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RESUMO

CAMPOS, Pamella Kelly Araujo, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2009. Avaliacdo morfofuncional do testiculo de quatis (Nasua nasua, Linnaeus,
1766) adultos. Orientador: Tarcizio Antonio Rego de Paula. Coorientadores: Sérgio
Luis Pinto da Matta e Claudio César Fonseca.

O estudo da morfofisiologia testicular em animais silvestres e selvagens tem sido
incrementado nos ultimos anos, visando o desenvolvimento de protocolos em
reproducao assistida, visto as constantes ameacas sobre a fauna com o crescente
desenvolvimento humano. Por outro lado, algumas poucas espécies, como o quati
(Nasua nasua), pertencente a ordem Carnivora e a familia Procyonidae, apresentam
grande adaptabilidade a condigdes adversas, tornando-se animais sinantropicos, e
gerando desta forma conseqiiéncias danosas ambientais e de saude publica. Porém,
mesmo nestes casos, 0 conhecimento da biologia reprodutiva pode gerar estratégias de
controle populacional. Dentre os conhecimentos basicos, a quantifica¢do histologica dos
componentes testiculares tubular e intertubular, além de suas correlagdes corporais, €
um importante requisito. O principal elemento quantitativo e de destaque funcional
neste compartimento sdo as células de Leydig, uma vez que atuam na producdo de
androgenos, em especial a testosterona. Este hormdnio desempenha fungdo cabal na
fisiologia gametogénica e ainda ¢ imprescindivel na modulacdo de caracteristicas
sexuais acessorias e do comportamento masculino. Neste sentido, visto a escassez de
informagdes na literatura o presente trabalho objetiva a descricdo de dados
morfométrica do testiculo de quatis adultos, além de caracterizar o tecido intersticial
destes animais. Para isso, foram utilizados cinco quatis machos adultos, sendo um
proveniente do Centro de Triagem de Animais Silvestres-UFV (CETAS-UFV), dois do
Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres (CRAS-MT) e outros dois do Zoologico
Municipal de Alfenas-MG. Cada animal foi contido quimicamente, pesado e submetido
a uma biopsia incisional testicular para coleta do fragmento e posterior processamento
histoldgico. A massa corporal média foi de 5,58 Kg e o volume médio dos testiculos de
4,75 mL, o que corresponde a 0,089 % de indice gonadossomatico e 0,058 % de indice
tubulossomatico. A albuginea testicular representa cerca de 14,50 %, enquanto que o
parénquima testicular 85,50 % do peso do testiculo. O parénquima testicular é composto
de 77,60 % de tubulos seminiferos e 22,40 % de tecido intersticial. O didmetro médio

da seccdo transversal do tubulo seminifero e a espessura média do epitélio seminifero
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consistem respectivamente de 230,40 e 81,24 um. O comprimento total dos tibulos
seminiferos foi de 77,11 m e o comprimento de tubulos seminiferos por grama de
testiculo foi de 16,08 m/g. O tecido intersticial € composto principalmente de células de
Leydig (15,38 %), além de tecido conjuntivo (5,24 %), vasos linfaticos (1,15 %) e vasos
sanguineos (0,66%). As células de Leydig arranjam-se geralmente em grupos e formam
corddes celulares, apresentam um didmetro médio do ntcleo de 7,73 pum, volume
nuclear médio de 243,04 pm® e volume celular médio de 1660,24 pum’. As médias do
numero total de células de Leydig nos testiculos e numero de células de Leydig por
grama de testiculo sdo, respectivamente, 391 ¢ 81 milhdes. O indice leydigossomatico
corresponde a 0,010 % do peso corporal. Conclui-se, com os animais em estudo, que N.
nasua possui pardmetros quantitativos do compartimento tubular dentro da amplitude de
dados ja descritos para outros carnivoros. Quanto ao compartimento intertubular o
arranjo desta espécie enquadra-se no tipo II, de acordo com dados da literatura, e a
mensuragao nuclear e as proporgdes volumétricas obtidas para as células de Leydig
estdo também dentro da amplitude de variacio de dados expressos para outros

carnivoros ja estudados.



ABSTRACT

CAMPOS, Pamella Kelly Aratjo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2009. Morphophunctional assessments of testis in adult coatis (Nasua nasua
Linnaeus, 1766). Adviser: Tarcizio Antonio Rego de Paula. Co-Advisers: Sérgio Luis
Pinto da Matta and Claudio César Fonseca.

The study of the testicular morphophysiology in wild animals has been increased in the
last years, seeking the development of protocols in assisted reproduction, due the
constants threats on the fauna with the crescent human development. On the other hand,
some few species, like the procyonids coati (Nasua nasua), present great adaptability to
adverse conditions, becoming sinantropic animals, and generating harmful
consequences to environmental and to public health. However, even in these cases, the
knowledge of the reproductive biology can generate strategies to population control.
Among the basic knowledge, the histological quantification of the testicle and their
corporal correlations it is an important requirement, besides the quantification and
description of the intertubular compartment. The main quantitative element in this
compartment and with great functional prominence is the Leydig cell’s, once it act in
the production of androgynous, especially the testosterone. This hormone carries out
very important function in the gametogenic physiology and it is still indispensable in the
modulation of accessory sexual characteristics and of the masculine behavior. In this
sense, seen the shortage of information in the literature the present work aims the
description of morphometric data of the testicle of adult coatis, besides characterizing
the interstitial tissue of these animals. For that, five adult male coati were used, being
one originating from Centro de Triagem de Animais Silvestres da UFV(CETAS-UFV),
two of the Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres de Mato Grosso do Sul
(CRAS-MT) and other two of the Municipal Zoo of Alfenas-MG. Each animal was
chemically contained, weighted and submitted to a testicular incision biopsy for
collection of one fragment and subsequent histological processing. The medium of
corporal mass was 5,58 Kg and the medium volume of the testicles 4,75 mL, what
corresponds to 0,089 % of gonadossomatic index and 0,058 % of tubulossomatic index.
The testicular albuginea represent about 14,50 %, while the testicular parenchima
85,50% of the weight of the testicle. The testicular parenchyma is composed of 77,60 %
of seminiferous tubules and 22,40 % of interstitial tissue. The medium diameter of the

cross section of the seminiferous tubule and the medium thickness of the seminiferous
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epithelium consist respectively of 230,40 and 81,24 um. The total length of the
seminiferous tubules was 77,11 m, and the length of seminiferous tubules for each gram
of testicle was 16,08 m/g. The interstitial tissue is composed mainly of Leydig cell’s
(15,38 %), connective tissue (5,24 %), lymphatic vessels (1,15 %) and blood vessels
(0,66 %). The Leydig cell’s usually form clusters in string shapes, present a medium
diameter of the nucleus of 7,73 um, medium nuclear volume of 243,04 um3 and
medium cellular volume of 1660,24 pm’. The averages of the total number of Leydig
cell’s in the testicles and number of Leydig cell’s per gram of testicle, are respectively,
391 and 81 million. The leydigossomatic index corresponds to 0,010 % of the corporal
weight. It is concluded with the animals in study that N. nasua possesses quantitative
parameters of the tubular compartment inside of the range of data described already for
other carnivorous. The intertubular compartment arrangement of this species is
classified in the type II, like literature, and the nuclear mensuration and volumetric
proportions obtained from Leydig cell’s are also inside of the variation range of data

expressed for other carnivores already studied.
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1- INTRODUCAO GERAL

A familia Procyonidae, pertencente a ordem Carnivora, possui seis géneros ¢ 14
espécies cuja distribuicdo abrange todo o continente americano. Originalmente, esta
familia ¢ dividida em duas subfamilias: Procyoninae e Ailurinae, a tltima representada
pelo panda-gigante (Ailuropoda melanoleuca) e pelo panda-vermelho (Ailurus fulgens)
encontrados naturalmente no continente asiatico. Os espécimes de Procyonidae habitam
o Novo Mundo, dos seis géneros (Bassaricyon, Bassariscus, Nasua, Nasuella, Potos ¢
Procyon), apenas Bassariscus e Nasuella nao ocorrem no Brasil (Mehren, 1986; Cheida
etal., 2006).

A maioria dos representantes desta familia tem hébitos noturnos e geralmente
sdo solitarios, embora algumas espécies possam viver em bandos. Sdo essencialmente
onivoros, alimentando-se de frutos, néctar, invertebrados como insetos e caranguejos, €
pequenos vertebrados, como anuros, cobras e aves. Uma caracteristica comum a todas
as espécies deste grupo ¢ a capacidade de escalar arvores e criar seus filhotes em ninhos
arboreos. As espécies americanas deste grupo sao adaptadas a uma grande variedade de
habitats, desde florestas tropicais, onde possuem maior ocorréncia, até regides semi-
aridas (Mehren, 1986; Cheida et al., 2006; Teixeira ¢ Ambroésio, 2007).

Os procionideos sdao animais de porte médio, pernas curtas e pelagem densa. Sao
plantigrados, possuindo cinco dedos bem desenvolvidos em todos os membros e as
garras ndo sdo retrateis (Cheida et al., 2006; Teixeira ¢ Ambroésio, 2007). As maos
moveis possuem habilidade para cavar. Os dentes molares sao largos, bem adaptados ao
esmagamento dos alimentos, os focinhos sdo geralmente pontudos e olhos sdo quase
totalmente orientados para frente (Gompper, 1996).

Os quatis (Nasua nasua) sdo animais que possuem alta adaptabilidade
(Beisiegel, 2001), o que gera um grande aumento de sua populagdo. Isto ocorre em
especial em areas florestais protegidas, acarretando conflitos com humanos e outras
espécies silvestres, além do aumento do risco de transmissdao de zoonoses (Ramirez et
al., 1997; Rodrigues et al., 2006; Souza Junior et al., 2006). Mesmo na periferia de
cidades ¢ possivel a visualizagdo de bandos de quatis como animais sinantrépicos,
sobrevivendo de restos alimentares.

