem definido, demonstrando alguma
sazonalidade. Em estudo realizado com veado-campeiro no Pantanal mato-grossense e
no Parque Nacional das Emas, verificou-se que os animais apresentam sémen de
qualidade regular no verao (dezembro a fevereiro), mas de qualidade inferior nos meses
de inverno (julho a setembro) (Duarte & Garcia, 1997). Essas variacdes no ciclo
reprodutivo podem estar relacionadas com particularidades ambientais especificas de
cada darea tais como padrdo de chuvas, disponibilidade de alimento, locais de
competi¢do por recurso entre espécies semelhantes ou pressdo por predagdo (Tomas et
al., 1997; Asher et al., 1999). O ciclo reprodutivo dos machos de B. dichotomus nao ¢
bem conhecido (Tomas et al., 1997). O veado-mateiro (M. americana) nido apresenta
sazonalidade na secrecdo de androgenos, além de nio apresentar ciclo de troca anual

dos chifres, indicando que os machos desta espécie possuem pouca ou nenhuma



influéncia dos fatores abioticos sobre o ciclo testicular (Versiani et al., 2008). Nao
foram verificados na literatura trabalhos que descrevessem o processo espermatogénico

em qualquer espécie de cervideo encontrado no Brasil.

2.2. Veado-catingueiro (Mazama gouazoubira)

O veado-catingueiro (M. gouazoubira) ¢ uma espécie de cervideo de pequeno
porte, pesando em média 18 kg e com altura média de 50 cm na cernelha. A coloracao
geral dos individuos ¢ muito varidvel, podendo ir do cinza escuro ao marrom
avermelhado, ou até baio. A regido ventral ¢ baia, com areas brancas na parte inferior da
cauda e face interna das orelhas. A maioria dos individuos apresenta uma mancha
branca acima dos olhos (mancha supraciliar) que ndo ¢ vista em outras espécies. A
orelha ¢ grande e arredondada e os chifres ndo sdo ramificados (Duarte, 2006) (Figura
1). Os individuos que habitam florestas geralmente apresentam pelagem acinzentada e
menor porte. Por outro lado, os que habitam areas de savana podem apresentar pelagem
amarronzada e maior tamanho corporal (Pinder & Leeuwenberg, 1997). Esta espécie
apresenta ampla distribui¢do, ocupando areas desde o sul do Uruguai até o norte do
estado do Mato Grosso no Brasil e desde a cordilheira dos Andes até o Atlantico
(Duarte, 2006) (Figura 2).

O veado-catingueiro € a espécie de cervideo mais abundante da América do Sul,
ocupando tanto dareas florestais quanto formagdes abertas de campos, cerrados e
caatingas (Reis et al., 2006). Dentre as espécies de cervideos brasileiros € a espécie mais
flexivel no que se refere ao uso de habitat, mas sempre estd associada e dependente de
florestas para abrigo e alimentagdo (Duarte, 1997; Vogliotti et al., 2003). A diversidade
de ambientes ocupados pode influenciar em aspectos de sua ecologia, como sele¢do de
habitat, dieta, reproducdo e no comportamento social dos individuos. A utilizagdo do
habitat também esta condicionada ao tipo de dieta que o animal necessita. Sendo um
ruminante de pequeno porte, o veado-catingueiro requer dieta composta por alimentos
ricos em proteina e de rapida liberacdo energética. Essas exigéncias sdo atingidas
através de uma dieta balanceada entre o consumo de brotos e folhas, flores e frutos, em
propor¢des que variam de acordo com a disponibilidade do meio e necessidades dos
individuos (Pinder & Leeuwenberg, 1997). Varios autores tém considerado que esta
espécie apresenta habitos frugivoros (Stallings, 1984; Bodmer, 1989; Ghilardi Jr &
Alho, 1990; Bisbal, 1994; Richard et al., 1995). Assim, a vantagem do estdmago



ruminante para esses animais esta na capacidade de digestao de frutas e sementes que
nao podem ser facilmente digeridas por estdmagos nao ruminantes (Bodmer, 1989).

A auséncia de um periodo criticamente pobre em recursos alimentares permite a
esta espécie se reproduzir em todos os meses do ano. Nasce apenas um filhote, apos
periodo de gestacdo de sete meses, com estro pds-parto, refletindo a auséncia de
sazonalidade reprodutiva (Nowak, 1991; Polegato & Duarte, 2003). Sa3o mencionados
picos de nascimentos em diferentes estacdes do ano para as espécies do género
Mazama, de acordo com a regido de origem (Branan & Marchinton, 1987; Bisbal, 1994;
Julid & Richard, 2001). Os machos de veado-catingueiro ndo apresentam um ciclo anual
de troca de chifres, podendo manté-los por mais de 12 meses consecutivos. Sua
capacidade reprodutiva provavelmente ndo ¢ reduzida durante o periodo de
crescimentos dos chifres (Pinder & Leeuwenberg, 1997). Em estudo realizado ao longo
do ano, com animais em cativeiro, o padrdo de variagdo nos niveis de testosterona
sérica, desenvolvimento testicular e caracteristicas do ejaculado ndo apresentou variagao
sazonal (Duarte & Garcia, 1997). Embora sejam animais facilmente encontrados em
zoologicos e em criatorios conservacionistas pouco se sabe sobre sua biologia e padrdo
reprodutivo (Pinder & Leewenberger, 1997).

M. gouazoubira é um cervideo com tendéncias a vida solitaria, reunindo-se ao
sexo oposto apenas para acasalar, conforme o padrao de organizagdo social descrito
para as espécies do género que habitam florestas densas (Putman, 1988; Nowak, 1991;
Eisenberg & Redford, 1999). Devido a caréncia de estudos mais detalhados existem
duvidas a respeito do comportamento social dos veados-catingueiros (Pinder &
Leewenberg, 1997). A organiza¢ao social ¢ o comportamento de marcagdo foram
estudados em uma populacao de veado-catingueiro, mantida em uma area cercada de 14
ha na “Reserva Experimental Horco Molle” na Argentina, durante quatro anos. Na
maioria das vezes, os animais foram encontrados solitarios e individuos de ambos os
sexos mantiveram suas areas de atividade estaveis por um periodo de dois a quatro anos.
As areas de atividade dos machos adultos foram essencialmente exclusivas, ndo
havendo sobreposi¢cdo. Os machos adultos de quatro anos de idade e os mais velhos
mantiveram dareas de atividade que abrangiam as areas de mais de uma fémea,
mostrando padrao poliginico. Os machos foram sexualmente maduros a partir dos 18
meses de idade, porém so estabeleciam suas areas de atividade a partir dos 3 anos
(Black-Décima, 2000).

Os veados-catingueiros apresentam um comportamento de marcacdo de

territorio através da presenca de “latrinas” ou pilhas de fezes, geralmente depositadas



nas bordas dos capdes de mata ou em seu interior. Essas “latrinas” sdo formadas em
locais frequentemente utilizados para abrigo ou alimentagdo. Os machos também
utilizam seus chifres e glandulas localizadas na cabega para marcarem arbustos, abaixo
dos quais, em algumas ocasides, raspam as patas dianteiras no solo, chegando a
depositar um pouco de fezes e urina no local. Os locais marcados desta maneira, quando
encontrados por outro macho, sdo imediatamente remarcados, inclusive com defecacao.
As areas de uso mais intensivo parecem ser evitadas por outros individuos adultos do
mesmo sexo (Pinder & Leeuwenberg, 1997; Black-Décima, 2000; Dellafiore &
Macieira, 2001).

O veado-catingueiro (M. gouazoubira) estd incluido nas listas de espécies
ameagadas do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul onde ¢ classificado, respectivamente,

como em perigo e vulneravel (Reis et al., 2006).

Figura 1. Exemplar adulto de veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) mantido no

criatorio conservacionista da Fazenda Engenho D’Agua, em Ouro Preto-MG.
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Figura 2. Mapa de distribui¢ao geografica do veado-catingueiro (Mazama gouazoubira)
modificado de Black & Vogliotti (2008).

2.3. O testiculo e o0 processo espermatogénico

2.3.1. Testiculo

Os testiculos tém a dupla funcdo de espermatogénese e de esteroidogénese. Sao
orgdos pares revestidos por uma espessa capsula conjuntiva, a albuginea, a qual envia
septos para o interior, dividindo o testiculo em lébulos e formando o mediastino
testicular. O parénquima testicular consiste na parte funcional dos testiculos e apresenta
dois compartimentos: o tubular e o intersticial ou intertubular (Russell et al., 1990). O
compartimento tubular constitui a maior parte do testiculo ocupando, na maioria dos

mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (Franga & Russell, 1998; Godinho,
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1999). Neste compartimento, responsavel pela produ¢do dos espermatozdides,
encontram-se tibulos seminiferos, os quais se conectam através das duas extremidades a
rede testicular localizada no mediastino de onde o conteudo tubular ¢ direcionado para
dentro dos tubulos eferentes e epididimo. Os tiibulos seminiferos sdo constituidos, de
sua por¢do externa para a interna, de tunica propria, epitélio seminifero e lume. Na
tunica propria sao observadas as células mioides ou peritubulares, a membrana basal e
fibras colagenas (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998). As células midides estdo
relacionadas com a movimentacdo de fluidos e espermatozoides pelos tubulos
seminiferos (Russell et al., 1990).

No epitélio seminifero estdo presentes dois tipos celulares: as células de Sertoli e
as células germinativas ou espermatogénicas. Juntamente com as células mioides, as
células de Sertoli elaboram a membrana basal que serve de suporte estrutural para a
propria célula de Sertoli e para as células germinativas que se encontram na porg¢ao
basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de jungdes de oclusdo,
dividem o epitélio seminifero em dois ambientes funcionais distintos: o basal onde se
localizam as espermatogdnias e os espermatocitos primarios na fase inicial da profase
meidtica (pré-leptotenos e leptdtenos), e o adluminal, no qual se encontram os
espermatocitos primarios a partir da fase de zigoteno, espermatocitos secundarios e
espermatides. Essa compartimentalizagdo isola as células onde ocorrem as fases
meidtica e pos-meidtica da espermatogénese formando a barreira hematotesticular.
Desta forma, o ambiente adluminal esta totalmente sob o controle das células de Sertoli,
propiciando um ambiente segregado do sistema imune e apropriado para o
desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990; Setchell, 1991;
Poccia, 1994; Sharpe, 1994). As juncdes entre as células de Sertoli modificam-se de
modo a permitir a passagem dos espermatocitos em pré-leptoteno do ambiente basal
para o adluminal, quando estes iniciam a meiose, o que significa que existe uma
dinamica das jungdes que permite que as células envolvidas no processo
espermatogénico progridam no sentido da luz do tabulo, sem a ruptura da barreira (Lui
et al., 2001). No lume tubular sdo encontrados o fluido secretado pelas células de Sertoli
e os espermatozodides recém-espermiados (Russell et al., 1990). Existe grande variagao
no numero ¢ nas dimensoes (diametro e comprimento) dos tibulos seminiferos nas
diferentes espécies de mamiferos (Franga & Russell, 1998). O camundongo, por
exemplo, possui aproximadamente 20 tubulos seminiferos perfazendo no total cerca de
2 metros de comprimento tubular por testiculo (Bascom & Ostrud, 1925). Ja no suino

doméstico existem milhares de tibulos seminiferos por testiculo e aproximadamente
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3000 metros de tiibulos no total. Em geral, ha de 10 a 15 metros de tabulos por grama
de testiculo em grande parte dos mamiferos ja estudados (Franga & Russell, 1998). A
medida do didmetro tubular ¢ uma abordagem classicamente utilizada como indicador
da atividade espermatogénica em investiga¢des envolvendo a fun¢ao testicular (Attal &
Courot, 1963; Godinho & Cardoso, 1979; Sinha-Hikim et al., 1991; Russell et al., 1994;
Franca & Cardoso, 1998; Mufioz et al., 1998). O valor observado para o diametro
tubular na maioria das espécies de mamiferos estd em torno de 180 a 300 um (Roosen-
Runge, 1977). Parametros quantitativos diretamente relacionados com o tibulo
seminifero, como didmetro tubular, espessura do epitélio seminifero € o comprimento
total de tubulos seminiferos, apresentam uma relacdo positiva com a atividade
espermatogénica, fornecendo informagdes para o estabelecimento da mesma, em uma
dada espécie (Franga & Russell, 1998; Paula, 1999).