Os quatis ndo configuram na lista de animais ameagados de extingdo do IBAMA
(Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) (IBAMA,

2008). Ao contrario, o excesso populacional tem gerado conseqiiéncias danosas



ambientais e de saude publica. Assim, o controle da populagdo em areas de conflito,
torna-se uma alternativa a ser viabilizada. O conhecimento da biologia reprodutiva
destes animais ¢ imprescindivel para a efetivacdo de acgdes neste sentido. Poucos
trabalhos sdo descritos na literatura sobre o tema, a biologia reprodutiva masculina
restringe-se a dados anatomicos e histologicos basicos (Franciolli et al., 2007).

Além do manejo populacional, o conhecimento do complexo processo da
espermatogénese € todos os sistemas que envolvem as células do tabulo e intertubulo
testicular ¢ um pré-requisito também para o desenvolvimento de protocolos de
reprodugdo assistida e antifertilidade em diferentes espécies animais (Holstein et al.,
2003). Dentre os conhecimentos basicos, a quantificacao histolégica do parénquima
testicular € um importante requisito para estudos que envolvam parametros reprodutivos
(Paula, 1999). Neste sentido, o presente trabalho objetiva a descricdo biométrica e

morfométrica do testiculo e do processo espermatogénico em quatis (Nasua nasua).

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - QUATI (Nasua nasua Linnaeus, 1766)

Os quatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) sdo animais essencialmente diurnos,
terrestres, arboricolas e diferenciam-se dos demais representantes da familia
Procyonidae por possuirem uma cabega alargada com um estreito e prolongado focinho
muito saliente, pontiagudo e de grande mobilidade (Figura 1) (Beisiegel, 2001; Cheida
et al., 2006). O corpo dos adultos mede 40,0 a 65,0 cm de comprimento ¢ a cauda 42,0 a
55,0 cm. O peso varia de 2,7 a 10,0 kg (Teixeira e Ambrosio, 2007). E uma espécie
exclusiva da América do Sul, exceto no Chile, ocorrendo na Colombia, Venezuela,
Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Peru, Bolivia, Argentina, Paraguai, Uruguai e
Brasil (Figura 2). Estd presente nos biomas Amazonia, Cerrado, Caatinga, Pantanal,
Mata Atlantica ¢ Campos Sulinos (Cheida et al., 2006). Geralmente, em estudos
populacionais de carnivoros, ¢ uma das espécies mais freqiientemente observadas
(Beisiegel, 2001).

Variacdes de coloracdo na pelagem sdo encontradas ao longo de suas areas de
distribui¢do (Cheida et al., 2006). A coloragdo do dorso esta entre cinza e variagdes de
marrom-claro, avermelhado e até marrom-escuro. O peito ¢ o abdome apresentam uma

coloragdo mais amarelada. Essa variacdo ocorre regionalmente, no Peru encontram-se



quatis quase pretos sem manchas claras na face; no Para, Brasil, esses apresentam

coloragdo laranja-avermelhada, e em Minas Gerais os quatis sdo geralmente

acinzentados (Teixeira e Ambrosio, 2007).

4

Figural. Exemplar de um quati (Nasua nasua) adulto no Parque das Mangabeiras, Belo
Horizonte — MG.

O longo focinho ¢ uma ferramenta importante, pois sua flexibilidade permite
explorar, com o auxilio dos membros toracicos, ocos de arvores, ninhos, tocas e, por
meio do olfato, encontrar pequenos invertebrados e vertebrados que compde a sua dieta
onivora (Mehren, 1986). Os frutos que também sdo abundantes em sua dieta sdo
coletados no seu deslocamento sobre as arvores, onde os quatis demonstram grande
habilidade e as utilizam no momento de fuga (Gompper, 1996; Teixeira ¢ Ambrosio,
2007). Devido a este consumo de frutos, muitas sementes sdo defecadas intactas,

podendo estes animais ser considerados dispersores de sementes (Cheida et al., 2006).



Os quatis possuem vocalizacdes variadas e exibem um conjunto de
comportamentos, incluindo forrageamento com os espécimes mais jovens,
compartilhamento da vigilancia do grupo; o chamado de alarme, ataque conjunto aos
predadores, além de uma estagcdo de acasalamento altamente sincronizada (Beisiegel,
2001; Hass e Valenzuela, 2002). Isto sugere que estes animais possuem um complexo

sistema social (Gompper et al.,1998; Romero ¢ Aureli, 2008).

L

Suriname

Guiana Francesa
Colombia

Brasil

Uruguai

Figura 2. Distribuicdo geografica natural de quati (Nasua nasua) na América do
Sul. Area em vermelho (IUCN, 2009).



Adultos da maioria das espécies de Procionideos sdo solitarios fora da época
reprodutiva (Hass e Valenzuela, 2002). Os quatis, entretanto, podem viver em grupos de
mais de 30 individuos (Beisiegel, 2001; Cheida et al., 2006). As fémeas andam em
grupos com os subadultos e juvenis, enquanto os machos que possuem mais de dois
anos de idade sdo freqiientemente solitarios, além de apresentarem maior porte. Os
grupos sempre contem uma ou mais fémeas reprodutivas (Gompper, 1996; Beisiegel,
2001).

A ¢época reprodutiva em vida livre acompanha o periodo de abundancia de
alimento, principalmente frutas (Mehren, 1986; Gompper, 1996). Os quatis utilizam as
arvores para passarem a noite, sendo este também o local onde as fémeas dao a luz os
filhotes. Apds um periodo de 70 a 77 dias de gestagdo, nascem entre 2 e 7 individuos
com peso médio de 140g, que abrem os olhos por volta do 11° dia de vida e com cinco
semanas abandonam o esconderijo e ja acompanham a mae em curtas caminhadas
(Teixeira e Ambroésio, 2007). Os filhotes podem ser deixados em “bercarios” aos
cuidados de individuos mais velhos (Cheida et al., 2006).

No Brasil os quatis s@o criados como animais de estimagdo por alguns povos
indigenas. J& outros povos, incluem estes animais em sua dieta. Além de sua ampla
distribuicao geografica, os quatis sdo comumente encontrados no territdrio nacional
proximos de turistas em alguns parques nacionais ou outras unidades de conservacao.
Sdo animais muito curiosos e socializam-se facilmente com os humanos (Teixeira e
Ambrésio, 2007). Em seu estudo com esta espécie, Beisiegel (2001) conclui que estes
animais sdo capazes de ajustar suas preferéncias de uso de estrato ¢ modo de
forrageamento as diferentes condi¢cdes ambientais sem alterar sua estrutura social

basica.

2.2 - O TESTICULO E O PROCESSO DA ESPERMATOGENESE

Os orgdos genitais masculinos sdo compostos dos testiculos, ductos genitais,
glandulas acessorias e pénis (Setchell e Breed, 2006; Junqueira e Carneiro, 2008).
Durante a gestacao, as células de Leydig fetais quando secretam androgenos, induzem a
diferenciagdo do ducto mesonéfrico em ductos deferente e epididimario, induzindo
ainda parte do desenvolvimento das glandulas acessorias, além da diferenciacdo da
genitalia externa, o pénis, ¢ na maioria dos eutérios, do escroto (Setchell e Breed, 2006).

Este ultimo ¢ o local onde os testiculos ficam alojados fora da cavidade abdominal,



sendo estruturas revestidas por pele e com abundante camada de musculo liso. Este
local tem um papel importante na manutencdo dos testiculos em uma temperatura
abaixo da temperatura abdominal (Russell et al., 1990; Junqueira ¢ Carneiro, 2008).

A organizacdo estrutural do testiculo ¢ altamente conservada entre os
vertebrados (Franga e Chiarini-Garcia, 2005). Cada testiculo ¢ envolvido por uma
capsula de tecido conjuntivo denso, a albuginea (Russell et al., 1990; Junqueira e
Carneiro, 2008), que projeta-se para o interior do testiculo na forma de septos, os quais
se reinem na regido central ou excentricamente, dependendo da espécie, formando o
mediastino testicular (Junqueira e Carneiro, 2008). Esta area consiste em uma rede de
tecido conjuntivo associada a uma rede anastomosada de ductos que podem ser
identificados como a rete testis (Setchell e Breed, 2006). O fluido secretado pelos
tubulos seminiferos ¢ langado nesta rete testis e liberado no epididimo (Holstein et al.,
2003).

Em relagdo ao seu tamanho, ha correlacao positiva entre o peso testicular e a
producao espermatica (Olar et al., 1983; Franga e Russell, 1998), indicando que quanto
maior o testiculo, maior a produ¢do de espermatozodides. Entretanto, a quantidade de
espermatozodides produzidos ¢ sempre maior que o numero necessario para a fecundagao
e ndo necessariamente, o tamanho do testiculo acompanha proporcionalmente o
tamanho corporal, j4 que animais de grande porte produziriam um enorme excedente
(Paula, 1999).

Kenagy e Trombulak (1986) avaliaram o indice gonadossomatico de 133
espécies, concluindo que mamiferos de menor porte alocam maior propor¢do de massa
corporal e gasto de energia para o tecido testicular que mamiferos de maior porte. Estes
mesmos autores relatam ainda que hd uma relagdo funcional entre o tamanho do
testiculo e a manutencdo do sistema de acasalamento, ou seja, testiculos sao
relativamente pequenos em animais monogamicos ou poliginicos e sdo relativamente
maiores em animais com sistema promiscuo ou polidndrico. Além disso, outros fatores
como idade e ambientais (localizagdo geografica e tipo de habitat) podem interferir na
proporc¢ao da massa corporal que ¢ alocada em gonadas.