O compartimento intertubular é constituido de vasos sanguineos e linfaticos,
nervos, células e fibras do tecido conjuntivo, macréfagos, mastocitos e células de
Leydig. As células de Leydig sdo bastante conhecidas por sua marcante producdo de
androgenos, os quais sdo sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol, e
responsaveis pela manifestacdo dos caracteres sexuais secundarios e pela manutencdo
da espermatogénese em animais sexualmente maduros (Bardin, 1996). Apesar de existir
grande variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢cdo volumétrica dos
diferentes componentes do compartimento intertubular (Fawcett et al., 1973; Franca &
Russell, 1998; Godinho, 1999), a célula de Leydig ¢ usualmente o tipo celular mais
freqliente neste compartimento. Assim, por exemplo, o percentual ocupado pelas
mesmas nos testiculos de animais sexualmente maduros no periodo reprodutivo pode
variar de aproximadamente 1% em carneiros (Franca & Russell, 1998) até cerca de 35%
em capivaras (Paula, 1999). A propor¢do volumétrica de tecido intertubular no testiculo
dos mamiferos domésticos varia de 10% no cao a 40% no camelo (Franca & Russell,
1998), podendo atingir 50% em capivaras (Paula, 1999). Fawcett et al. (1973)
descreveram trés padrdes distintos de organizagdo entre os componentes do
compartimento intertubular. No primeiro padrao (Tipo I), encontram-se as espécies que
apresentam poucas células de Leydig e escasso tecido conjuntivo contrastando com
extensos sinusodides e espagos linfaticos que ocupam a maior parte do intertubulo (ex.
rato, camundongo, hamster, cobaio e chinchila). No segundo padrdao (Tipo II),
encontram-se as espécies que apresentam grupos de células de Leydig espalhados em
abundante tecido conjuntivo frouxo edemaciado, o qual é drenado por um vaso linfatico

localizado centralmente ou excentricamente no espaco intertubular (ex. bovino, ovino,
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macaco ¢ homem). Espécies como suinos e zebras, nas quais abundantes grupamentos
de células de Leydig ocupam praticamente todo o compartimento intertubular,
apresentando pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos, pertencem ao terceiro padrao

(Tipo III).

2.3.2. Espermatogénese

A organizacgdo geral da espermatogénese ¢ basicamente a mesma em todos 0s
mamiferos. A espermatogénese ¢ um processo sincronico, no qual uma espermatogonia
(célula diploide) se diferencia gradativamente em uma célula hapldoide altamente
especializada, o espermatozdide. Esse processo pode ser dividido em trés fases, de
acordo com as diferentes caracteristicas funcionais: (1) fase proliferativa
(espermatogonial), na qual as espermatogdnias sofrem rapidas e sucessivas divisdes
mitoticas; (2) fase meiotica (espermatdcitos), na qual o material genético ¢ recombinado
e segregado; (3) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, onde cada espermatide
arredondada passa por mudancas estruturais e bioquimicas e diferencia-se em
espermatozdide, um tipo celular estruturalmente especializado para alcangar e fertilizar
o ovocito (Russell et al, 1990; Sharpe, 1994).

O epitélio seminifero compde-se de quatro camadas de geracdes distintas de
células germinativas, sustentadas morfofisiologicamente por um tipo de célula somatica
denominada célula de Sertoli. Na camada basal do epitélio seminifero observam-se as
espermatogonias e espermatocitos primarios iniciais. Na camada adluminal observam-se
as geragdes de espermatocitos mais desenvolvidos, espermatocitos secundarios e as
espermatides (Russell et al., 1990). As espermatogdnias podem ser classificadas em
duas categorias basicas, espermatogonias indiferenciadas e diferenciadas. As
espermatogonias isoladas (Ajs), pareadas (A, e alinhadas (A,) pertencem a primeira
categoria. As espermatogénias do tipo A, espermatogdénia intermediaria (In) e
espermatogonia do tipo B pertencem a segunda categoria e estdo comprometidas com a
formag¢do de espermatozoides (De Rooij, 1998). As espermatogdnias podem ser
identificadas com base na morfologia, dinamica e volume do nucleo, nimero de
nucléolos por nucleo, posi¢ao topografica em relagdo a outras células e a lamina basal, e
a disposi¢do dos cromossomos durante a divisdo (Clermont & Antar, 1973). A
espermatogénese inicia-se com a cé¢lula germinativa primitiva, a espermatogdnia A, que
¢ a célula fonte localizada junto a membrana basal. As espermatogdnias se dividem por

mitose e as cé€lulas neoformadas podem continuar a dividir e originar novas
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espermatogonias ou cessar a divisdo e crescer, originando os espermatocitos, células
que entram em meiose (Kierszenbaum, 2008; Junqueira & Carneiro, 2008). A meiose
compreende duas divisdes: as células da primeira divisdo sdo chamadas de
espermatocitos primarios (I) e as da segunda, espermatécitos secundarios (II). Os
espermatocitos (I) sdo as maiores células da linhagem espermatogénica e caracterizam-
se pela presenca de cromossomos em diferentes fases de condensagdo. Os
espermatocitos (II) ficam mais proximos da luz dos tibulos seminiferos sendo dificil
observa-los em cortes histologicos, pois entram logo na segunda divisdo meiotica. Desta
divisdo resultam as espermatides, células que sdo caracterizadas pelo pequeno tamanho,
nucleos com zona de cromatina condensada e por sua localizagdo proxima a luz dos
tubulos seminiferos (Junqueira & Carneiro, 2008; Kierszenbaum, 2008). Estas células
possuem a forma inicialmente arredondada (Clermont, 1972). Depois que as
espermatides arredondadas sdo formadas, uma séric de mudangas morfoldgicas,
histoquimicas e bioquimicas vao ocorrer em seu nucleo e componentes do citoplasma
(Guraya, 1987). Esta fase de mudangas ¢ denominada espermiogénese e vai culminar
com a formagdo de células hapldides altamente diferenciadas e especializadas que sao
os espermatozoides. Em seguida ocorre a espermiagdo, quando os espermatozodides
resultantes sdo liberados para o lume dos tibulos seminiferos (Junqueira & Carneiro,
2008; Kierszenbaum, 2008).

Durante o processo espermatogénico, as células de Sertoli e as células
germinativas interagem de maneira bastante complexa, tanto fisica quanto
bioquimicamente. Existem diversas formas de jungdes intercelulares entre estes dois
tipos de células, incluindo-se os desmossomos, as jungdes do tipo “gap”, as jungdes a
base de actina, conhecidas como especializacdes ectoplasmdticas e os complexos
tubulo-bulbares. Apesar de serem postuladas varias fungdes para estes componentes
juncionais, existem ainda poucas evidéncias experimentais para apoiar o papel preciso
dos mesmos (Russell & Griswold, 1993). No entanto, fica bastante evidente a
necessidade da interacdo das células germinativas com os componentes somaticos do
testiculo, principalmente células de Sertoli, células de Leydig e células mioides, para
que o processo espermatogénico transcorra de maneira normal e eficiente (Skinner,
1991; Dadoune & Demoulin, 1993; Jégou, 1993; Spiteri-Grech & Nieschlag, 1993;
Pescovitz et al., 1994; Russell et al., 1994; Schlatt et al., 1997; Franca & Russell, 1998).
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2.3.3. Células de Sertoli

A célula de Sertoli, descrita originalmente por Enrico Sertoli em 1865 na Italia, ¢
uma c¢lula somatica residente entre as células germinativas no tibulo seminifero
(Russell et al, 1990). Estas células possuem extensdes citoplasmaticas que contornam os
espermatocitos e espermatides e provém uma estreita interagdo com as células
germinativas durante todo o seu desenvolvimento (Russell & Griswold, 1993). O
citoesqueleto € responsdvel por manter a forma celular e os movimentos ativos no
citoplasma, essencial a acomodacdo dos constantes movimentos das células
germinativas (Dadoune & Demoulin, 1993; Russell & Griswold, 1993). Durante o
desenvolvimento testicular, as células de Sertoli multiplicam-se por mitose, porém apos
a puberdade ndo sofrem mais divisdes, mantendo sua populagao estavel (Courot et al.,
1970; Russell & Griswold, 1993). O seu niimero total por testiculo, estabelecido durante
o desenvolvimento testicular, esta relacionado com o tamanho do testiculo € com a
producdo espermatica do animal (Russell & Griswold, 1993; Sharpe, 1994).

As células de Sertoli desempenham um papel fundamental na regulacdo da
espermatogénese (Russell & Griswold, 1993), ja que intermedeiam a acdo da
testosterona € do hormonio foliculo estimulante (FSH) nos testiculos, sendo
responsaveis pelo inicio, manutencdo e regulagdo deste processo (Sharpe, 1994).
Apresentam capacidade relativamente fixa de suporte das células germinativas de
maneira espécie especifica, além de outras fungdes que incluem a compartimentaliza¢ao
do tibulo seminifero pelas jungdes oclusivas entre as células de Sertoli propiciando um
ambiente protegido e especializado para as cé€lulas germinativas em desenvolvimento, o
sustento e suporte nutricional especiais das células germinativas em diferenciacdo, a
translocagdo dessas células em dire¢do ao lume tubular, a secrecdo de fluidos e
proteinas e a elimina¢do fagocitica de células germinativas em degeneracdo e do

citoplasma excedente resultante da espermiogénese (Russell et al., 1990).

2.3.4. Células de Leydig

Distribuidas no tecido conjuntivo do espaco intertubular do parénquima
testicular, encontram-se as células produtoras de esterdides denominadas células de
Leydig. Sdo células relativamente grandes, poliédricas e limitadas pela membrana
plasmatica que contém microvilos. Seu nucleo esta localizado excentricamente no

citoplasma com um a trés nucléolos e usualmente apresenta forma arredondada ou oval.
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Granulos de heterocromatina formam uma camada intimamente associada ao envoltorio
nuclear, sendo esta uma caracteristica universal destas células (Setchell, 1991). Durante
o desenvolvimento testicular, mais precisamente na puberdade e durante a
recrudescéncia testicular em animais sazonais, a cé¢lula de Sertoli deixa de ser modulada
unicamente pelo hormoénio foliculo estimulante (FSH), que gradativamente, ¢
substituido pela testosterona. Assim, como preparagdo para esta substituicao, as células
de Leydig devem ser adequadas numérica e fisiologicamente para dar suporte ao novo
requerimento de testosterona, sendo que o FSH parece influenciar diretamente no
desenvolvimento desta populacao (Sharpe, 1994).

As células de Leydig se encontram em contato intimo com o sistema de
capilares e sdo responsaveis pela sintese e armazenamento de testosterona, importante
para promover o comportamento sexual normal (libido) e a ocorréncia do processo
espermatogénico, juntamente com os hormoénios foliculo estimulante ¢ hormonio
luteinizante (LH), além de manter a fungdo das glandulas acessorias (Dellman &
Wrobel, 1982; Russell, 1996). A producdo de testosterona pelas células de Leydig ¢
controlada pelo LH que se une especificamente as membranas das células de Leydig e
ativa a adenosina-monofosfato ciclica ((AMP). Este processo da inicio a ativacdo das
proteinas cinases que catalizam a fosforilagdo das proteinas intracelulares e a
mobilizacdo de precursores dos esterdides, principalmente através da conversdao do
colesterol a pregnenolona. O LH também tem efeito tréfico sobre as células de Leydig,
estimulando-as a se hipertrofiar. A remog¢ao do LH cessa a producdo de testosterona e
leva a grande redugdo no tamanho das células de Leydig (Stanbenfeldt & Edqvist,
1996). A testosterona produzida pelas células de Leydig tem uma agdo pardcrina ao se
difundir para os tubulos seminiferos, atravessando facilmente a barreira-
hematotesticular (Stanbenfeldt & Edqvist, 1996; Goodman, 2000). Altas concentragdes
sd0 necessarias para a espermatogénese e especialmente para o processo de meiose. A
acdo dos androgenos na espermatogénese acontece via células de Sertoli, j& que as
células germinativas ndo possuem receptores para androgenos (Lyu & Handelsman,
2003).

Inumeros fatores podem influenciar na quantidade de células de Leydig por
animal, dentre os quais podem ser destacados 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 sanguineos e fluidos seminais, o volume
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sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (Russell et al., 1994;

Russell, 1996).