O testiculo ¢ dividido em dois compartimentos principais: o intertubular ou
intersticial, e os tibulos seminiferos, onde ocorre a espermatogénese (Russell et al.,
1990; Holstein et al., 2003). Este processo pode ser definido como uma seqiiéncia de
eventos citologicos especificos de proliferacdo e diferenciagdo de células germinativas,

que resulta na formagdo de espermatozoide a partir de células precursoras, as



espermatogonias (Russell, 1980; Weinbauer e Wessels, 1999, Griswold e Mc Lean,
2006).

A espermatogénese pode ser dividida em trés fases: fase proliferativa, onde
ocorrem rapidas e sucessivas divisdes da espermatogdnia, que serve para produzir um
numero favoravel destas células e ird originar os espermatocitos, além de manter uma
reserva de células-fonte; fase meidtica, na qual o material genético dos espermatocitos
sdo recombinados e segregados, formando as espermatides haploides; ¢ fase de
diferenciacdo ou espermiogénica, quando finaliza a fase de divisdes celulares, ¢ dai
para adiante cada espermatide sofrerda um processo de modificacdes complexas,
chamado espermiogénese, que corresponde a citodiferenciagao das espermatides, o que
leva a formagdo dos espermatozoides (Russell, 1980; Amann, 1981; Russell et al.,
1990; Griswold, 1998; De Rooij e Grootegoed, 1998; Weinbauer ¢ Wessels, 1999;
Holstein et al., 2003).

As células de Sertoli organizam o epitélio seminifero mantendo as populagdes de
células germinativas, as quais permanecem conectadas por pontes de citoplasma
formando um sincicio de células que s6 se dissolvem em fases avancadas do
desenvolvimento da espermatide (Griswold, 1998; Holstein et al., 2003; Siu e Cheng,
2004).

O desenvolvimento dos espermatdcitos ocorre inicialmente no compartimento
basal dos tubulos seminiferos, onde um espermatdcito em pré-leptdteno desenvolve-se
para leptoteno. Estas células sdo entdo transportadas para o compartimento adluminal,
desenvolvendo-se até a fase meiotica, na qual ocorrem mudangas na configuragao da
cromatina do nucleo para posterior divisdo celular. Antes da primeira divisdo meiotica
as células sdao chamadas de espermatocitos primarios, sendo as maiores células do
epitélio germinativo. Antes da segunda divisdao da meiose as células sdo denominadas
de espermatodcitos secundarios. Estas, ndo replicam o DNA e dividem-se rapidamente
originando as espermatides, que irdo passar pelo processo de espermiacdo (Costa e
Paula, 2003; Holstein et al., 2003).

Em relagdo a regulacdo fisiologica da espermatogénese, todo este processo ¢
controlado por duas vias principais: endocrina (hormonio luteinizante - LH e hormonio
foliculo estimulante — FSH, originados da hipdfise), e comunicagdes intercelulares
mediada por fatores paracrinos, como a testosterona, fatores de crescimento e citocinas
ou contato direto entre células adjacentes (Dym e Fawecett, 1970; Griswold, 1998;

Weinbauer ¢ Wessels, 1999).



O hormoénio de maior controle ¢ o hormdnio liberador de gonadotropina
(GnRH), produzido por neurdnios especializados no hipotdlamo. A producdo pulsatil de
GnRH sinaliza para as células da adenohipéfise produzirem FSH e LH que entdo agem
no testiculo para regular a espermatogénese. O LH se liga a receptores na superficie das
células de Leydig e estimula a produgdo de testosterona, um hormonio esterdide que se
difunde para os tiibulos seminiferos, sendo necessario para o desenvolvimento normal
de células da linhagem germinativa. Dentro dos tiibulos seminiferos, somente as células
de Sertoli possuem receptores para testosterona ¢ FSH. Este hormonio atua nas células
de Sertoli promovendo a sintese e a secrecdo de proteinas ligante de androgeno (ABP),
que combina-se com a testosterona e a transporta no lume dos tubulos seminiferos. A
espermatogénese ¢ estimulada por testosterona e inibida por estrogenos e progestagenos

(Walker e Cheng, 2005; Junqueira e Carneiro, 2008).

2.3-0S TUBULOS SEMINIFEROS E AS CELULAS DE SERTOLI

O tabulo seminifero representa, na maioria dos mamiferos, o componente de
maior propor¢do do testiculo, variando entre 70 ¢ 90%, sendo, consequentemente, o
componente mais abundante do parénquima testicular. Além disso, apresenta grande
variagdo na densidade volumétrica no testiculo entre as diferentes espécies (Franca e
Russell, 1998; Godinho, 1999; Paula, 1999). Todos os pardmetros quantitativos
relacionados com o tiibulo seminifero, como didmetro tubular, espessura do epitélio
seminifero e comprimento total e por grama de testiculo, apresentam relagdo positiva
com a atividade espermatogénica (Paula, 1999).

Em geral, as espécies que apresentam alto percentual de tibulos seminiferos no
testiculo e elevado nimero de espermatides por célula de Sertoli, s3o as que possuem
alta produgdo espermatica didria por grama de testiculo, também denominada de
eficiéncia espermatogénica (Franca e Chiarini-Garcia, 2005). Individuos da mesma
espécie possuem a mesma eficiéncia de producdo espermadtica durante seu periodo
reprodutivo, e consequentemente, esta produgdo ¢ altamente relacionada com o peso
testicular. Em todas as espécies a eficiéncia espermatica ¢ influenciada pela idade,
fatores do meio, estado hormonal e drogas (Amann, 1981).

Como caracteristicas, os tibulos seminiferos ndo sdo vascularizados € nem
inervados, sendo constituidos pela tinica propria, pelo epitélio germinativo e o lume

(Franga e Chiarini-Garcia, 2005). E no interior destes tiibulos que ocorre a renovagéo de



células-fonte até o desenvolvimento dos gametas masculino, ocorrendo da puberdade
até a idade mais avangada (Holstein et al., 2003).

A tlnica propria do tabulo envolve o epitélio seminifero, sendo constituido por
uma lamina basal rica em filamentos de glicoproteinas e fibrilas colagenas e também
por uma bainha de tecido conjuntivo formado por algumas camadas de fibroblastos. Sua
camada mais interna, aderida a lamina basal, consiste em células midides achatadas,
contrateis e que possuem caracteristicas de células musculares lisas (Dym e Fawcett,
1970; Junqueira e Carneiro, 2008). Além de serem consideradas como uma barreira
primaria de penetracdo para o interior dos tibulos seminiferos, esta camada de células
mioides sdao responsaveis pela movimentacdo de fluidos e propulsdo dos
espermatozodides através do lume tubular (Dym e Fawcett, 1970; Franca e Chiarini-
Garcia, 2005).

O epitélio germinativo do tubulo seminifero consiste de populacdes celulares
altamente organizadas, formadas pelas células germinativas e células de Sertoli (De
Rooij e Grootegoed, 1998). Dym e Fawcett (1970) e Holstein et al. (2003) descreveram
que este epitélio é formado por duas regides: o compartimento basal e o compartimento
adluminal, ambos estruturados entre as células de Sertoli e limitados por seus
complexos juncionais, os quais determinam um isolamento fisiologicamente
significativo, conhecido como barreira hematotesticular. O compartimento basal contém
uma populacdo espermatogonial e espermatocitos primarios em pré-leptdteno, enquanto
que o compartimento adluminal inclui as demais células germinativas.

Devido principalmente ao rigido controle exercido pelas células de Sertoli, os
diferentes tipos de células germinativas se organizam em quatro ou cinco camadas,
formando associagdes celulares caracteristicas, denominadas estddios. O intervalo
compreendido entre a ocorréncia de um determinado estddio e o seu reaparecimento
num mesmo local do tibulo seminifero ¢ denominado ciclo do epitélio seminifero
(Amann, 1981; Franca e Chiarini-Garcia, 2005).

As células de Sertoli, citadas anteriormente, sdo células somaticas nao-
germinativas, consideradas um dos elementos mais complexos do corpo animal, tanto
do ponto de vista funcional, quanto estrutural. Estas células possuem formato colunar
altamente assimétrico, porém, com alto grau de plasticidade, devido ao seu elaborado
sistema de citoesqueleto. As condig¢des sob a qual o testiculo se desenvolve e o processo
da espermatogénese ¢ completado com sucesso, sdo alcangados devido a organizagdo

deste tipo celular (Russell, 1980; Griswold, 1998; Franca e Chiarini-Garcia, 2005).



Além de formar a barreira hemato-testicular, estas células ttm como funcao:
sustentacdo e nutricdo das células germinativas; organizacdo e liberagdo de
espermdtides maduras no lume tubular (espermiacdo); producdo de substancias
endocrinas e paracrinas para regulaciao da espermatogénese; secrecao de proteina ligante
a androgeno (ABP) para manuten¢ao do epitélio germinativo e interagdes com as
células de Leydig (Russell, 1980; Clermont, 1993; Griswold, 1998; Griswold e Mc
Lean, 2006). Juntamente com as células miodides, as células de Sertoli sintetizam a
membrana basal que serve de suporte para si propria e para as cé¢lulas germinativas que
se encontram na por¢ao basal do epitélio seminifero (Franca e Chiarini-Garcia, 2005).

A fungdo e a eficiéncia das células de Sertoli apresentam-se limitadas em relagao
a quantidade de células germinativas suportadas (Griswold, 1998). O tamanho potencial
do testiculo e a taxa de produ¢do espermadtica sdo estabelecidos durante o limitado
periodo de proliferagio das células de Sertoli (Franga e Chiarini-Garcia, 2005).
Enquanto o numero de células germinativas que as células de Sertoli podem suportar
varia entre diferentes espécies, este nimero ¢ uma constante espécie especifica

(Griswold, 1998).

2.4-0 INTERTUBULO E AS CELULAS DE LEYDIG

O compartimento intersticial contém vasos sanguineos ndo fenestrados, vasos
linfaticos, células de Leydig, fibroblastos, linfécitos, macrofagos e mastocitos. Mas se
por um lado células do sangue sdo mais raras, fibroblastos sdo as células mais comuns,
por causa de sua natureza delgada, ndo sdo tdo conspicuos e em estudos de morfometria
sdo comumente quantificados como “tecido conjuntivo”. Outros tipos celulares sdo
extremamente raros (Russell et al., 1990; Russell, 1996; Kerr et al., 2006). Ha grande
variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢ao volumétrica dos diferentes
componentes deste compartimento (Fawcett et al., 1973; Franga e Russell, 1998;
Godinho, 1999). O elemento que possui maior variagdo ¢ a célula de Leydig, em
contraposi¢do com o0s outros componentes que possuem variacdes menos evidentes
(Fawcett et al., 1973, Paula et al., 2007).

Fawcett et al. (1973) conduziram varios trabalhos relacionando a organizagdo
das células de Leydig, o sistema vascular e o sistema linfatico no intersticio, além de
outros elementos celulares. Os padrdes de organizagdo do intertibulo definidos por este

autor foram: (I) espécies que possuem relativamente pequeno volume de células de
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Leydig e pouco tecido conjuntivo, mas apresentam muitos espacgos linfaticos que
ocupam grande area do tecido intersticial; (I) espécies com agrupamentos de células de
Leydig dispersos, com tecido conjuntivo que ¢ drenado por um vaso linfético,
localizado centralmente ou excentricamente, em cada area intertubular; (III) espécies
que possuem abundante quantidade de células de Leydig que ocupam todas as
proximidades da area intertubular, mas com pouco tecido conjuntivo e pouca quantidade
de vaso linfatico.

Em relagdo as células de Leydig, ¢ comumente descrita como poligonal,
arredondada ou fusiforme. Entretanto, micrografias eletronicas t€ém revelado que sao
altamente irregulares. Como regra geral, o formato destas células proximo aos sistemas
vasculares sdo frequentemente mais arredondado, e entre os tibulos seminiferos €, na
maioria das vezes, mais fusiforme. Esta caracteristica reflete que sdo facilmente
influenciadas pela pressdo fisica, especialmente por outras células deste mesmo tipo
(Russell, 1996; Colleta e Carvalho, 2005).

Entre células de Leydig adjacentes sdo formadas jun¢des comunicantes (Russell,
1996). Pfeiffer e Vogl (1991) observaram que certamente ha sitios de contatos
intercelulares entre as células de Leydig em esquilos. Todavia, o papel destas juncdes €
raramente mencionado quando a funcao destas células ¢ discutida. Estas comunicagdes
elétricas e quimicas devem permitir uma resposta deste tipo celular como um grupo, ou
toda uma populacdo, a certo estimulo. Como o cAMP pode atravessar as junc¢des
comunicantes através de poros, poderia ser possivel uma secrecdo de substincias
coordenadas de um grupo de células de Leydig (Russell et al., 1992).

A célula de Leydig ¢ amplamente conhecida por sua fun¢do endocrina (Russell,
1996; Costa et al., 2006), como estas células dispdem-se em volta dos vasos sanguineos,
sua localizagdo facilita a passagem de esterdides para a circulagdo (Pfeiffer ¢ Vogl,
1991; Russell, 1996; Holstein et al., 2003). Estas células intersticiais possuem grande
quantidade de reticulo endoplasmatico liso no citoplasma, que contém em sua superficie
numerosas enzimas que sao necessarias para a esteroidogénese (Colleta e Carvalho,
2005).

O principal produto deste processo ¢ a testosterona, responsavel pelas
caracteristicas sexuais secundarias, comportamento sexual agressivo, ¢ manutenciao da
espermatogénese em animais maduros sexualmente (Russell, 1996; Costa et al., 2006).

Ha vérios mecanismos que mantém o nivel deste hormonio de duas a trés vezes maiores
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no fluido intersticial, que nos vasos sanguineos adjacentes, bem como de 40 a 250 vezes

maior a sua quantidade do que nos vasos sanguineos periféricos (Sharpe, 1994).

2.5 - BIOPSIA TESTICULAR

A Dbidpsia tem sido de grande auxilio na quantificacio e qualificacdo de
elementos do parénquima testicular, propiciando subsidio para diversos tipos de
pesquisas (Freneau et al., 1997; Sartori et al., 2002). Heath et al. (2002) relataram que ¢
um procedimento util e seguro para avaliacdo da fungdo deste 6rgdo. Esta técnica pode
ser necessaria para obter informagdes sobre a qualidade da espermatogénese ou para
diagnosticar alguns tipos de doengas (Holstein et al., 2003). Trata-se de um
procedimento que ¢ invasivo, mas ¢ simples, econdmico, e praticamente isento de
complicac¢des (Silva e Ferraz, 2004). Lesoes histologicas decorrentes podem incluir
hipoespermatogénese, necrose, degeneragdo tubular, fibrose intersticial, inflamagdo e
hemorragia, mas, estas injarias estdo relacionadas principalmente com falhas técnicas
durante o procedimento cirtrgico (Lopate et al., 1989; Sartori et al., 2002).

Em seus estudos com touro Nelore, Freneau et al. (1997) concluiram que a
biopsia testicular ndo impediu que os grupos estudados apresentassem elevados indices
de capacidade andrologica. Hunt e Foote (1997), em seus experimentos com caes,
observaram que a motilidade espermatica e a freqiiéncia de todos os estagios do ciclo do
epitélio seminifero foram similares entre o grupo controle e os animais biopsados.
Ainda em relagdo a estes mesmos autores, concluiram que repetidas bidpsias testiculares
fornecem tecidos suficientes para avaliacdo hitopatoldégica sem interferir na
espermatogénese. Mascarenhas et al. (2006) utilizando cdes submetidos a bidpsia
testicular unilateral, relataram que ndo observaram alteracdes na populagdo celular no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, assim como no rendimento intrinseco da
espermatogénese e nas relacdes quantitativas entre células de Sertoli e células da
linhagem espermatogénica.

Viérios outros trabalhos relacionados a espermatogénese de animais silvestres
foram desenvolvidos adotando-se esta técnica, sem haver, entretanto, qualquer prejuizo
para as respectivas espécies (Heath et al., 2002; Bittencourt, 2003; Barros, 2005; Sarti,
2006; Caldeira, 2007; Balarini, 2008).
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ARTIGO 1

Aspectos morfofuncionais do testiculo de quatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766)

adultos e suas correlagdes corporais.

RESUMO

Os quatis (Nasua nasua) sao carnivoros da familia Procyonidae, que apresentam um
grande sucesso biologico em parte devido a sua caracteristica de adaptabilidade
alimentar e social, ndo raramente ¢ possivel a observacao de bandos de quatis como
animais sinantropicos, atuando como espécie praga, gerando conseqiiéncias danosas
ambientais e de satde publica, como a transmissdo de zoonoses. Para o controle
populacional desta e outras espécies ¢ imprescindivel o conhecimento da biologia
reprodutiva. Neste sentido, visto a escassez de informagdes na literatura o presente
trabalho objetivou fazer a descricdo da morfofisiologia testicular e algumas correlagdes
corporais. O tamanho corporal médio de N. nasua foi de 5,58 Kg, a média do
comprimento do corpo (focinho-base da cauda) de 54,25 cm e média de 46,38 cm
correspondente ao tamanho da cauda. O volume médio dos testiculos foi de 4,75 mL,
com indice gonadossomatico de 0,089 % e indice tubulossomatico de 0,058 %. A
albuginea testicular representa cerca de 14,50 %, enquanto que o parénquima testicular
85,50 % do peso do testiculo. O parénquima testicular é composto de 77,60 % de
tabulos seminiferos e 22,40 % de tecido intersticial. O diametro médio da seccao
transversal do tubulo seminifero e a espessura média do epitélio seminifero consistem
respectivamente de 230,40 e 81,24 um. O comprimento total dos tubulos seminiferos foi
de 77,11 m, j& para o seu comprimento de tubulos seminiferos por grama de testiculo foi
de 16,08 m/g. Conclui-se que os parametros volumétricos dos tubulos seminiferos
encontram-se dentro da amplitude de dados de outros animais silvestres e domésticos ja

estudados.

Palavras-chave: Nasua nasua, morfometria testicular, tibulos seminiferos, indice

gonadossomatico.
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ABSTRACT

The coati (Nasua nasua) are carnivores of the Procyonidae family, that present a great
biological success due to their alimentary and social adaptability, it is not rarely
possible the observation of coatis groups like sinantropic animals, acting as problem
species, and generating harmful consequences to environmental and to public health like
zoonoses transmission. For the population control of this and other species it is
indispensable the knowledge of the reproductive biology, in this sense, and seen the
shortage of information in the literature, the present work aims the description of
testicular morphophisiology data and some corporal correlations. The medium corporal
size of N. nasua was 5,58 Kg, the average of the length of the body was 54,25 cm and
an average of 46,38 cm corresponding to the size of the tail. The medium volume of the
testicles was 4,75 mL, with gonadossomatic index of 0,089 % and tubulossomatic index
of 0,058 %. The testicular albuginea represent about 14,50 %, while the testicular
parenchyma 85,5% of the weight of the testicle. The testicular parenchyma is composed
of 77,60 % of seminiferous tubules and 22,40 % of interstitial tissue. The medium
diameter of the cross section of seminiferous tubules and the medium thickness of the
seminiferous epithelium consist respectively of 230,40 and 81,24 um. The total length
of the seminiferous tubules was 77,11 m, and the length of seminiferous tubules per
gram of testis was of 16,08 m/g. It is concluded that the volumetric parameters of the
seminiferous tubules are in the range of data from other domestic and wild animals

already studied.