2.3.5. Biopsia testicular

A biopsia testicular ¢ um procedimento utilizado em muitos casos para avaliagao
de varias afecgdes testiculares, tais como aplasia ou bloqueio do desenvolvimento das
células germinativas, o hipogonadotrofismo e o hipogonadismo (Meinhard et al., 1973;
Nseyo et al., 1984; Threlfall & Lopate, 1993). A bidpsia testicular incisional é o método
mais antigo de obtencdo de amostras testiculares. O fragmento proveniente do
parénquima testicular ¢ obtido por incisdo das tinicas envoltérias do testiculo, com
instrumentos cortantes, seguindo-se a sutura dos varios planos incisados. Esta técnica
proporciona a obtencao de maior amostra de tecido, porém tem havido controvérsia no
que diz respeito aos efeitos sobre o parénquima testicular (Freneau, 1996). Pimentel et
al. (1984) salientaram a importincia de uma adequada quantidade de parénquima
testicular na bidpsia, de modo a propiciar um estudo histolégico seguro dos testiculos.
Assim, o método incisional apesar de provocar maior traumatismo parece ser o mais
indicado, devido a exigéncia do tamanho minimo da amostra (Freneau, 1996). Alguns
estudos relataram que se os testiculos de um individuo apresentarem um tamanho
similar, a biopsia incisional unilateral seria suficiente para representar o estado dos dois
orgdos (Lopate et al., 1989; Hunt & Foote, 1997).

O processo de biopsia testicular incisional tem propiciado diversos trabalhos
sobre a fisiologia reprodutiva do testiculo de animais silvestres, sem a necessidade de
castragao (Bittencourt et al., 2004; Azevedo, 2004; Caldeira, 2005; Guido-Leite et al.,
2006; Sarti, 2006; Barros et al., 2007). As potenciais complicagdes da bidpsia testicular
sdo os danos ao parénquima, que localmente poderiam interromper a espermatogénese,
ou adesdes que impediriam a termorregulacdo testicular. Tais complicagdes tém feito
com que a técnica de bidpsia testicular seja pouca aceita, tendo assim seu uso limitado
(Attia et al., 2000). Entretanto, mesmo que danos histologicos estejam presentes nos
testiculos de cdes apds a biopsia, efeitos permanentes na produg¢do ¢ motilidade dos
espermatozdides depois de repetidas bidpsias em testiculos alternados (James et al.,
1979), bidpsia unilateral (Hunt et al., 1965), ou bidpsia unilateral apds orquiectomia
unilateral (Hunt & Foote, 1997; Mascarenhas et al., 2006) parecem insignificantes.
Procedimentos invasivos nos testiculos e epididimos podem induzir a formagao de

anticorpos antiespermatozoides, mas a duragdao destes anticorpos ¢ transitoria nao
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interferindo negativamente, nem na produgdo espermatica nem na motilidade dos
espermatozdides. Assim, a associacdo de anticorpos a diminui¢ao na porcentagem de
espermatozodides normais ndo ¢ clinicamente significante, concluindo-se que a bidpsia
testicular e a aspiracdo do epididimo sdo procedimentos diagnosticos seguros (Attia et
al., 2000). Neste sentido, a bidpsia testicular mostra-se muito efetiva para a coleta de
material bioldégico sem maiores danos reprodutivos em longo prazo, nas diferentes
espécies estudadas (Galina, 1971; Lopate et al.,, 1989; Feldman & Nelson, 1996;
Freneau, 1996; Munson et al., 1996; Faber & Roser, 2001; Mascarenhas et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar morfoldgica e morfometricamente o testiculo do veado-catingueiro
(Mazama gouazoubira), para obten¢do de informagdes que permitam compreender a

biologia reprodutiva desta espécie.

3.2. Objetivos especificos

-Determinar a propor¢do volumétrica e o volume dos componentes do parénquima
testicular;

-Calcular os indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS) e Leydigossomatico
(ILS);

-Mensurar a altura do epitélio seminifero e o didmetro dos tiibulos seminiferos;
-Calcular o comprimento total dos tabulos seminiferos;

-Determinar a propor¢ao volumétrica e o volume dos elementos do intertiibulo;
-Mensurar o didmetro nuclear das células de Leydig;

-Calcular a relacao nucleoplasmatica das células de Leydig;

-Calcular o volume nuclear, citoplasmatico e celular das células de Leydig;

-Calcular o niimero total de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo;
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ARTIGO |

Morfometria testicular e dos tabulos seminiferos de veado-catingueiro (Mazama

gouazoubira Fischer, 1814) adulto mantido em cativeiro

Resumo

O veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) ¢ a espécie de cervideo mais abundante da
América do Sul, ocupando tanto areas florestais quanto formagdes abertas de campos,
cerrados e caatingas. Existem muitos estudos com cervideos em regides temperadas,
mas os neotropicais tém sua fisiologia reprodutiva praticamente desconhecida. Assim, o
estudo do processo espermatogénico torna-se relevante, uma vez que visa preencher as
lacunas existentes relativas a biologia reprodutiva basica da espécie. A composi¢dao do
parénquima testicular e o tamanho relativo dos testiculos podem fornecer importantes
informagdes quanto a fisiologia reprodutiva e até mesmo quanto ao sistema de
acasalamento de uma determinada espécie. O peso corporal médio dos veados-
catingueiros foi de 17,14kg dos quais 0,40% estdo alocados em gonada e 0,33% em
tubulos seminiferos, que representaram 85,86% do parénquima testicular. Os volumes
calculados para as albugineas dos testiculos direito e esquerdo foram de 3,52mlL,
representando 5,33% da massa testicular. O volume do mediastino em ambos os
testiculos foi de 1g, representando 1,53% da massa dos testiculos. Portanto, o
parénquima testicular ocupa, em veados-catingueiros adultos 93,14% do testiculo,
perfazendo um volume de 64,88mL. O diametro médio dos tubulos seminiferos foi de
224,43 um, enquanto a espessura média do epitélio seminifero foi de 69,58 um. O veado-
catingueiro apresenta em torno de 1418 metros de tubulos seminiferos em ambos os
testiculos, perfazendo uma média de 21,47 metros de tubulos seminiferos por grama de
testiculo. O padrao de organizagdo do parénquima testicular dos veados-catingueiros
utilizados neste estudo mostrou-se semelhante ao descrito para a maioria das espécies de
mamiferos estudadas, apresentando variagdes especificas quanto a propor¢do e

volumetria dos elementos do parénquima testicular.

Palavras-chave: Compartimento tubular, Mazama gouazoubira, reproducao, testiculo,

veado-catingueiro.

31



1. Introducéo

O veado-catingueiro (M. gouazoubira) ¢ a espécie de cervideo mais abundante
da América do Sul, ocupando tanto areas florestais quanto formacgdes abertas de
campos, cerrados e caatingas (Reis et al., 2006). Dentre as espécies de cervideos
brasileiros € a espécie mais flexivel no que se refere ao uso de habitat, mas sempre esta
associada e dependente de florestas para abrigo e alimentacdo (Duarte, 1997; Vogliotti
et al., 2003). Devido a fragmentacdo de seus habitats, caga indiscriminada e doencas
transmitidas por ungulados domésticos, suas populagcdes vém declinando
significativamente, assim como as demais espécies de cervideos existentes no Brasil
(Duarte, 2006). O veado-catingueiro esta incluido nas listas de espécies ameagadas do
Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul onde ¢ classificado, respectivamente, como em
perigo e vulneravel (Reis et al., 2006). O aumento constante da lista de espécies
ameacgadas de extingdo ¢ a caréncia de informag¢des tém estimulado o desenvolvimento
de pesquisas que permitam compreender os fundamentos da fisiologia reprodutiva de
animais silvestres. Existem muitos estudos com cervideos em regides temperadas, mas
0s neotropicais tém sua fisiologia reprodutiva praticamente desconhecida (Duarte &
Garcia, 1995). Conforme o padrao de organizacao social descrito para as espécies do
género, o veado-catingueiro ¢ um cervideo com tendéncias a vida solitaria, reunindo-se
ao sexo oposto apenas para se acasalar (Putman, 1988; Nowak, 1991; Eisenberg &
Redford, 1999). Os machos sdo poliginicos e considerados maduros sexualmente a
partir dos 18 meses de idade (Black-Décima, 2000). A auséncia de um periodo
criticamente pobre em termos de recursos alimentares permite a esta espécie se
reproduzir em todos os meses do ano. Os machos ndo mostram variagdes anuais nos
niveis de testosterona, desenvolvimento testicular e caracteristicas do ejaculado, ndo
apresentando sazonalidade reprodutiva (Duarte & Garcia, 1997).

Em termos funcionais, os testiculos dos mamiferos estdo divididos em dois
compartimentos: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou androgénico. A
propor¢ao desses compartimentos varia consideravelmente entre as espécies, sendo um
dos principais fatores responsaveis pela diferenca observada para a eficiéncia da
producdo espermatica entre elas (Franca & Russell, 1998; Paula, 1999). O estudo dos
testiculos por meio da quantificacdo histolégica tem sido util para avaliar as
caracteristicas reprodutivas bdsicas em animais silvestres (Bittencourt et al., 2004;
Caldeira, 2005; Azevedo et al., 2006; Guido-Leite et al., 2006; Sarti, 2006; Barros et al.,

2007). Aliado a isso, a utilizacdo da bidpsia testicular tem propiciado a obtengdo de
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material biologico suficiente que permite o estudo sem maiores danos reprodutivos a
espécie, por ser um método conservativo da capacidade reprodutiva (Galina, 1971;
Lopate et al., 1989; Freneau, 1996; Feldman & Nelson, 1996; Munson et al., 1996;
Faber & Roser, 2001; Mascarenhas et al., 2006). O tamanho relativo dos testiculos pode
oferecer informagdes importantes quanto ao sistema de acasalamento de uma
determinada espécie e até mesmo quanto a sua fisiologia reprodutiva (Kenagy &
Trombulak, 1986; Paula, 1999). Parametros quantitativos diretamente relacionados com
o tibulo seminifero, como diametro tubular, espessura do epitélio seminifero e o
comprimento total de tubulos seminiferos, apresentam uma relagdo positiva com a
atividade espermatogénica, fornecendo informacgdes para o estabelecimento da mesma
em uma dada espécie (Franca & Russell, 1998; Paula, 1999). As mensuragdes tubulares
sdo abordagens utilizadas como indicadores da atividade espermatogénica em
investigagdes envolvendo a fungdo testicular (Franga & Russell, 1998).

Apesar do veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) ser uma espécie abundante,
pouco ¢ conhecido sobre sua biologia e padrao reprodutivo, particularmente em machos.
Em comparagdo com outros continentes, os cervideos da América do Sul sdo os menos
estudados (Leeuwenberg et al., 1997). Portanto, o estudo das caracteristicas testiculares
e do processo espermatogénico torna-se relevante, uma vez que visa preencher as
lacunas existentes relativas a biologia reprodutiva basica desta espécie.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi descrever os parametros
morfométricos do testiculo e dos tibulos seminiferos correlacionando-os a massa

corporal em veados-catingueiros adultos.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

Foram utilizados sete veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) machos
adultos, sendo trés provenientes do criatorio particular e conservacionista pertencente a
Fazenda Engenho Dagua em Ouro Preto (MG), trés oriundos do Nucleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE) em Jaboticabal (SP) e um mantido pela
Fundagdo Zoobotanica de Belo Horizonte (MG), conforme autorizacdo do IBAMA
nimero 1946480.
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2.2. Coleta e processamento do material biologico

Os fragmentos testiculares foram coletados através de bidpsia testicular
incisional. Para realizacdo desta, os animais foram contidos ¢ mantidos sob anestesia
dissociativa, pela associagdo de quetamina (10mg/kg) e xilazina (Img/kg).

Os animais foram pesados € ambos os testiculos foram mensurados quanto a
largura, espessura e comprimento, para o calculo dos volumes através da formula: 4/3w
ABC (onde A corresponde a metade do comprimento, B metade da largura e C metade
da espessura). Como a densidade volumétrica dos testiculos de mamiferos ¢ proxima a 1
(1,046) g/mL, seu peso em gramas foi considerado equivalente ao seu volume em mL
(Johnson et al., 1981; Paula, 1999). A espessura da pele do escroto também foi
mensurada e descontada das dimensdes testiculares. Apos a antissepsia local, a pele do
escroto e a tunica fibrosa (tinica espermatica) foram incisadas para expor a albuginea
testicular. Um fragmento de 4 milimetros de didmetro foi retirado da regido média do
testiculo esquerdo com o auxilio de um bisturi circular, sendo imediatamente imerso em
solugdo de Karnovsky (paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4% em tampao fosfato
0,1M pH 7.4) para o procedimento de fixacdo. A albuginea testicular, a tinica fibrosa e
a pele foram suturadas, separadamente, com ponto intradérmico continuo com
extremidades irreversiveis.

ApOs 24 horas de fixagdo em Karnovsky os fragmentos foram imersos em alcool
70% até o processamento histologico. A albuginea foi mensurada quanto a espessura
utilizando-se paquimetro digital “Caliper King Tools” (precisdo de 10um). Para o
calculo do volume do parénquima testicular (volume liquido do testiculo) utilizou-se a
formula do volume da elipse (4/3n1 ABC) subtraindo-se das dimensdes testiculares
(comprimento, largura e espessura) a espessura da albuginea testicular. O volume da
albuginea testicular foi obtido através da diferenga entre o volume testicular e o volume
testicular desprovido do valor do volume da albuginea. Posteriormente, os valores
referentes ao mediastino e volume da albuginea foram subtraidos do volume do testiculo
para obten¢do do volume do parénquima testicular. O acesso ao mediastino nao ¢
possivel em estudos que utilizam bidpsia testicular. No entanto, tivemos acesso a dois
testiculos provenientes de animais que vieram a 6bito no criatoério conservacionista da
Fazenda Engenho D’Agua em Ouro Preto (MG) e foram cedidos para complementar
esta pesquisa. Os mediastinos foram removidos e pesados, sendo o valor médio destes

descontados do volume testicular nos animais utilizados neste estudo.
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Ap6s a fixagdo do fragmento coletado, foram feitas as preparacdes histologicas.
Para o estudo ao microscopio de luz os fragmentos testiculares foram desidratados por
imersdo em concentracdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%)
permanecendo por um periodo de 30 minutos em cada solu¢do. Em seguida, os
fragmentos foram imersos em solugdo de infiltragio glicol metacrilato (Historesin® -
Leica) por doze horas e em seguida, foram transferidos para uma solu¢ao de infiltracao
nova por mais duas horas. Posteriormente, os fragmentos foram incluidos por adi¢do do
endurecedor conforme a recomendacdo do fabricante. Os fragmentos incluidos,
devidamente identificados, foram mantidos em silica gel até ficarem completamente
secos.

Utilizando-se micrétomo rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) dotado de navalha
de vidro, foram feitos cortes histologicos semi-seriados de 3um de espessura com
intervalos de 40um. As secgdes obtidas foram coradas com azul de toluidina-borato de
sodio 1% e montadas com Entellan” - Merck. Imagens do parénquima testicular foram
obtidas em fotomicroscopio Olympus AX-70 e analisadas com o auxilio do software de

morfometria Image-Pro Plus®.
2.3. Andlises morfométricas dos testiculos
2.3.1. Indice gonadossomatico (%)

Inferindo-se ao peso corporal o peso de ambos os testiculos, foi calculado o
indice gonadossomatico (IGS) a partir da formula IGS = PG/PCx100, onde PG = peso
das gonadas e PC = peso corporal (Amann, 1970). Este indice representa o percentual

de massa corporal alocada em testiculos.

2.3.2. Proporc@es volumétricas (%), volume dos compartimentos do parénquima

testicular e indice tubulossomatico (%)

Para o calculo da propor¢ao volumétrica ocupada pelos tibulos seminiferos e o
interttibulo, foram obtidas aleatoriamente dez imagens do parénquima testicular. Sobre
as imagens digitalizadas foi projetada uma grade contendo 475 pontos com o auxilio do

software Image-Pro Plus®, sendo que a leitura final totalizou 4750 pontos por animal.
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O volume de cada compartimento do parénquima testicular, expresso em mL, foi
estimado a partir da férmula volume = % tabulo ou intertibulo/100 x volume do
parénquima de um testiculo.

Baseado nos volumes de tabulos seminiferos e nos pesos corporais foi calculado
o indice tubulossomatico (ITS) a partir da férmula ITS=VT/PCx100, onde VT= volume
tubular e PC = peso corporal. Assim, foi possivel estimar o percentual de massa

corporal alocada em tiibulos seminiferos.
2.3.3. Diametro tubular e altura do epitélio seminifero

O didmetro médio dos tiibulos seminiferos foi obtido a partir do didmetro de 30
seccoOes transversais tubulares em cada animal. As sec¢des escolhidas foram as mais
circulares possiveis, independentes do estadio em que se encontravam. A altura do
epitélio seminifero foi mensurada na mesma secgdo transversal em que foi obtido o
diametro tubular. Neste caso, considerou-se a distincia desde a membrana basal até a
borda luminal. Foram realizadas duas medidas diametralmente opostas em cada sec¢ao
transversal, sendo anotado como resultado a média das mesmas. As mensuragdes foram

feitas com auxilio do software de morfometria Image-Pro Plus®.

2.3.4. Comprimento total dos tabulos seminiferos e comprimento de tabulo por

grama de testiculo

O comprimento total dos tibulos seminiferos, expresso em metros, foi estimado
a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos seminiferos nos testiculos e
do diametro tubular médio obtido para cada animal, empregando-se a formula
CT=VTS/nR?, onde VTS = volume total dos tiibulos seminiferos; nR* = area da seccio
transversal dos tibulos seminiferos ¢ R = didmetro tubular/2 (Attal & Courot, 1963;
Dorst & Sajonski, 1974). Para o calculo do comprimento tubular por grama de testiculo,

dividiu-se o valor do CT pelo peso bruto dos testiculos.
2.3.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a média, desvio padrdao e o coeficiente de

variacdo segundo a funcio estatistica do programa Microsoft Office Excel®™ 2003.
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Para avaliar as varia¢des entre os volumes do testiculo esquerdo e direito foi
utilizado o Test t de Student, através do programa BIOESTAT 3.0 (Ayres et al., 2003).

Foram aceitos como significativos os resultados com p < 0,05 (5%).

3. Resultados

Os testiculos de veado-catingueiro sdo Orgdos pares, de formato ovoide,
localizados fora da cavidade abdominal em uma prega cutanea denominada escroto
(Figura 1A). Esta envolto por uma espessa capsula conjuntiva denominada albuginea
testicular que converge para o interior do parénquima testicular, formando o mediastino

testicular localizado na por¢ao central do testiculo (Figura 1B).

Figura 1. A) Testiculo de veado-catingueiro (Mazama gouazoubira). Barra: 1,5 cm. B)

Seccdo longitudinal do testiculo de veado-catingueiro.—» : Mediastino testicular; ET:
extremidade capitata do testiculo; EC: extremidade caudata do testiculo; % : Epididimo.

Barra: 1 cm.

A albuginea ¢ recoberta externamente pela tinica vaginal e composta por fibras
colagenas, fibrdcitos, fibroblastos, células musculares lisas e ainda por vasos linfaticos e
sanguineos (Figura 2A). No parénquima testicular sdo observados dois compartimentos:
o tubular e o intertubular. No compartimento tubular estdo os tubulos seminiferos
constituidos, de sua por¢ao externa para interna, por tinica propria, epitélio seminifero e
lume. Na tunica propria ¢ observada camada unica de células miodides (Figura 2B). No
epitélio seminifero encontram-se células espermatogénicas em varias etapas de
desenvolvimento e as células de Sertoli com seu caracteristico nucleo irregular e

nucléolos evidentes. Em alguns tubulos foram observados espermatozoides no lume
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(Figura 2C). O compartimento intertubular é constituido por células de Leydig, células e

fibras do conjuntivo, vasos sanguineos e vasos linfaticos.

Figura 2. Secgdes histologicas transversais do tubulo seminifero de veado-catingueiro

(Mazama gouazoubira). A)¥: Albuginea testicular; # Tunica vaginal visceral. B) CT:
Compartimento tubular; Cl: Compartimento intertubular; » : Ttnica préopria; L: Lume;
EP: Epitélio seminifero. C) EZ: espermatozoides. Detalhe: S: Células de Sertoli; D:
espermatocitos primarios em diploteno; Z: espermatdcitos primarios em zigoteno; AL:

espermatides alongadas. Azul de Toluidina - Borato de Sédio.

Os animais apresentaram peso corporal médio de 17,14kg, variando entre 16,4 e
17,9kg (Tabela 1). Os dados referentes a biometria testicular como comprimento,
largura e espessura estao descritos na Tabela 1. A partir desses parametros foi possivel o
calculo da média dos volumes do testiculo direito e esquerdo sendo, respectivamente,
33,79mL e 35,61mL (Tabela 1). Estes valores ndo apresentaram varia¢do significativa
(t= -0,37; n=7; p=0,72) quando avaliados no Teste t de Student. O indice

gonadossomatico médio foi de 0,40% (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros biométricos corporais e testiculares e indice gonadossomatico de

veados-catingueiros adultos, mantidos em cativeiro. N=7

Coeficiente de

Parametros Média + Desvio padréo L
variagao
Peso corporal (kg) 17,14+1,01 5,88
Comprimento do testiculo direito (cm) 5,88 +£0,78 13,32
Largura do testiculo direito (cm) 3,35+0,30 8,99
Espessura do testiculo direito (cm) 3,23+0,27 8,25
Comprimento do testiculo esquerdo (cm) 6,14+0,54 8,81
Largura do testiculo esquerdo (cm) 3,26+0,42 12,82
Espessura do testiculo esquerdo (cm) 3,33+0,28 8,42
Volume testiculo direito (mL) 33,79+8,97 26,53
Volume testiculo esquerdo (mL) 35,61+9,66 27,12
Volume de ambos os testiculos (mL) 69,40+17,96 25,88
Peso de ambos os testiculos (g) 69,40+17,96 25,88
Indice Gonadossomatico (%) 0,40+0,09 22,40

Em veados-catingueiros adultos, a espessura média da albuginea testicular foi de

345,71um. O volume calculado para as albugineas dos testiculos direito e esquerdo foi

de 3,52mL, representando 5,33% da massa testicular. O volume do mediastino em

ambos os testiculos foi de 1g, representando 1,53% da massa dos testiculos (Tabela 2).

Portanto, o parénquima testicular representa, em veados-catingueiros adultos, 93,14%

do testiculo, perfazendo um volume de 64,88mL (Tabela 2).

Tabela 2. Propor¢do volumétrica e volumes médios da albuginea, mediastino e

parénquima testicular de veados-catingueiros adultos, mantidos em cativeiro. N=7

Parametros

Coeficiente de

Meédia + Desvio padrao

variacao (%0)

Espessura da albuginea testicular (um)

Volume de ambas as albugineas testiculares (mL)

Volume de ambos os mediastinos (mL)

Volume de ambos os parénquimas testiculares (mL)
Proporg¢do volumétrica da albuginea testicular (%)

Proporgdo volumétrica do mediastino testicular (%)

345,71+107,37 31,06
3,52+0,98 27,96
1,00+0,03 3,24

64,88+17,91 27,61
5,33+1,82 34,08
1,53+0,40 26,24

O parénquima testicular de veados-catingueiros apresenta 85,86% de sua massa

alocada em tibulos seminiferos e 14,14% alocada em tecido intertubular, perfazendo,

respectivamente, um volume de 56,03mL e 8,85mL (Tabela 3). O diametro médio dos
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tubulos seminiferos foi de 224,43um e a espessura média do epitélio seminifero foi de
69,58um (Tabela 3). O veado-catingueiro adulto apresenta em média 1418 metros de
tubulos seminiferos em ambos os testiculos, perfazendo a média de 21,47 metros de
tubulos seminiferos por grama de testiculo. O indice tubulossomatico (ITS) em veados-

catingueiros foi de 0,33% (Tabela 3).