Key words: Nasua nasua, testicular morphometry, seminiferous tubules,

gonadossomatic index.
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1- INTRODUCAO

Os quatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766), pertencentes a ordem Carnivora e a
familia Procyonidae, sdo animais essencialmente diurnos, terrestres, arboricolas,
onivoros e possuem um estreito e prolongado focinho de grande flexibilidade,
importante para a procura de alimentos (Mehren, 1986; Cheida et al., 2006). Devido ao
consumo de frutos, podem ser considerados dispersores de sementes, ja que estas sdo
defecadas intactas (Teixeira & Ambrosio, 2007).

Os representantes desta espécie podem viver em grupos de mais de 30
individuos (Beisiegel, 2001; Cheida et al., 2006). As fémeas andam em grupos com o0s
subadultos e juvenis, enquanto os machos que possuem mais de dois anos de idade sdo
freqiientemente solitarios (Mehren, 1986; Gompper, 1996; Beisiegel, 2001). Estes
animais possuem vocalizag¢des variadas e exibe um conjunto de comportamentos, além
de uma estacdo de acasalamento altamente sincronizada, o que sugere que estes animais
possuem um complexo sistema social (Gompper et al.,1998; Beisiegel, 2001; Hass &
Valenzuela, 2002; Romero & Aureli, 2008).

O quati ndo configura na lista de animais ameagados de extingdo do IBAMA-
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA,
2008). Ao contrario, em estudos populacionais de carnivoros, constitui a espécie mais
freqlientemente observada, ja que sd3o animais bem adaptaveis, capazes de ajustar suas
preferéncias de uso de estrato ¢ modo de forrageamento as diferentes condig¢des
ambientais sem alterar sua estrutura social basica (Beisiegel, 2001). Deste modo, diante
de sua alta adaptabilidade, ocorre um aumento muito elevado de sua populagdo, gerando

conseqiiéncias danosas, ambientais e de saude publica, como a participagdo no ciclo de
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algumas zoonoses como a leptospirose, tripanossomiase e outras (Ramirez et al., 1997,
Rodrigues et al., 2006; Souza Junior et al., 2006).

Levantamento de dados sobre a biologia reprodutiva além da importancia
inerente ao conhecimento especifico gera importantes subsidios para o desenvolvimento
de protocolos em reprodugdo assistida, que no caso dos quatis, podem ser utilizados
ainda no controle populacional. Poucos trabalhos sdo descritos na literatura sobre a
morfofisiologia reprodutiva masculina em quatis, restringindo-se somente a dados
anatomicos e histologicos basicos (Franciolli et al., 2007).

Os testiculos sao os 6rgdos de destaque no aparelho urogenital, uma vez que apresentam
as fungdes gametogénicas e androgénicas. Dentre as fungdes testiculares a gametogénese, que
ocorre inteiramente dentro dos tubulos seminiferos, consiste em uma seqiiéncia de
eventos citologicos especificos de proliferacio e diferenciagdo de células germinativas,
que resultam na formagdo do espermatozdide a partir de células precursoras, as
espermatogonias (Russell, 1980; Weinbauer ¢ Wessels, 1999; Griswold & Mc Lean,
2006). Parametros quantitativos relacionados com o tibulo seminifero, como diametro
tubular, espessura do epitélio seminifero e comprimento total e por grama de testiculo
apresentam correlacdo direta com a atividade espermatogénica (Russell et al., 1990;
Paula, 1999; Holstein et al., 2003). Informagdes morfométricas sobre os componentes
testiculares e suas correlagdes com a massa corporal, além de gerar importantes parametros
funcionais podem ainda serem utilizados na inferéncia de dados sobre o comportamento
reprodutivo. Neste sentido, o presente trabalho objetiva descrever os parametros
morfofuncionais dos componentes estruturais e gametogénicos do testiculo de quatis

adultos, e suas correlagdes com a massa corporal.
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2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco quatis (Nasua nasua) machos adultos, sendo um
proveniente do Centro de Triagem de Animais Silvestres - UFV (CETAS-UFV), dois do
Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres (CRAS-MT) e outros dois do Zoologico
Municipal de Alfenas - MG, de acordo com a autorizacdo do IBAMA de niimero
15.282-1 concedida em 23/06/2008. O estudo foi avaliado e aprovado pela Comissao de
Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa que consta no
protocolo — n° 08/2008.

Os animais foram contidos quimicamente, por meio de dardos anestésicos
intramusculares, propelidos remotamente, utilizando a associacdo de cloridratos de
quetamina e xilazina na dosagem de 10 e 2 mg/kg de peso corporal, respectivamente. Os
parametros vitais foram acompanhados a cada 15 minutos, até o total restabelecimento
de cada animal. Uma vez contidos foram aferidos peso corporal, por meio de uma
balanga digital portatil, dados biométricos corporais, por meio de uma fita métrica e
com auxilio de um paquimetro digital, foram aferidas as mensurag¢des percutdneas do
comprimento, largura e espessura de ambos os testiculo. Assim como a espessura de
uma prega dupla cutinea escrotal.

Apos tricotomia e antissepsia local, a pele do escroto e a tunica fibrosa foram
incisionadas, expondo a albuginea testicular. Coletou-se uma amostra de cinco
milimetros de comprimento utilizando-se um bisturi circular de quatro milimetros de
didmetro. O fragmento foi imediatamente imerso em solucdo de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) e apds 24 h foi colocado em éalcool 70%. A incisdo foi suturada em

planos distintos com fio sintético absorvivel, sendo na pele utilizada sutura intradérmica
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com extremidades embutidas. Cada animal recebeu antibidtico e antiflogistico como
terapia preventiva.

Os fragmentos de testiculos foram desidratados em solucdes de concentragdes
crescentes de etanol: 70°, 80°, 90°, 95° ¢ 100° GL. Em seguida o material foi imerso em
hidroxietil metacrilato (Historesin® Leica) para a pré-inclusio e posteriormente a
inclusdo. Foram feitos cortes semi-seriados de 3um de espessura em micrétomo rotativo
(Reichert Jung 2045) equipado com navalha de vidro. Preparagdes histologicas foram
coradas com azul de toluidina - borato de s6dio 1% e montadas com resina (Entellan —
Merck). Foram obtidas imagens utilizando o fotomicroscopio AX70 (Olympus). Todo o
processamento histologico foi realizado no Laboratério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV e as andlises volumétricas e morfométricas
foram feitas utilizando-se o programa Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics).

As mensuragdes do comprimento, largura e espessura do testiculo foram
utilizadas para a determinagdo do volume testicular, empregando-se a formula do
volume do elipséide 4/3nABC, onde A= metade da largura, B= metade da espessura e
C= metade do comprimento (Guido Leite & Paula, 2003; Bittencourt, 2003). O volume
testicular foi convertido em gramas, ja que de acordo com Johnson et al. (1981) e Paula
(1999) a densidade volumétrica do testiculo de mamiferos em geral ¢ muito proxima de
um (1,046). Devido as mensuragdes terem sido feitas percutaneamente, o valor da
espessura da prega de pele dupla do escroto foi descontada de A, B e C.

A albuginea testicular foi mensurada utilizando-se paquimetro digital com
precisdao micrométrica. Uma vez subtraida sua espessura dos valores correspondentes de
A, B e C corrigidos e empregando-se novamente a formula do elipsdide, obteve-se o
volume liquido testicular (parénquima testicular). A massa da albuginea foi estimada

subtraindo a massa liquida testicular da massa total deste 6rgao.
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Para as propor¢des volumétricas de cada compartimento do testiculo (tubular e
intersticial), um total de 1170 pontos foi quantificado sobre imagens capturadas do
parénquima testicular de cada animal. O volume de cada compartimento, expresso em
mL, foi estimado pela multiplicagdo do seu respectivo percentual pelo volume do
parénquima do testiculo.

Com os dados referentes ao peso corporal e testicular, obteve-se o indice
gonadossomatico (IGS), que se refere ao percentual de massa corporal alocado em
gonadas, utilizando a férmula: IGS = MG/MC x 100. Onde: MG = massa total das
gonadas e MC = massa corporal. Para o calculo de indice tubulossomatico (ITS), que
corresponde ao percentual da massa corporal alocado exclusivamente em tabulos
seminiferos, utilizou-se a formula ITS= MP/MC x 100, onde MP = massa do
parénquima testicular e MC = massa corporal.

O didmetro tubular foi obtido para cada animal mensurando-se dez seccdes
transversais de tibulos seminiferos de contorno mais circular possivel, ndo sendo
levado em considerag@o o estadio do ciclo do epitélio seminifero em que se encontrava
o tubulo. As mensurag¢des foram feitas de um polo ao outro iniciando e terminando na
tunica propria do mesmo tibulo. A espessura do epitélio seminifero foi obtida a partir
da mensuracdo usando as mesmas dez secc¢les transversais de tubulos seminiferos
utilizadas na analise anterior.

Como os tubulos seminiferos possuem formato cilindrico, o seu comprimento
total (CT), expresso em metros, foi estimado usando a formula volumétrica do cilindro,
a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos seminiferos nos testiculos e
do didmetro tubular médio obtido para cada animal. Utilizou-se a formula: CT =
VTS/nR?%, onde VTS = volume total de tibulos seminiferos; nR* = 4rea da seccdo

transversal dos tubulos seminiferos (R = didmetro tubular/2). E para obter o valor do
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comprimento tubular por grama de testiculo (CTS/g), dividiu-se o valor do CT pela
massa testicular.
Os dados foram analisados quanto a média, desvio padrao e coeficiente de

variacdo utilizando a fungio estatistica do programa Microsoft Office Excel® 2003.

3 - RESULTADOS

Os espécimes de quati (Nasua nasua) utilizados apresentaram média da massa
corporal de 5,58 Kg, e os dados relativos aos pardmetros biométricos corporais estao
sumariados na Tabela 1.

Em relagdo aos parametros testiculares, foi observado um volume médio de 2,36
mL para o testiculo direito e de 2,39 mL para o testiculo esquerdo, totalizando o volume
total médio de ambos os 6rgdos em 4,75 mL (Tabela 2). Com estes resultados, foi
calculado que N. nasua aloca 0,089 % da sua massa corporal em gonadas (Tabela 2).