Tabela 3. Propor¢do volumétrica ¢ volume dos tibulos seminiferos e intertibulo,
didmetro do tibulo seminifero, espessura do epitélio seminifero, comprimento total e
por grama de testiculo do tubulo seminifero e indice tubulossomdtico em veados-

catingueiros (M. gouazoubira) adultos mantidos em cativeiro. N=7

Coeficiente de

Parametros Meédia * Desvio padrao
variacdo (%0)
Proporcao volumétrica de tubulo seminifero (%) 85,86+5,67 6,60
Proporcao volumétrica de intertubulo (%) 14,14+5,7 40,1
Volume de tibulos seminiferos (mL) 56,03£17,52 31,27
Volume de intertbulo (mL) 8,854+3,3 36,9
Diametro do tabulo seminifero (um) 224,43+39,21 17,47
Espessura do epitélio seminifero (um) 69,58+9,67 13,90
Comprimento total de tibulos seminiferos (m) 1418+259,04 18,26
Comprimento de tibulos seminiferos por grama de
testiculo (m/g) 21,47+6,06 28,23
Indice Tubulossomatico (%) 0,33+0,09 28,03

4. Discussao

O padriao de organizacdo do testiculo de veado-catingueiro mostrou-se
semelhante ao descrito para a maioria das espécies de mamiferos estudadas (Russell et
al., 1990; Franca & Russell, 1998), apresentando variagdes especificas quanto a
propor¢do e volumetria dos elementos do parénquima testicular. O peso corporal médio
do veado-catingueiro estd de acordo com os padrdes descritos para a espécie como foi
verificado por Duarte (2006), que registrou o peso médio de 18kg para animais desta
espécie. O peso testicular médio foi estimado a partir de suas dimensdes (comprimento,
largura e espessura), uma vez que as coletas de fragmentos testiculares foram realizadas
por meio de biopsia. A utilizagdo da féormula (4/3tABC) como forma de aferi¢do do
volume testicular mostrou-se efetiva em testiculos de caes submetidos a castragdo, nao
havendo variagcdo significativa entre o peso testicular ¢ o volume calculado dos

testiculos (Mascarenhas et al., 2006). O processo de bidpsia testicular tem propiciado
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diversos trabalhos sobre a fisiologia reprodutiva do testiculo de animais silvestres, sem
a necessidade de castracdao (Bittencourt et al., 2004; Caldeira, 2005; Azevedo et al.,
2006; Guiao-Leite et al., 2006; Sarti, 2006; Barros et al., 2007), sendo um método
conservativo da capacidade reprodutiva por ndo provocar efeitos deletérios nos
testiculos em longo prazo nas diferentes espécies estudadas (Galina, 1971; Lopate et al.,
1989; Freneau, 1996; Feldman & Nelson, 1996; Munson et al., 1996; Faber & Roser,
2001; Mascarenhas et al., 2006). Desta forma, a op¢do pela realizagdo de biopsia
testicular ao invés de outros procedimentos como castragdo e hemicastragdo para
obtencdo de material bioldégico mostrou-se viavel também neste estudo.

Os volumes dos testiculos direito e esquerdo de veado-catingueiro nao
apresentaram variagao significativa entre si (t =-0,37; n=7; p = 0,72) quando avaliados
pelo Test t de Student, confirmando o observado para os demais mamiferos ja estudados
(Franca e Russell, 1998). Alguns estudos relatam que se os testiculos de um individuo
apresentam tamanhos semelhantes, a biopsia incisional unilateral seria suficiente para
representar o estado dos dois 6rgdos (Lopate et al., 1989; Hunt & Foote, 1997). Como
os volumes de ambos os testiculos ndo apresentaram variagdes significativas, a
utilizagdo de biopsia testicular mostrou-se pertinente neste estudo.

Em veado-catingueiro adulto o indice gonadossomadtico (IGS) foi de 0,40%,
sendo maior que aqueles obtidos para alguns membros da ordem Artiodactyla, como
touro (0,1%) e bufalo (0,04%) (Franga & Russell, 1998), cateto (0,09%) (Kenagy &
Trombulak, 1986), queixada (0,19%; Costa et al., 2007a) e javali (0,31%; Almeida et
al., 2006). Por outro lado, mostrou-se menor quando comparado com ovino (0,91%;
Kenagy & Trombulak, 1986), carneiros (0,7%; Franca & Russell, 1998) e outras racas
domesticadas de ovinos como “Australian Merinos” (0,84%), “British clun forest”
(0,60%) e “Ile de france” (0,66%) (Setchell & Breed, 2006). Entretanto, os valores
encontrados para veado-catingueiro apresentaram-se semelhantes aqueles encontrados
em caprino (0,35%; Leal et al., 2004), porcos domésticos (0,40%; Godinho & Cardoso,
1979; Okwun et al., 1996; Franga et al., 2005) e bodes (0,40%) (Setchell, 1991; Franga
& Russell, 1998). A produgdo espermadtica esta altamente correlacionada com o peso
testicular (Franga & Russell, 1998). O tamanho relativo dos testiculos ¢ indicador do
sistema de acasalamento de uma determinada espécie, ou seja, o tamanho testicular esta
diretamente relacionado com o comportamento reprodutivo (Kenagy & Trombulak,
1986). O veado-catingueiro ¢ considerado uma espécie de cervideo de pequeno porte
(Duarte, 2006) com sistema de acasalamento poliginico (Black-Décima, 2000). Segundo

Kenagy & Trombulak (1986), espécies de pequeno porte apresentam maior alocagao e
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dispendimento energético em massa testicular. Isto explica o grande investimento do
veado-catingueiro em massa testicular que reflete diretamente no seu comportamento
reprodutivo. Neste caso, o sistema de acasalamento ¢ do tipo multi-machos o que
determina também o grande tamanho testicular. Tal fato ¢ evidenciado também em
outras espécies de cervideos sendo diferentes de quando existe apenas um macho
reprodutor cujos testiculos podem ser menores, segundo Kenagy & Trombulak (1986).

A albuginea e o mediastino testicular participam da morfologia testicular embora
ndo participem diretamente da fun¢do espermatogénica ou androgénica. Desta forma,
nos estudos fisiologicos essas estruturas sao descontadas do peso testicular para a
obtenc¢do do célculo do parénquima testicular (Johnson et al., 1981). Nos casos em que
o material biologico do estudo ¢ proveniente de bidpsia testicular, ndo ¢ possivel o
acesso aos dados referentes ao mediastino testicular a ndo ser por meio de
ultrassonografia. Devido a esta dificuldade no acesso e por ndo ser uma estrutura tao
representativa nos testiculos geralmente ndo sdo desconsiderados do volume testicular.
No entanto, neste estudo foi possivel dissecar os testiculos de dois animais que vieram a
obito, sendo os mediastinos removidos e pesados, obtendo-se um peso médio de 1g.
Este valor foi descontado nos testiculos dos animais utilizados neste estudo, perfazendo
em média 1,53% do peso testicular total. O percentual médio da albuginea em relagdo
ao peso testicular de veado-catingueiro (5,33%) foi muito menor quando comparado aos
demais membros da ordem Artiodactyla como queixada (14,02%; Menezes, 2006),
cateto (13,14%; Costa, 2001) e porco monteiro (11,96%; Costa et al., 2005). Entretanto,
foi semelhante ao valor relatado para suinos domésticos (Godinho & Cardoso, 1979;
Okwun et al., 1996; Franca et al., 2005), javali (Almeida et al., 2006) e porcos (Franga
& Russell, 1998). Nos animais que apresentam testiculos maiores, a albuginea parece
ocupar menor percentual do peso testicular quando comparado com as espécies que
apresentam testiculos menores (Egbunike, 1981). O percentual ocupado pelo mediastino
nos testiculos de veado-catingueiro (1,53%) também foi muito menor ao relatado para
queixada, cateto e porco monteiro (Costa, 2001; Menezes, 2006; Costa et al., 2005). O
veado-catingueiro apresenta menor percentual de albuginea e mediastino quando
comparados com a maioria das espécies domésticas, nos quais a propor¢ao volumétrica
da albuginea e mediastino testiculares esta geralmente em torno de 10% (Franga &
Russell, 1998).

O parénquima testicular consiste na parte funcional dos testiculos e apresenta
dois compartimentos: o tubular e o intersticial ou intertubular (Russell et al., 1990). A

proporcao entre esses compartimentos varia consideravelmente entre as espécies, sendo
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responsavel pela diferenca observada na eficiéncia na produgdo espermatica (Franca &
Russell, 1998). O compartimento tubular constitui a maior parte do testiculo, ocupando,
na grande maioria dos mamiferos, de 61% a 86% do parénquima testicular (Franca &
Russell, 1998). Em capivaras, foi observada a menor propor¢do volumétrica sendo que
cerca de 50% do parénquima testicular € composto por tibulos seminiferos (Paula et al.,
2002). A propor¢ao volumétrica de tubulos seminiferos em veado-catingueiro foi de
85,86% do parénquima testicular, sendo encontrados valores semelhantes em bufalos e
bodes (80%; Franca & Russell, 1998), javali (82,1%; Costa & Silva, 2006), porco piau
(82,9%; Franga, 1991), cateto (83,6%; Costa et al., 2007b), carneiros e porcos (85%;
Franca & Russell, 1998), touro e carneiro (85%; Setchell, 1991), javali (86,9%;
Almeida et al., 2006) e caprino (87,7%; Leal et al., 2004). Valor menor foi relatado para
queixada (75,8%; Costa et al., 2007a).

O indice tubulossomatico (ITS) é um pardmetro que visa quantificar o
investimento em tubulo seminifero em relacdo ao peso corporal do animal. Assim, o
veado-catingueiro aloca em média 0,33% do peso corporal em tibulo seminifero,
estando este valor entre os maiores ja descritos para os animais silvestres: ledo africano
(0,009%; Barros, 2005), onca parda (0,02%; Guido-Leite et al., 2006), onga-pintada
(0,022%; Azevedo, 2004), lobo-guara (0,03%; Bittencourt, 2003), cachorro-do-mato
(0,042%; Caldeira, 2005), jaguatirica (0,074%; Sarti, 2006) e paca (0,24%; Carreta
Junior, 2008). Este indice ¢ de grande importancia quanto a avaliagdo da influéncia do
comportamento reprodutivo sobre a morfologia tubular. O maior investimento do
veado-catingueiro na produgdo espermatica reforca a tendéncia descrita por Kenagy &
Trombulak (1986) para animais de menor porte com comportamento poliginico ou com
sistema de acasalamento multi-machos.

A mensuracdo tubular ¢ uma das abordagens utilizadas como indicadores da
atividade espermatogénica em experimentos relacionados a fun¢ao testicular (Godinho
& Cardoso, 1979; Russell et al., 1994; Franca & Cardoso, 1998). Embora o diametro
médio possa chegar a 550um em algumas espécies de marsupiais (Woolley, 1975), o
valor observado para a maioria dos amniotas varia de 180 a 300pm (Roosen-Runge,
1977). O valor encontrado para veado-catingueiro (224,43um) apresentou-se muito
proximo aos valores encontrados para porcos (224um; Franca & Russell, 1998),
queixada (225,61um; Costa et al., 2007a), carneiro (237um; Leal et al., 2004) e pouco
menores que os valores relatados para javali (249,2um; Costa & Silva, 2006) e cateto
(278,94um; Costa et al., 2004) estando dentro da amplitude considerada para as demais

espécies estudadas. Em animais sexualmente maduros que ndo apresentam sazonalidade

43



reprodutiva, o diametro dos tibulos seminiferos ndo sofre variagdes significativas. No
entanto, pode apresentar variagdes entre espécies ou at¢ mesmo entre os individuos de
uma mesma espécie (Franca & Russell, 1998). Outros fatores podem contribuir para
explicar a grande amplitude observada para o didmetro tubular nos mamiferos, tais
como: metodologias em que ndo se considera a retragdo tecidual durante o
processamento histologico, uso de animais que ainda ndo atingiram a maturidade
sexual, variacdes no niimero de camadas de células midides que constituem a tunica
propria, tamanho e populacdo das células de Sertoli e células espermatogénicas e
secrecdo de fluido pelas células de Sertoli, o que determina o tamanho do lume tubular
(Paula, 1999).

A mensuragdo do epitélio seminifero ¢ mais efetiva para avaliagdo da producao
espermdtica do que o diametro tubular (Wing & Christensen, 1982). No veado-
catingueiro a espessura média do epitélio seminifero (68,40um) encontra-se dentro da
amplitude observada para animais domésticos, que vai de 60 a 100um (Franca &
Russell, 1998). Valores semelhantes foram observados em bufalos (60-65um; Franga &
Russell, 1998), cateto (66,3um; Costa et al., 2004) e javali (67,5um; Costa & Silva,
2006). Maior espessura foi relatada para touros (72-79um; Franca & Russell, 1998),
caprino (78um; Leal et al., 2004), queixada (78,4um; Costa et al., 2007a) e carneiros
(90-100 um; Franca & Russell, 1998).