A espessura média da albuginea testicular foi de 420 um, e representa cerca de
14,50 % da massa testicular (Tabela 3). O parénquima testicular apresentou volume
médio de 4,01 mL que compreende cerca de 85,50 % do volume testicular. Observou-se
ainda que a constituicdo do parénquima testicular corresponde a 77,60 % de tubulos
seminiferos e 22,40 % de tecido intersticial, correspondendo respectivamente a um
volume de 3,13 mL e 0,88 mL, como pode ser observado nos valores expostos na
Tabela 3.

Na Tabela 4 estdo sumariados os dados obtidos em quatis para o didmetro médio
das seccdes transversais de tibulo seminifero e espessura média do epitélio seminifero,
correspondendo respectivamente a 230,40 e 81,24 uym. O comprimento total de tibulo

seminifero foi de 77,11 m, enquanto que o comprimento de tibulos seminiferos por
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grama de testiculo foi de 16,08 m/g (Tabela 4). Estes animais alocam cerca de 0,058 %
de sua massa corporal em tubulos seminiferos ou seja, o indice tubulossomatico (Tabela

4).

4 - DISCUSSAO

Os valores biométricos corporais dos individuos estudados apresentam-se dentro
da amplitude registrada para a espécie (Teixeira & Ambrdsio, 2007) e na maioria das
espécies estudadas a biometria corporal apresenta uma interrelagdo com a biometria
testicular (Kenagy & Trombulak, 1986). O principal componente do testiculo € o tibulo
seminifero, assim, uma correlacdo positiva ¢ claramente estabelecida entre a massa
testicular e a producdo espermatica (Olar et al., 1983; Assis Neto et al., 2003).
Entretanto, a quantidade de espermatozoides produzidos ¢ sempre maior que o nimero
necessario para a fecundagao e ndo necessariamente, o tamanho do testiculo acompanha
proporcionalmente o tamanho corporal, j& que animais de grande porte produziriam um
enorme excedente (Paula, 1999). Kenagy & Trombulak (1986) avaliaram o indice
gonadossomatico de 133 espécies, concluindo que mamiferos de menor porte alocam
maiores propor¢des de massa corporal em tecido testicular que mamiferos de maior
porte. Nos quatis do presente estudo, o indice gonadossomatico constituiu 0,089 % da
sua massa corporal valor semelhante ao verificado em animais de porte semelhante
como o cachorro do mato (0,07 %; Caldeira, 2007), porém maior do que os valores
observados para animais de maior porte corporal como a onga pintada (0,034 %;
Azevedo, 2004) e o lobo guara (0,04 %; Bitencourtt, 2003).

Outro importante aspecto quanto a interrelacdo da massa corporal com a massa

testicular ¢ a influéncia do comportamento reprodutivo. Ainda segundo Kenagy &
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Trombulak (1986) ha uma relacdo funcional entre o tamanho do testiculo e a
manuten¢do do sistema de acasalamento, ou seja, testiculos sdo relativamente pequenos
em animais monogamicos ou poliginicos e sdo relativamente maiores em animais com
sistema promiscuo ou polidndrico. Enquanto na natureza, as fémeas e animais
subadultos sdo gregarios, os quatis machos adultos sdo mantidos isolados € um macho
dominante ¢ aceito no grupo somente durante o periodo reprodutivo (Mehren, 1986;
Gompper, 1996). Embora mantenha uma atitude submissa perante as fémeas, o
comportamento reprodutivo do quati enquadra-se ao sistema poliginico onde ha um
macho para cada grupo de fémeas (Beisiegel, 2001). Desta forma o indice
gonadossomatico observado nos animais do presente experimento (0,089 %) aproxima-
se ao registrado para espécies de porte e sistema de acasalamento semelhante como o
cachorro do mato (Caldeira, 2007), porém mostra-se menor que o observado em caes
domésticos que embora de porte semelhante, apresentam sistema de acasalamento
promiscuo (Paula, 1992; Mascarenhas et al., 2006a).

De acordo com Short (1997) nos sistemas monogdmico e poliginico a
competicdo entre os machos € pelo direito a cobertura, sendo a manifestagio
comportamental de dominancia sobre os oponentes o aspecto mais importante. Ja para
espécies que adotam comportamento sexual baseado em sistemas promiscuo ou
poliandrico, no qual diferentes machos copulam com a mesma fémea no mesmo ciclo
estral, os animais apresentam testiculos maiores, ja que a competi¢do para a produgdo
de progénie ¢ pela quantidade de sémen depositado no trato genital feminino.

A organizacdo estrutural do testiculo ¢ altamente conservada entre os
vertebrados (Franga & Chiarini-Garcia, 2005). Cada testiculo é envolvido por uma
capsula de tecido conjuntivo denso, a albuginea (Russell et al., 1990; Junqueira &

Carneiro, 2008). Esta projeta-se para o interior do testiculo na forma de septos, os quais
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reinem-se na regido central formando o mediastino testicular (Junqueira & Carneiro,
2008). Na maioria das espécies domésticas, a proporcao volumétrica da albuginea e do
mediastino testicular ¢ geralmente em torno de 10 % (Franga & Russell, 1998). A
propor¢ao volumétrica média da albuginea nos animais do presente trabalho
corresponde a 14,50 % da massa testicular. Todavia, o valor obtido ¢ muito proximo
para outros animais silvestres, como o lobo-guara (11,18 %, Bittencourt, 2003)
cachorro-do-mato (12,5 %; Caldeira, 2007) e gato-do-mato-pequeno (13,90 %; Balarini,
2008).

Mascarenhas et al. (2006b) trabalhando com testiculos de cdes demonstraram
que nao ha diferenca estatisticamente significativa entre o volume encontrado utilizando
a formula do elipsdide e sua pesagem em balanga de precisdo. A bidpsia incisional
testicular ndo apresentou alteragcdes nos parametros produtivos gametogénicos em caes,
sendo considerado um método eficiente que oferece material representativo em
quantidade suficiente para estudo histologico (Mascarenhas et al., 2006a). Sendo estes
métodos conservativos da fun¢ao testicular, sdo os de elei¢do para o estudo do processo
espermatogénico, sendo muito utilizado em animais selvagens como o lobo-guara
(Bittencourt, 2003), o ledo africano (Barros, 2005), a jaguatirica (Sarti, 2006), o
cachorro-do-mato (Caldeira, 2007) e o gato-do-mato-pequeno (Bailarini, 2008).

O parénquima do testiculo pode ser dividido em dois compartimentos principais:
o intertubular ou intersticial, e o tubular, onde ocorre a espermatogénese (Amann &
Schanbacher, 1983; Russell et al., 1990; Holstein et al., 2003). A proporg¢do volumétrica
de tabulos seminiferos ¢ bastante varidvel interespecificamente, sendo um dos
principais fatores responsaveis pela diferenca observada para a eficiéncia na producao

espermatica nas diversas espécies (Russell et al., 1990; Assis Neto et al., 2003).
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Os tubulos seminiferos apresentam, na maioria dos mamiferos, a maior
propor¢cdo do testiculo, variando entre 70 e 90%, sendo, consequentemente, o
componente mais abundante do parénquima testicular (Franca & Russell, 1998; Paula,
1999). Em quatis, a propor¢do volumétrica de tabulos seminiferos observada nos
animais do presente trabalho ¢ de 77,60 %, Este dado encontra-se dentro do intervalo
descrito para mamiferos, de forma semelhante para canideos como lobo-guara (79,33%;
Bittencourt, 2003); cdo (entre 79,32 % a 84,56%; Mascarenhas et al., 2006b) e
cachorro-do-mato (87,5 %; Caldeira, 2007); além de felinos como suguarana (78 %;
Guido Leite & Paula, 2003), onga pintada (77,7 %; Avevedo, 2004), ledo africano (75,6
%; Barros, 2005), jaguatirica (80,58 %; Sarti, 2006) ¢ gato-do-mato-pequeno (81,29 %;
Balarini, 2008).

O indice tubulossomatico, que reflete a percentagem de massa corporal alocada
especificamente em tibulos seminiferos, nos animais do presente experimento foi cerca
de 0,058 %, valor proximo ao encontrado para cachorro-do-mato (0,042 %; Caldeira,
2007) e gato-do-mato-pequeno (0,04 %; Balarini, 2008). Porém, menor do que a
porcentagem descrita em cdo (0,08 %; Paula & Cardoso, 1994), em jaguatirica (0,074%;
Sarti, 2006) e gato (0,06 %; Godinho, 1999).

Vérios parametros quantitativos relacionados com os tibulos seminiferos
apresentam relacdo positiva com a atividade espermatogénica (Paula, 1999). Em relagao
a medida do didmetro tubular, este ¢ um pardmetro que pode ser abordado como
indicador do processo espermatogénico em estudos sobre o desenvolvimento testicular,
efeitos da idade avancada, estudos experimentais e toxicologicos e influéncia sazonal na
espermatogénese (Russell et al., 1990; Assis Neto et al., 2003). Em seu trabalho com
guaxinim (Procyon lotor) que pertence a mesma familia dos quatis, Kaneko et al.

(2005) relataram uma variagdo de 177,2 a 261,3 pum entre o verdo ¢ o inverno,
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respectivamente, para o diametro tubular em animais situados no Japao. Para os quatis
em estudo foi observado uma média de 230,38 um no didmetro tubular, ¢ 81,24 pm
como média da espessura do epitélio seminifero. O valor tipicamente observado na
maioria dos amniotas varia de 180 a 300 um para o didmetro tubular e de 60 a 100 pm
para a espessura epitelial do tubulo seminifero (Roosen-Runge, 1977; Franca & Russell,
1998). Desta forma, quatis apresentam valores contidos nesta amplitude.