O comprimento total dos tibulos seminiferos depende de trés pardmetros:
volume testicular, didmetro tubular e propor¢do volumétrica dos tibulos seminiferos
(Franca & Russell, 1998). Animais que apresentam testiculos grandes e alta propor¢ao
volumétrica dos tibulos seminiferos t€ém vantagem sobre aqueles com peso testicular
menor. Assim, comparagdes entre animais com pesos testiculares diferentes ndo sdo
pertinentes. Entretanto, quando o comprimento total de tibulos seminiferos nos
testiculos € convertido para grama por testiculo, essas comparagdes sdo possiveis. O
veado-catingueiro apresenta 21,47 metros de tubulo seminifero por grama de testiculo,
valor este acima da faixa de 10 a 15m/g descrita para a maioria dos animais domésticos
(Franca & Russell, 1998), porém abaixo dos valores encontrados para o gato doméstico
de 23m/g (Godinho, 1999), paca (29,71m/g; Carreta Junior, 2008) ¢ morcego Molossus
molossus (48m/g; Morais, 2008). Valor semelhante foi relatado para caprino (20m/g;
Leal et al., 2004) e javali (19,3m/g; Costa & Silva, 2006). Valores menores que os
encontrados para veado-catingueiro foram observados em queixada (15,8m/g; Costa et
al., 2007a), bafalos (16,3m/g; Franca & Russell, 1998), porcos (11-12m/g; Franca &
Russell, 1998), touros (10-18m/g; Franca & Russell) e cateto (10,3m/g; Costa, 2001).
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5. Conclusodes

O padrido de organizacio do testiculo de veado-catingueiro mostrou-se
semelhante ao descrito para a maioria dos mamiferos ja estudados. O veado-catingueiro
apresentou um alto percentual de massa corporal alocada em testiculo e tubulos
seminiferos, enquadrando-se entre os maiores valores descritos para a maioria dos
animais domésticos e silvestres estudados. O percentual de albuginea testicular e o
mediastino foram proximos aos valores encontrados para suinos domésticos, estando
entre os menores relatados para os animais domésticos. O diametro tubular e altura do
epitélio seminifero foram semelhantes aos descritos para a maioria dos animais
pertencentes 2 mesma ordem (Artiodactyla), estando dentro da amplitude observada
para as demais espécies de mamiferos. O veado-catingueiro situa-se entre os animais

que apresentam maior comprimento de tubulo seminifero por grama de testiculo.
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ARTIGO II

Quantificacao histoldgica e organizacao dos elementos do compartimento

intertubular do testiculo de veado-catingueiro (Mazama gouazoubira Fischer, 1814)

adulto
Resumo

No compartimento intertubular dos testiculos sdo encontradas as células de
Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacdo celular conjuntiva
variavel constituida de fibroblastos, macréfagos e mastocitos. O arranjo € a proporgao
desses elementos variam entre as espécies. Essas diferencas estdo relacionadas a
quantidade de células de Leydig, tecido conjuntivo e a disposi¢do dos vasos linfaticos e
sanguineos. O objetivo deste trabalho foi quantificar e avaliar histologicamente através
de andlises morfométricas a organizagdo do compartimento intertubular de veados-
catingueiros mantidos em cativeiro. No veado-catingueiro, 4,48% do parénquima
testicular ¢ ocupado por células de Leydig, 4,41% por tecido conjuntivo, 2,89 % por
vasos linfaticos e 2,36% por vasos sanguineos. As células de Leydig ocorrem em grupos
de tamanhos variados nao apresentando padrdo de distribui¢do definido, podendo ser
observadas ao redor dos vasos sanguineos, proximas aos vasos linfaticos ou associadas
a tlnica propria dos tubulos seminiferos. O volume médio das células de Leydig em
veado-catingueiro foi de 677,52um’ e o seu didmetro nuclear médio foi de 7,18um. O
volume nuclear médio da célula de Leydig foi de 194,33um’. O nucleo da célula de
Leydig correspondeu, em média, a 29,01% do volume total desta célula. O volume
médio das células de Leydig em ambos os testiculos foi de 2,90mL. O indice
Leydigossomatico foi de 0,0084% e o niimero total de células de Leydig por grama de
testiculo foi superior a 60 milhdes. O intertibulo de veado-catingueiro apresenta
populacdo celular semelhante ao descrito para mamiferos. O padrao de organizagdo dos
elementos do compartimento intertubular se enquadra no padrao tipo II descrito por
Fawcett e apresenta variagdo quanto ao tecido conjuntivo que se apresenta pouco
edemaciado. O niimero de células de Leydig por grama de testiculo foi superior ao

relatado para a maioria dos mamiferos ja estudados.

Palavras-chave: Células de Leydig, intertibulo, Mazama gouazoubira, veado-

catingueiro.
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1. Introducéo

Os cervideos sdo os ruminantes selvagens de distribuicdo mais ampla no mundo,
sendo encontrados em quase todos os continentes, exceto na Antartida (Van Soest,
1994). O veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) ¢ um cervideo de pequeno porte,
pesando em média 18 kg (Duarte, 2006). Apresenta ampla area de distribuicdo no
Brasil, ocupando os mais variados ambientes como florestas, cerrados e caatinga (Reis
et al., 2006). A diversidade de ambientes ocupados pode influir em aspectos de sua
ecologia, como selecdo de habitat, dieta, reprodugcdo e no comportamento social dos
individuos (Pinder & Leeuwenberg, 1997). Os cervideos pertencentes ao género
Mazama sao solitarios, sendo encontrados aos pares somente durante o periodo
reprodutivo (Putman, 1988; Nowak, 1991; Eisenberg & Redford, 1999). As fémeas
apresentam estro pds-parto e os machos ndo apresentam variagdes significativas nos
niveis de testosterona, didmetro testicular e caracteristicas do ejaculado ao longo do ano,
fatores estes que sinalizam a auséncia de sazonalidade reprodutiva na espécie (Nowak,
1991; Duarte & Garcia, 1997; Freneau & Duarte, 2001; Polegato & Duarte, 2003).

Embora seja uma espécie adaptavel a diversos ambientes, suas populagcdes vém
declinando devido a forte pressao de caca, fragmentagdo de seus habitats e doencas
transmitidas pelos ungulados domésticos (Freneau & Duarte, 2001). Mesmo sendo
animais facilmente encontrados em zooldgicos e em criatorios conservacionistas, pouco
se sabe sobre sua biologia e padrao reprodutivo (Pinder & Leewenberger, 1997). O
veado-catingueiro estd incluido nas listas de espécies ameacadas do Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul onde ¢ classificado, respectivamente, como em perigo ¢ vulneravel
(Reis et al., 2006). Assim, devem ser iniciadas pesquisas com a finalidade de descrever
os padrdes reprodutivos basicos, particularmente os estudos referentes a histologia
testicular. O entendimento desses aspectos reprodutivos pode contribuir de forma
efetiva para o manejo das populagdes em vida livre e em cativeiro e conseqiientemente
auxiliar na conservagdo da espécie.

Os testiculos dos mamiferos estdo divididos funcionalmente em dois
compartimentos: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou androgénico. A
propor¢ao desses compartimentos varia consideravelmente entre as espécies, o que
influencia diretamente na eficiéncia da producgdo espermadtica entre elas (Franca &
Russell, 1998; Paula, 1999). No compartimento intertubular sdo encontrados as células
de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacdo varidvel do tecido

conjuntivo constituido de fibroblastos, macrofagos e mastécitos (Russell et al., 1990;
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Setchell, 1991). As células de Leydig sintetizam testosterona que sustenta a
espermatogénese, promove a diferenciagdo do trato genital masculino, mantém os
caracteres sexuais secunddrios e a fun¢do das glandulas acessorias (O’Donnel et al.,
2001). Esse hormonio ¢ também responsavel por modular padrdes comportamentais tais
como status social, agressividade, demarcagdo de territorio e desenvolvimento da libido
(Hadley, 1988).

As variagdes no percentual volumétrico e no arranjo entre os componentes do
intertibulo nas diferentes espécies de mamiferos foram estudadas por Fawcett et al.
(1973) e descritos em trés padrdes distintos. Estas diferencas estdo relacionadas a
quantidade de células de Leydig, tecido conjuntivo e a disposi¢ao dos vasos linfaticos.
Apesar do pouco conhecimento a respeito das implicagdes fisioldgicas destas variagdes,
as mesmas provavelmente estdo relacionadas com a habilidade dos vasos linfaticos de
mover para fora dos testiculos materiais vascularmente secretados e manter as
concentragdes adequadas de androgenos nos testiculos e nos vasos sanguineos (Fawcett
et al., 1973). Nao foram encontrados na literatura consultada trabalhos que abordassem
os padrdes reprodutivos do veado-catingueiro, particularmente estudos referentes a
quantificagdo e organiza¢do dos elementos do compartimento intertubular, o que
estimulou o desenvolvimento deste trabalho. Diante disso, observamos o quanto sao
escassas as pesquisas com a finalidade de estabelecer parametros para a biologia
reprodutiva dos cervideos neotropicais. Reconhecer, portanto, os padrdes reprodutivos
desta espécie de cervideo ¢ de grande importancia para a compreensdo de sua biologia
reprodutiva basica e conseqiientemente pode auxiliar na sua conservacao. Além disso,
pode gerar informacgdes adicionais a trabalhos subseqiientes e servir como base de
comparagdo em estudos com outras espécies de cervideos neotropicais. O objetivo deste
trabalho foi quantificar e avaliar histologicamente através de andlises morfométricas a
organizagdo do compartimento intertubular de veados-catingueiros mantidos em

cativeiro.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

Foram utilizados sete veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) machos
adultos, sendo trés provenientes do criatorio particular e conservacionista pertencente a
Fazenda Engenho Dagua em Ouro Preto (MG), trés oriundos do Nucleo de Pesquisa e

Conservacao de Cervideos (NUPECCE) em Jaboticabal (SP) e um mantido pela
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Fundagdo Zoobotanica de Belo Horizonte (MG), conforme autorizagdo do IBAMA

numero 1946480.

2.2. Coleta e processamento do material biologico

Fragmentos testiculares foram coletados através de bidpsia testicular incisional.
Para realizagao desta, os animais foram contidos e mantidos sob anestesia dissociativa,
pela associacao de quetamina (10mg/kg) e xilazina (1mg/kg). Os animais foram pesados
e ambos os testiculos foram mensurados quanto a largura, espessura e comprimento,
para o céalculo dos volumes através da férmula: 4/3n ABC (onde A corresponde a
metade do comprimento, B metade da largura e C metade da espessura). Como a
densidade volumétrica dos testiculos de mamiferos ¢ proxima a 1 (1,046) g/mL, seu
peso em gramas foi considerado equivalente ao seu volume em mL (Johnson et al.,
1981; Paula, 1999). A espessura da pele do escroto também foi mensurada e descontada
das dimensodes testiculares. Apds a antissepsia local, a pele do escroto e a tinica fibrosa
(tnica espermadtica) foram incisadas para expor a albuginea testicular. Um fragmento
de 4 milimetros de diametro foi retirado da regido média do testiculo esquerdo com o
auxilio de um bisturi circular, sendo imediatamente imerso em solucdo de Karnovsky
(paraformaldeido 4% + glutaraldeido 4% em tampao fosfato 0,1M pH 7.,4) para o
procedimento de fixacdo. A albuginea testicular, a tunica fibrosa e a pele foram
suturadas, separadamente, com ponto intradérmico continuo com extremidades
irreversiveis. Apds 24 horas de fixacdo em Karnovsky os fragmentos foram imersos em
alcool 70% até o processamento histologico. A albuginea foi mensurada quanto a
espessura utilizando-se paquimetro digital “Caliper King Tools” (precisao de 10um).
Para o célculo do volume do parénquima testicular (volume liquido do testiculo)
utilizou-se a férmula do volume da elipse (4/3n ABC) subtraindo-se das dimensdes
testiculares (comprimento, largura e espessura) a espessura da albuginea testicular. O
volume da albuginea testicular foi obtido através da diferenca entre o volume testicular
e o volume testicular desprovido do valor da espessura da albuginea. Posteriormente, os
valores referentes ao mediastino e volume da albuginea foram subtraidos do volume do
testiculo para obten¢do do volume do parénquima testicular. O acesso ao mediastino
nao € possivel em estudos que utilizam bidpsia testicular. No entanto, tivemos acesso a
dois testiculos provenientes de animais que vieram a 6bito no criatdrio conservacionista
da Fazenda Engenho D’Agua em Ouro Preto (MG) e foram cedidos para complementar

esta pesquisa. Os mediastinos foram removidos e pesados, sendo o valor médio destes
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descontados do volume testicular nos animais utilizados neste estudo. Apds a fixagao do
fragmento coletado, foram feitas as preparagdes histologicas. Para o estudo ao
microscopio de luz os fragmentos testiculares foram desidratados por imersdo em
concentragdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) permanecendo por
um periodo de 30 minutos em cada soluc¢do. A seguir, os fragmentos foram imersos em
solucdo de infiltragdo glicol metacrilato (Historesin® - Leica) por doze horas e em
seguida, foram transferidos para uma solu¢do de infiltracdo nova por mais duas horas.
Posteriormente, os fragmentos foram incluidos por adi¢do do endurecedor conforme a
recomendacdo do fabricante. Os fragmentos incluidos, devidamente identificados,
foram mantidos em silica gel até ficarem completamente secos.