Paula et al. (2002) relataram que diversos fatores contribuem para a
variabilidade nos valores de diametro tubular e espessura epitelial, dentre os quais
podem ser citados: numero de camadas de células miodides, tamanho e populacdo de
células de Sertoli e células espermatogénicas, e secrecdo de fluido pelas células de
Sertoli, o que determina o lume tubular, além do tipo de material de inclusdo utilizado.

O comprimento total dos tubulos seminiferos esta relacionado principalmente a
dois parametros estruturais: o diametro tubular e volume total de tubulos seminiferos
(Melo, 2007). Uma vez que o diametro tubular apresenta-se dentro de uma amplitude
mais restrita, a principal varidvel interespecifica no comprimento total dos tibulos
seminiferos ¢ o volume tubular e consequentemente a massa testicular. Devido a grande
diversidade na massa testicular entre as diferentes espécies, torna-se irrelevante a
comparagdo do comprimento total de tubulos seminiferos principalmente em espécies
dispares como, por exemplo, o gato-do-mato-pequeno (26,38 m; Balarini, 2008) ¢ a
jaguatirica (301,02 m; Sarti, 2006). Neste sentido, torna-se necessario uma
padronizagdo, que ¢ facilmente alcancada com a confec¢do do comprimento de tibulo
seminifero por grama de testiculo. Assim, embora o comprimento total de tibulos
seminiferos em cada testiculo, nos quatis do presente experimento, tenha sido 77,11 m a
metragem obtida por grama de testiculo foi de 16,08 m/g, muito préximo ao observado

em outros carnivoros ja estudados, como os 17,93 m/g obtidos em lobo-guara
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(Bittencourt, 2003), 18,1 m/g em cachorro-do-mato (Caldeira, 2007), 18 m/g em onca
parda (Guido-Leite & Paula, 2003), 12,2 m/g em onga-pintada (Azevedo et al., 2004), e

16,99 m/g em gato-do-mato-pequeno (Balarini, 2008).

5 - CONCLUSOES

- Os parametros biométricos corporais ¢ testiculares dos quatis utilizados neste
trabalho estdo de acordo com os dados descritos na literatura para animais silvestres e
domésticos ja estudados.

- Os quatis enquadram-se dentro do sistema de acasalamento poliginico, onde ha
um macho para cada grupo de fémeas. Neste sentido, infere-se que o indice
gonadossomatico e o indice tubulossomatico estdo condizentes com o porte corporal dos
animais utilizados neste estudo.

- Os parametros volumétricos dos tubulos seminiferos dos quatis em estudo
estdo dentro da amplitude de dados ja descritos para outros carnivoros domésticos e

silvestres ja estudados.
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Tabela 1. Parametros biométricos de quatis (Nasua nasua) adultos, mantidos em

cativeiro.
Parametros Média + Desvio Coeficiente
padrao de Variacao
Peso corporal (g) 5587,16 = 816,68 14,62
Comprimento (focinho-base da cauda) (cm) 54,25+ 13,23 24,38
Comprimento cauda (cm) 46,38 +£ 2,87 6,19
Altura cernelha (cm) 27,70 £ 1,20 4,35
Altura membro pélvico (cm) 29,20 + 0,84 2,87
Diametro torax (cm) 36,30 £ 2,82 7,77
Diametro cervical (cm) 2390+1,14 4,77
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Tabela 2. Parametros testiculares e indice gonadossomatico de quatis (Nasua nasua)

adultos, mantidos em cativeiro.

Parametros Média £ Desvio padrao Coeficiente de
Variagao
Comprimento do testiculo D (mm) 24,11 £2,01 8,34
Largura do testiculo D (mm) 17,47 + 1,67 9,57
Espessura do testiculo D (mm) 20,29 + 5,50 27,10
Comprimento do testiculo E (mm) 22,53+ 1,10 4,90
Largura do testiculo E (mm) 16,97 + 3,35 19,76
Espessura do testiculo E (mm) 18,73 + 1,86 9,94
Volume testiculo D (mL) 2,36 £0,76 32,15
Volume testiculo E (mL) 2,39 +£ 0,88 36,61
Volume ambos os testiculos (mL) 4,75+ 1,55 32,58
ndice Gonadossomatico (%) 0,089 £ 0,036 40,80
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Tabela 3. Espessura média da albuginea testicular e propor¢des volumétricas e volumes

médios dos componentes do testiculo de quatis (Nasua nasua) adultos, mantidos em

cativeiro.
Parametros Média + desvio  Coeficiente
padrao de Variacao
Espessura da albuginea testicular (um) 420 + 18,00 43,92
Propor¢ao volumétrica da albuginea testicular (%) 14,50 £ 0,16 1,13
Volume de ambas as albugineas testiculares (mL) 0,74 £ 0,41 55,67
Propor¢ao volumétrica de tibulos seminiferos (%) 77,60 £4,18 5,40
Volume total de tubulos seminiferos (mL) 3,13 +£0,98 31,56
Propor¢ao volumétrica de tecido intertubular (%) 22,40 £ 3,99 17,82
Volume total de tecido intertubular (mL) 0,88 £ 0,21 24,86
Proporgdo volumétrica do parénquima testicular (%) 85,50 £ 5,00 5,84
Volume de ambos os parénquimas testiculares (mL) 4,01 £1,15 28,83
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Tabela 4. Diametro, comprimento total e por grama de testiculo do tubulo seminifero,
espessura do epitélio seminifero e indice tubulossomatico de quatis (Nasua nasua)

adultos, mantidos em cativeiro.

Parametros Média + Desvio Coeficiente

padrao de Variacao
Diametro do tibulo seminifero (um) 230,38 + 18,1 7,87
Espessura do epitélio seminifero (pm) 81,24 +4.99 6,14
Comprimento total de tubulos seminiferos (m) 77,11 £ 30,91 40,08
Comprimento tubulos seminiferos (m/g) 16,08 + 2,60 16,16
Indice tubulossomatico (%) 0,058 £ 0,023 39,14
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ARTIGO 2

Organizacao e quantificacdo dos componentes do tecido intertubular do testiculo

de quatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) adultos.
RESUMO

Algumas poucas espécies da fauna brasileira, como o quati (Nasua nasua), apresentam
grande adaptabilidade a condigdes ambientais adversas, tornando-se animais
sinantropicos, gerando desta forma conseqiiéncias danosas ambientais e de saude
publica. A descricdo de pardmetros morfofuncionais testiculares pode gerar o
conhecimento necessario para o desenvolvimento de estratégias e protocolos de
reproducio assistida e controle populacional. O compartimento intertubular é composto
por células de Leydig, vasos sanguineos, vasos linfaticos e estruturas variadas como
feixes nervosos, fibroblastos e células derivadas do sangue. O principal elemento
quantitativo e de destaque funcional neste compartimento sdo as células de Leydig, uma
vez que atua na producdo de andrégenos, em especial a testosterona. Este hormonio
desempenha fungdo cabal na fisiologia gametogénica e ainda ¢ imprescindivel na
modulacdo de caracteristicas sexuais acessorias e do comportamento masculino. Devido
a esta ampla diversidade de 6rgdos alvo torna-se necessario um arranjo estrutural no
compartimento intertubular, que permita a manutengdo de uma grande concentragdo de
testosterona no fluido intertubular € a0 mesmo tempo sua constante liberacdo. H4 uma
grande variacdo, dentre as diversas espécies mamiferas quanto a propor¢ao volumétrica
e arranjo dos diferentes componentes do compartimento intertubular testicular. Os
quatis possuem o arranjo intertubular composto de agrupamentos de células de Leydig
com tecido conjuntivo frouxo edemaciado, que ¢ drenado por um vaso linfatico
localizado geralmente proximo aos tibulos seminiferos, inserido no padrdo do tipo II
conforme a literatura. O didmetro médio do nucleo das células de Leydig foi de 7,73
um, volume nuclear médio de 243,04 um’ e volume celular médio de 1660,24 pm’. As
médias do nimero total de células de Leydig nos testiculos e numero de células de
Leydig por grama de testiculo sdo respectivamente, 391 x 10° ¢ 81 x 10° milhdes. O

indice leydigossomatico corresponde 0,011 % do peso corporal.

Palavras-chave: Nasua nasua, interttibulo, célula de Leydig, indice leydigossomatico.
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ABSTRACT

Some few species of the Brazilian fauna like the coatis (Nasua nasua), present great
adaptability to adverse environmental conditions. It can become sinantropic animals,
generating harmful consequences to environmental and to public health. The description
of testicular morphophunctional parameters can generate the necessary knowledge for
the development of strategies and protocols of assisted reproduction and population
control. The intertubular compartment is composed by Leydig cell’s, blood vessels,
lymphatic vessels and varied structures like nervous, fibroblasts and derived cells of the
blood. The main quantitative element in this compartment and with great functional
prominence is the Leydig cell’s, once it act in the production of androgynous, especially
the testosterone. This hormone carries out very important function in the gametogenic
physiology and it is still indispensable in the modulation of accessory sexual
characteristics and of the masculine behavior. Due to this wide diversity of target
organs, becomes necessary a structural arrangement in the intertubular compartment,
that allows the maintenance of a great testosterone concentration in the intertubular fluid
and at the same time a constant liberation. There is a great variation, among the several
mammals species in the volumetric proportion and arrangement of the different
components of the intertubular compartment. The coatis possess the arrangement of
intertubular tissue composed of clusters of Leydig cell’s with edematous lose
connective tissue, that is drained by a lymphatic vessel located usually close to the
seminiferous tubules, inserted in the type II pattern according to the literature. The
medium diameter of the nucleus of the Leydig cell’s is 7,73 um, the medium nuclear
volume is 243,04 pum® and medium cellular volume of 1660,24 um’. The averages of
the total number of Leydig cell’s in the testicles and number of Leydig for cell’s per
gram of testicle respectively, 391 x 106 and 81 x 106 million. The leydigossomatic
index corresponds to 0,011% of the corporal weight.