Utilizando-se microtomo rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) com navalha de
vidro, foram feitos cortes histologicos semi-seriados de 3um de espessura com
intervalos de 40um. As secgdes obtidas foram coradas com azul de toluidina-borato de
sodio 1% e montadas com Entellan” - Merck. Imagens do parénquima testicular foram
obtidas em fotomicroscopio Olympus AX-70 e analisadas com o auxilio do software de

morfometria Image-Pro Plus®.

2.3. Analises morfométricas dos testiculos

2.3.1. Proporcao volumétrica (%) e volume dos elementos do interttbulo

Para a obtencdo das propor¢des volumétricas (%) dos componentes
intertubulares foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da
regido do intertiibulo, nos diferentes cortes histologicos do testiculo de cada animal.
Foram computados os pontos coincidentes sobre nucleo e citoplasma de células de
Leydig, tecido conjuntivo, vaso sanguineo e vaso linfatico. As células conjuntivas nao
foram individualizadas para contagem.

O percentual de cada elemento nos testiculos foi obtido multiplicando-se a
propor¢do volumétrica de intertiibulo pela propor¢do volumétrica do elemento/100. O
volume que o elemento ocupa no parénquima testicular, expresso em mL, foi estimado
através da multiplicacdo do percentual ocupado pelos mesmos nos testiculos

multiplicado pelo peso do parénquima de um testiculo e dividido por 100.
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2.3.2. Morfometria da célula de Leydig

Para obtencdo do diametro nuclear da célula de Leydig foram utilizadas imagens
capturadas. Cinquenta nucleos foram medidos para cada animal utilizando-se o software
Image-Pro Plus”, escolhendo os niicleos que apresentavam o contorno mais circular,
cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. Foram calculados os volumes (pm’)
nuclear e citoplasmatico e em seguida o volume de uma célula de Leydig. Para obtencao
do volume nuclear (VN) utilizou-se a formula VN = 4/3 nR’, onde R = raio nuclear. O
volume citoplasmatico (VC) foi calculado a partir da formula VC = % citoplasma x
volume nuclear / % ntcleo. O volume de uma célula de Leydig foi obtido somando-se o
volume nuclear ao volume citoplasmatico.

O volume que a célula de Leydig ocupa por testiculo e por grama de testiculo foi
calculado de acordo com as formulas abaixo:

Volume que a célula de Leydig ocupa por testiculo = propor¢ao da célula de Leydig no
testiculo x peso do parénquima de um testiculo / 100

Volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo = volume que a célula de
Leydig ocupa por testiculo / peso bruto de um testiculo

Para calcular o nimero total de células de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo foram utilizadas as seguintes formulas:

Numero de células de Leydig por testiculo = volume que as células de Leydig ocupam
por testiculo (um’) / volume de uma célula de Leydig (um?)

Numero de células de Leydig por grama de testiculo = volume que a célula de Leydig
ocupa por grama de testiculo (um®) / volume de uma célula de Leydig (um®)

O indice Leydigossomatico (ILS) foi calculado através da seguinte formula:

ILS = volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos / PC x 100, onde PC = peso
corporal. Este parametro quantifica o investimento em células de Leydig em relacdo a

massa corporal.

2.3.3. Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a média, desvio padrao e o coeficiente de

variagio segundo a fungio estatistica do programa Microsoft Office Excel® 2003.
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4. Resultados

O compartimento intertubular do veado-catingueiro ¢ constituido de células de
Leydig, células e fibras do tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos (Figura 1).
O padrao de organizacdo dos elementos do compartimento intertubular se enquadra no
padrao tipo II de Fawcett. Segundo este padrdo, sdo observados no compartimento
intertubular grupos de células de Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo
frouxo edemaciado, o qual ¢ drenado por um vaso linfatico localizado centralmente ou

excentricamente no espago intertubular (Figura 1).

Figura 1. Secgdo histologica transversal do testiculo de veado-catingueiro (M.

gouazoubira). CT: compartimento tubular; Cl: Compartimento intertubular; VS: Vaso
sanguineo; VL: Vaso linfatico; CL: Células de Leydig; »: Tecido conjuntivo. Azul de

Toluidina - Borato de S6dio. Barra: 30um.

A variag¢do observada foi quanto ao tecido conjuntivo que se apresentou pouco
edemaciado. Em veado-catingueiro as células de Leydig sdo uninucleadas. Os nucleos
sdo grandes, esféricos ou ovais, estdo localizados excentricamente no citoplasma e

apresentam varios nucléolos evidentes. No citoplasma sdo observadas raras goticulas
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lipidicas sob microscopia de luz. Granulos de heterocromatina formam uma camada
intimamente associada ao envoltdrio nuclear. As células de Leydig ocorrem em grupos
de tamanhos variados em um tecido conjuntivo frouxo pouco edemaciado. As células
de Leydig ndo apresentam um padrdo de distribui¢do definido, podendo ser observadas
ao redor dos vasos sanguineos, proximas aos vasos linfaticos ou associadas com a tinica
propria dos tubulos seminiferos. Os vasos linfaticos apresentam um endotélio bem
visivel e geralmente estdo localizados centralmente. O intertibulo ¢ bastante
vascularizado mostrando vasos de pequeno e médio calibre.

O compartimento intertubular representa 14,14% do parénquima testicular,
sendo que 4,48% sdo ocupados pelas células de Leydig (Tabela 1). A proporcao
volumétrica média de tecido conjuntivo do espaco intertubular foi de 4,41% do
parénquima testicular (Tabela 1). Quanto a volumetria proporcional de vasos

sanguineos e linfaticos foi respectivamente, de 2,36% e 2,89% (Tabela 1).

Tabela 1. Propor¢do volumétrica dos elementos do espago intertubular de veado-

catingueiro (M. gouazoubira) adulto.

Animal | Ndcleo de Citoplasma Total de Tecido Vaso Vaso
células de células de células de Conjuntivo Sanguineo linfatico
Leydig Leydig Leydig (%) (%) (%)
(%) (%) (%)
1 1,14 3,58 472 3,97 1,61 0,70
2 0,97 2,13 3,10 3,91 2,50 3,10
3 1,25 3,46 4,71 4,59 1,60 1,14
4 0,95 1,98 2,93 2,33 1,66 0,68
5 1,18 3,06 4,24 4,24 2,66 1,52
6 1,69 3,48 5,17 5,66 3,18 10,83
7 1,82 4,67 6,49 6,17 3,30 2,28
Média
td.p* 1,29+0,34 3,19+0,92 4,48+1,22 4,41£1,26 2,36+0,74 2,89+3,61
Cv ** 26,49 28,81 27,30 28,54 31,48 124,58

*d.p. = desvio padrao ** Cv = coeficiente de variagao

O volume médio da célula de Leydig foi de 677,52um’ (Tabela 2). O didmetro
nuclear médio da célula de Leydig foi de 7,18 pm (Tabela 2). O volume nuclear médio
da célula de Leydig foi de 194,33 um’® (Tabela 2). O niicleo da célula de Leydig, em
veados-catingueiros correspondeu, em média, a 29,01% do volume total da célula de
Leydig (Tabela 2). O volume médio das células de Leydig em ambos os testiculos foi de

2,90mL (Tabela 2). O indice Leydigossomatico que representa o percentual de massa
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corporal alocada em células de Leydig foi de 0,0084% (Tabela 2). O numero total de
células de Leydig nos testiculos e por grama de testiculo foram de 2175 x 10° e 62 x

10°, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros biométricos e dados morfométricos referentes as células de

Leydig de veado-catingueiro (M. gouazoubira) adulto. N=7

Parametro Meédia = d.p. * Cv**
Peso corporal (kg) 17,14+1,01 5,88
Peso de ambos os testiculos (g) 69,40+17,96 25,88
Volume de ambos os parénquimas testiculares (mL) 64,88+17,96 27,61
Proporcao volumétrica de intertubulo (%) 14,14+5,7 40,1
Volume de intertbulo (mL) 8,85+3,3 36,9
Didmetro nuclear (um) 7,18+0,23 3,22
Volume nuclear (um®) 194,33+18,52 9,53
Proporgéao nuclear (% da célula) 29,01£3,19 11,00
Volume celular (um3) 677,52+109,85 16,2
Volume de células de Leydig nos testiculos (mL) 2,90+1,04 35,9
Numero de células de Leydig por testiculo (10%) 2175+806 37,0
Numero de células de Leydig/grama de testiculo (10°) 62+17 28,7
Indice Leydigossomatico (%) 0,0084+0,0028 33,2

*d.p. = desvio padrio  ** Cv = coeficiente de varia¢do

5. Discussao

O parénquima testicular consiste na parte funcional dos testiculos e apresenta
dois compartimentos: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou androgénico
(Russell et al., 1990). Grandes variagdes sdo observadas entre as propor¢des destes
compartimentos, sendo um dos principais fatores responsaveis pela diferenga entre a
eficiéncia da produgdo espermatica nas diversas espécies (Franca & Russell, 1998). O
compartimento intertubular ¢ constituido de células de Leydig, vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo (Setchell, 1991). O intertubulo
de veado-catingueiro apresenta uma populacdo celular compativel com o padrio
descrito para maioria dos mamiferos, com predominio das células de Leydig e tecido
conjuntivo.

O compartimento intertubular de varias espécies foi estudado por Fawcett et al.
(1973) e classificado de acordo com o arranjo dos elementos constituintes. Assim, sao
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descritos trés padroes distintos. No primeiro padrdo, observado em rato, camundongo,
hamster, cobaio e chinchila observam-se poucas células de Leydig e escasso tecido
conjuntivo contrastando com extensos sinusoides e espacos linfaticos que ocupam a
maior parte do intertibulo. No segundo padrdo, encontrado em bovinos, ovinos e
primatas observam-se grupos de células de Leydig espalhados em abundante tecido
conjuntivo frouxo edemaciado, o qual ¢ drenado por um vaso linfatico localizado
centralmente ou excentricamente no espacgo intertubular. Em suinos e zebras ocorrem
abundantes agrupamentos de células de Leydig que ocupam praticamente todo o
compartimento intertubular, apresentando pouco tecido conjuntivo e vasos linfaticos,
pertencendo ao terceiro padrdo. O arranjo e a propor¢do dos elementos constituintes do
compartimento intertubular de veados-catingueiros foi classificado como sendo do tipo
IT mostrando tecido conjuntivo frouxo, porém pouco edemaciado. Variagdo desse tipo
foi também descrita por Fawcett et al. (1973) para touros e carneiros. Estes sdo passiveis
de comparagdo com os veados-catingueiros por serem animais pertencentes a mesma
ordem. Nos veados-catingueiros as células de Leydig ndo apresentaram goticulas
lipidicas distintas no seu citoplasma. A auséncia dessas goticulas também foi observada
em touro, carneiro ¢ javali (Fawcett et al.,, 1973). A existéncia de granulos de
heterocromatina formando uma camada intimamente associada ao envoltério nuclear
das células de Leydig em veado-catingueiro ¢ descrita como uma caracteristica
universal dessas células (Setchell, 1991).

A propor¢ao volumétrica de tecido intertubular no testiculo dos mamiferos
domésticos varia de 10% no cdo a 40% no camelo (Franga & Russell, 1998), mas pode
ser maior em alguns animais silvestres como 50% em capivaras (Paula et al., 2002). O
volume médio de intertibulo em veado-catingueiro foi de 8,85mL representando
14,14% do parénquima testicular. Valores semelhantes foram encontrados em caprino
(12,3%; Leal et al., 2004), javali (13,10%; Almeida et al., 2006), touro e carneiro (15%;
Setchell, 1991), porcos e carneiros (15%; Franca & Russell, 1998), cateto (16,4%; Costa
et al., 2004), porco piau (17,10%; Franga, 1991), javali (17,9%; Costa & Silva, 2006).
Por outro lado, bufalos e bodes apresentaram valor levemente maior (20%; Franga &
Russell, 1998).

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢ao
volumétrica dos diferentes componentes do compartimento intertubular (Fawcett et al.,
1973; Franca & Russell, 1998; Godinho, 1999), a célula de Leydig ¢ usualmente o tipo
celular mais freqiiente neste compartimento. Assim, o percentual ocupado pelas mesmas

nos testiculos de animais sexualmente maduros no periodo reprodutivo pode variar de
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aproximadamente 1% (Franca & Russell, 1998) em carneiros até cerca de 35% em
capivaras (Paula et al., 2002). Em veado-catingueiro, as células de Leydig foram o
componente mais abundante juntamente com o tecido conjuntivo, representando em
média 4,48% do parénquima testicular. Valor semelhante foi observado em touro (4,2%;
Franca & Russell, 1998). Valor menor foi relatado para caprino (1,4%; Leal et al.,
2004). Para os outros Artiodactyla sdo descritos valores maiores: javali (6,3% Almeida
et al., 2006); cateto (10,50%; Costa et al., 2007a), queixada (15,8%; Costa et al., 2007b)
e porco doméstico variando de 7 a 19% (Franca & Russell, 1998; Franca et al., 2005).
Essa diferenca pode ser decorrente do padrao do compartimento intertubular desses
animais que ¢ classificado como tipo III, no qual as células de Leydig ocupam
praticamente todo o intertibulo (Fawcett et al., 1973). Em veado-catingueiro, o tecido
conjuntivo representa em média 4,41% do parénquima testicular, proximo ao relatado
para javali (5,2%; Almeida et al., 2006). Valores maiores sdo descritos para caprino
(8%; Leal et al., 2004) e suinos da raca piau (7%; Franca, 1991). Quanto a propor¢ao
volumétrica de vasos sanguineos, o veado-catingueiro apresentou 2,36% do parénquima
testicular. Valor semelhante foi descrito para caprino (2,2%; Leal et al., 2004) e valor
menor foi descrito para javali (1,4%; Almeida et al., 2006). Quanto a volumetria de
vasos linfaticos, observou-se no veado-catingueiro 2,89%. Caprinos apresentaram
apenas 0,7% desse elemento no parénquima testicular (Leal et al., 2004) e javalis 0,2%
(Almeida et al., 2006). Na maioria dos mamiferos estudados, o espaco linfatico ocupa
cerca de 3,5% do parénquima testicular (Russell e Franga, 1995). Costa et al. (2007a) e
Costa et al. (2007b) agruparam células e fibras do tecido conjuntivo, nervos, vasos
sanguineos e vasos linfaticos considerando o conjunto como estroma, registrando 5,7%
para cateto e 8,4% para queixada, respectivamente.

Estudos correlacionando a estrutura e fungdes das células de Leydig mostram
que variagdes na secrecao de testosterona resultam mais da capacidade individual que as
células de Leydig possuem em secretar hormonio do que das diferengas do volume total
das mesmas no testiculo (Ewing, 1979). Esta capacidade estd altamente correlacionada
com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso das células de Leydig (Zirkin et al,
1980). A forte correlagdo entre o volume individual das células de Leydig com o nivel
plasmatico de testosterona foi observada em capivaras adultas (Costa & Paula, 2006).
Adicionalmente, Castro et al. (2002) descrevem que, em coelhos, ha uma correlagdo
altamente significativa do percentual volumétrico do nucleo e do numero de células de
Leydig por grama de testiculo, com os niveis plasmaticos e testiculares de testosterona.

O volume médio da célula de Leydig de veado-catingueiro adulto foi de 677,52um’,
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apresentando-se mais proximo ao valor relatado para caprino (775um’; Leal et al.,
2004). Valores superiores foram relatados para cateto (1202,74um’; Costa et al., 2007a)
e demais espécies pertencentes a mesma ordem como camelo (1615um’), touro
(1739um’) e porcos (2178um3) (Franca & Russell, 1998) e porco doméstico no qual
variou de 1100 a 2200um’ (Franga et al., 2005). Valores menores foram observados em
javali (399um’; Almeida et al., 2006) e carneiro (400pum’; Lunstra & Schanbacher,
1988; Franca & Russell, 1998). O diametro e o volume nuclear médio das células de
Leydig do veado-catingueiro foram de 7,18um e 194.33um’, respectivamente,
mostrando-se semelhantes aos valores encontrados para caprino (6,9um e 169um?; Leal
et al., 2004). Valores inferiores foram encontrados em javali (6,0pm e 116um’; Almeida
et al., 2006) e cateto (6,52um e 146,47pm3; Costa et al., 2007a). No veado-catingueiro,
o nucleo da célula de Leydig corresponde a 29,01% do volume total da célula, valor
superior ao encontrado para cateto (12,3%; Costa et al., 2007a) e demais espécies de
mamiferos estudados (10 a 19%; Franca & Russell, 1998), porém inferior ao registrado
para jaguatirica (35,11%; Sarti, 2006). O volume que as células de Leydig ocupa em
ambos os testiculos foi de 2,90mL. Este pardmetro ¢ semelhante ao relatado para catetos
(2,02mL; Costa et al., 2007a).

A quantidade de célula de Leydig parece ser bastante variada entre individuos e
entre espécies de mamiferos, nao sendo esta variacdo encontrada para outras glandulas
endocrinas (Fawcett et al.,, 1973; Paula, 1999). O indice Leydigossomatico (ILS)
corresponde ao percentual de massa corporal alocada em célula de Leydig. Como a
quantificagdo da célula de Leydig através da histometria ndo considera a massa
corporal, o ILS ¢ um importante parametro por permitir as comparagdes entre
individuos de tamanhos corporais distintos. Em veado-catingueiro este indice foi em
média de 0,0084%, com uma amplitude de 0,0039% a 0,0125%, refor¢ando a
necessidade individual no requerimento dessas células. Valores maiores de ILS foram
relatados para cateto e javali (0,02%; Costa et al., 2007a; Almeida et al., 2006).

A quantidade de célula de Leydig observada por animal pode ser influenciada
por uma série de fatores, tais como: a quantidade de hormdnio luteinizante (LH)
disponivel, o nimero de receptores de LH por célula; a quantidade de testosterona que a
célula de Leydig € capaz de secretar em um periodo de tempo; a velocidade pela qual a
testosterona deixa os testiculos via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluido seminal, o
volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (Russell et al.,
1994; Russell, 1996). O numero de células de leydig por testiculo foi de 2175,88 x10°,

sendo superior ao valor encontrado em cateto (1717,65 x10% Costa et al., 2007a). Por
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outro lado, o nimero de células de Leydig por grama de testiculo foi de 62,38 x10°,
apresentando-se inferior ao relatado para cateto (92,12 x10% Costa et al., 2007a), mas
muito semelhante ao valor descrito para alguns porcos domésticos (60 x10° Franga et
al., 2005). Em caprino o numero de células de Leydig por testiculo (1720 x10°) e por
grama de testiculo (18,6 x10° foi muito inferior ao valor relatado para o veado-
catingueiro. A maioria dos mamiferos apresenta entre 20 ¢ 40 milhdes de célula de
Leydig por grama de testiculo (Russell, 1996; Franca & Russell, 1998). O ntmero
médio de células de Leydig por grama de testiculo encontrado em veado-catingueiro
apresentou-se muito superior ao relatado para a maioria dos mamiferos, ultrapassando
os 60 milhdes. Segundo Fawcett et al. (1973), a maior quantidade de células de Leydig
pode estar relacionada com a sintese de outros tipos de esterdides que ndo testosterona e
feromonios, ou ainda, substincias com outras fun¢des ndo definidas e que seriam
importantes para as fungdes reprodutivas. O grande nimero de células de Leydig
encontrados nesta espécie pode estar relacionado ao seu baixo volume individual.
Assim, o aumento da quantidade de células de Leydig seria uma forma de compensar

seu menor volume celular a fim de manter a producao adequada de testosterona.

6. Conclustes

O intertibulo apresenta populacdo celular semelhante ao descrito para
mamiferos. A propor¢do volumétrica de tecido intertubular foi semelhante aos valores
relatados para a maioria dos membros da ordem Artiodactyla, estando dentro da
amplitude descrita para os animais domésticos. O padrao de organizagdo dos elementos
do compartimento intertubular se enquadra no padrdo tipo II descrito por Fawcett,
mostrando tecido conjuntivo frouxo pouco edemaciado. Os componentes mais
abundantes do compartimento intertubular foram as células de Leydig e o tecido
conjuntivo. O volume médio da célula de Leydig apresenta um dos menores valores
relatados para mamiferos até agora estudados e o percentual ocupado pelo niicleo desta
célula, em relagdo ao seu volume total, foi superior ao descrito para a maioria das
espécies domésticas e silvestres. O numero de células de Leydig por grama de testiculo

foi maior que o encontrado na maioria dos mamiferos ja estudados.
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5. CONCLUSOES GERAIS

- A organizacdo do parénquima testicular de veados-catingueiros adultos ¢ semelhante
ao padrdo descrito para a maioria dos mamiferos.

- O veado-catingueiro apresentou um alto percentual de massa corporal alocada em
testiculo e tubulos seminiferos, enquadrando-se entre os maiores valores descritos para a
maioria dos animais domésticos e silvestres estudados.

- A albuginea e o mediastino testiculares apresentaram-se entre os menores percentuais
descritos para os animais domésticos e silvestres.

- A proporcao volumétrica dos tubulos seminiferos foi semelhante ao observado para
algumas espécies pertencentes a ordem Artiodactyla.

- O diametro tubular e espessura do epitélio seminifero foram préximos aos valores
descritos para a maioria dos animais pertencentes a mesma ordem, estando dentro da
amplitude observada para as demais espécies de mamiferos.

- O comprimento tubular por grama de testiculo apresentou-se acima dos valores
descritos para a maioria dos animais domésticos.

- O intertubulo de veado-catingueiro apresenta populagdo celular compativel ao descrito
para mamiferos.

- O arranjo e a propor¢ao dos elementos constituintes do compartimento intertubular de
veado-catingueiro foi classificado como sendo do tipo II descrito por Fawcett,
mostrando tecido conjuntivo frouxo pouco edemaciado.

- A propor¢do volumétrica do tecido intertubular no parénquima testicular foi
semelhante aos valores relatados para a maioria dos membros da ordem Artiodactyla,
estando dentro da amplitude descrita para os animais domésticos.

- As células de Leydig juntamente com o tecido conjuntivo foram os elementos mais
abundantes do compartimento intertubular.

- O percentual ocupado pelas células de Leydig no parénquima testicular foi semelhante
ao encontrado em touros.

- O percentual de tecido conjuntivo no parénquima testicular foi mais proximo ao
relatado para javalis.

- O percentual de vasos sanguineos foi superior ao relatado para a maioria dos membros
da ordem Artiodactyla.

- O percentual ocupado por vasos linfaticos no compartimento intertubular foi superior

ao observado para javali e caprino.
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- O volume médio da célula de Leydig de veado-catingueiro, representa um dos
menores valores relatados para a maioria dos mamiferos.

- O diametro e o volume nuclear médio das células de Leydig foram semelhantes aos
valores relatados para caprinos.

- O percentual ocupado pelo nucleo da célula de Leydig em relagdo ao volume desta
célula foi superior ao descrito para a maioria das espécies domésticas e silvestres.

- O volume médio das células de Leydig em ambos os testiculos foi muito proximo ao
relatado para catetos.

- O indice leydigossomatico (ILS) de veados-catingueiros foi muito inferior aos valores
relatados para cateto e javali.

- O ntimero de células de Leydig por grama de testiculo foi semelhante ao observado
para alguns porcos domésticos, sendo superior ao relatado para a maioria dos mamiferos
estudados.

- Levando-se em consideragdo a escassez de dados referentes a biologia reprodutiva de
veado-catingueiro tornam-se necessarios estudos adicionais relativos ao ciclo

reprodutivo da espécie.
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