Key words: Nasua nasua, intertubular tissue, Leydig cell’s, leydigossomatic index.
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1- INTRODUCAO

O estudo da morfofisiologia testicular em animais silvestres e selvagens tem sido
incrementado nos ultimos anos, visando a producdo de informagdes importantes no
desenvolvimento de protocolos em reproducao assistida, visto as constantes ameacas
sobre a fauna com o crescente desenvolvimento populacional humano (Bittencourt et
al., 2004; Azevedo et al., 2008). Por outro lado, algumas poucas espécies, como o quati
(Nasua nasua), apresentam grande adaptabilidade a condi¢des adversas, tornando-se
animais sinantropicos, gerando desta forma conseqiiéncias danosas ambientais e de
saude publica como a participagdo no ciclo de algumas zoonoses como a leptospirose,
tripanossomiase e outras (Ramirez et al., 1997; Rodrigues et al., 2006; Souza Jinior et
al., 2006). Porém, mesmo nestes casos, o conhecimento da biologia reprodutiva pode
gerar estratégias de controle populacional.

Os quatis ndo configuram na lista de animais ameagados de extingdo do
IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis)
(IBAMA, 2008). Ao contrario, em estudos populacionais de carnivoros, constituem a
espécie mais freqiientemente observada, ja que sdo animais bem adaptaveis, capazes de
ajustar suas preferéncias de uso de estrato ¢ modo de forrageamento as diferentes
condigdes ambientais sem alterar sua estrutura social basica (Beisiegel, 2001). O quati
(Nasua nasua Linnaeus, 1766), pertencente a ordem Carnivora e a familia Procyonidae,
¢ um animal essencialmente diurno, terrestre, arboricola, onivoro e possui um estreito e
prolongado focinho de grande flexibilidade, importante para a procura de alimentos
(Mehren, 1986; Cheida et al., 2006). Na natureza apresenta um importante papel na
dispersao de sementes (Teixeira e Ambroésio, 2007).

Os quatis sd@o animais gregarios com uma organizagao social complexa onde os
grupos, alguns com mais de 30 individuos, sdo liderados por fémeas adultas e a
presenca de machos adultos s6 ¢ permitida no periodo de acasalamento (Beisiegel,
2001; Cheida et al., 2006). O complexo sistema hierdrquico permite que apenas 0s
machos dominantes no territorio dos grupos acasalem, durante uma estacdo de
reproducao altamente sincronizada (Mehren, 1986; Gompper, 1996; Hass e Valenzuela,
2002; Romero e Aureli, 2008). O comportamento reprodutivo masculino da maioria das
espécies ja estudadas ¢ um reflexo da morfofisiologia reprodutiva, sendo que o sistema
de acasalamento pode ser predito pelo indice gonadossomatico (Kenagy e Trombulak,

1986).
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O testiculo de mamifero apresenta dois compartimentos funcionais, o
gametogénico representado pelos tubulos seminiferos e o androgénico representado pelo
tecido intertubular. Para a plena funcdo androgénica, ¢ essencial a ativa atuagdo das
células de Leydig, sendo a sua relagdo somatica, ou seja, o indice leydigossomatico, um
parametro espécie especifico baseado em aspectos gametogénicos, comportamentais,
sexuais acessorios e estruturais testiculares (Fawcett et al., 1973; Amann e Schanbacher,
1983; Costa e Paula, 2006; Costa et al., 2006). Além das células de Leydig, encontram-
se ainda no compartimento intertubular um tecido conjuntivo, vasos sangiiineos e
linfaticos, feixes nervosos e células como linfocitos e mastocitos (Russell et al., 1990a;
Kerr et al., 2006). O arranjo e propor¢do destes componentes variam nas diferentes
espécies de mamiferos e constituem mecanismos que mantém o nivel de testosterona,
principal produto da célula de Leydig, duas a trés vezes maiores no fluido intersticial
que nos vasos sangiiineos testiculares e de 40 a 250 vezes maiores nestes em relagdo ao
sangue periférico. Os elevados niveis de testosterona intratesticular sdo necessarios para
a plena fun¢do espermatogénica (Sharpe, 1994).

Fawcett et al. (1973) padronizaram trés diferentes arranjos dos componentes do
tecido intertubular, nas diferentes espécies estudadas, e embora algumas variagdes
tenham sido verificadas em determinadas espécies (Clark, 1976; Azevedo, 2004; Paula
et al., 2007), esta classificacdo reflete aspectos morfologicos diretamente relacionados
ao requerimento androgénico corporal. Assim, a descrigdo morfofuncional do tecido
intertubular é importante ndo apenas para o conhecimento pontual, mas ainda uma
ferramenta 1til na predi¢ao de aspectos comportamentais e fisioldgicos complementares,
da biologia reprodutiva de uma determinada espécie. Neste sentido, o presente trabalho
objetiva a descri¢do qualiquantitativa dos componentes do tecido intertubular de quatis

adultos, ¢ a correlacdo somatica das células de Leydig.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco quatis (Nasua nasua) machos adultos, sendo um
proveniente do Centro de Triagem de Animais Silvestres - UFV (CETAS-UFV), dois do
Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres (CRAS-MT) e outros dois do Zoologico
Municipal de Alfenas - MG, de acordo com a autorizacdo do IBAMA de nliimero

15.282-1 concedida em 23/06/2008. O estudo foi avaliado e aprovado pela Comissao de
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Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa que consta no
protocolo n° 08/2008.

Os animais foram contidos quimicamente, utilizando-se dardos anestésicos
intramusculares, propelidos remotamente, contendo uma associagdo de cloridratos de
quetamina e xilazina na dosagem de 10 e 2 mg/kg de peso corporal, respectivamente. Os
parametros vitais foram acompanhados a cada 15 minutos, até o total restabelecimento
de cada animal. Uma vez contidos foram aferidos peso corporal, por meio de uma
balanca digital portatil, dados biométricos corporais, por meio de uma fita métrica e
com auxilio de um paquimetro digital, foram aferidas as mensurag¢des percutdneas do
comprimento, largura e espessura de ambos os testiculo. Foi também mensurada a
espessura de uma prega dupla cutanea escrotal.

Apos tricotomia e antissepsia local, a pele do escroto e a tinica fibrosa foram
incisionadas, expondo a albuginea testicular. Coletou-se uma amostra de cinco
milimetros de comprimento utilizando-se um bisturi circular de quatro milimetros de
didmetro. O fragmento foi imediatamente imerso em solu¢do de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) e apods 24 h foi colocado em élcool 70%. O corte foi suturado em
planos distintos com fio sintético absorvivel, sendo na pele utilizada sutura intradérmica
com extremidades embutidas. Cada animal recebeu antibidtico e antiflogistico como
terapia preventiva.

Os fragmentos de testiculos foram desidratados em solugdes de concentragdes
crescentes de etanol: 70°, 80°, 90°, 95° e 100° GL. Em seguida o material foi imerso em
hidroxietil metacrilato (Historesin® Leica) para a pré-inclusio e posteriormente a
inclusdo. Foram feitos cortes semi-seriados de 3um de espessura em micrétomo rotativo
(Reichert Jung 2045) equipado com navalha de vidro. As ldminas com as sec¢des foram
coradas com azul de toluidina - borato de s6dio 1% e montadas com resina (Entellan —
Merck). Foram obtidas imagens utilizando o fotomicroscopio AX70 (Olympus). Todo o
processamento histolégico foi realizado no Laboratério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV e as analises volumétricas e morfométricas
foram feitas utilizando-se o programa Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics).

As mensuragdes do comprimento, largura e espessura do testiculo foram
utilizadas para a determinagdo do volume testicular, empregando-se a formula do
volume do elipsdide 4/3nABC, onde A= metade da largura, B= metade da espessura e
C= metade do comprimento (Guido Leite E Paula, 2003; Bittencourt, 2003). O volume

testicular foi convertido em gramas, ja que de acordo com Johnson et al. (1981) e Paula
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(1999) a densidade volumétrica do testiculo de mamiferos em geral ¢ muito proximo a
um (1,046). Devido as mensuragdes terem sido feitas percutaneamente, o valor da
espessura da prega de pele dupla do escroto foi descontada de A, B e C.

A albuginea testicular foi mensurada utilizando-se paquimetro digital com
precisao micrométrica. Uma vez subtraida sua espessura dos valores correspondentes de
A, B e C corrigidos e empregando-se novamente a formula do elipséide, obteve-se o
volume liquido testicular (parénquima testicular). A massa da albuginea foi estimada
subtraindo o volume liquido testicular da massa total deste 6rgdo.

Os componentes do tecido intersticial foram descritos quanto a sua morfologia
individual e propor¢des volumétricas, para tal, imagens dos diversos cortes histoldgicos
do testiculo em cada animal foram capturadas aleatoriamente, em um aumento de 400
vezes. Para a avaliagdo quantitativa, uma graticula de 100 intersecg¢des foi projetada
sobre as imagens sendo computados os pontos coincidentes sobre o nticleo de células de
Leydig, citoplasma de célula de Leydig, vasos sanguineos, vasos linfaticos e tecido
conjuntivo. Um total de 1000 pontos foi computado em cada animal. O volume de cada
componente, expressos em ml, foi estimado através da multiplicagdo do percentual
ocupado pelos mesmos nos testiculos, pela massa do parénquima testicular.

O diametro médio de vinte nucleos de células de Leydig foi mensurado em cada
animal, sendo selecionados os nticleos de contorno esférico, cromatina perinuclear e
com nucléolo evidente. Para o calculo do volume nuclear utilizou-se a formula 4/37cR3,
onde R corresponde ao raio nuclear médio encontrado.

A propor¢ao de citoplasma em cada célula de Leydig foi calculada utilizando a
féormula = nimero de pontos sobre o citoplasma de células de Leydig x 100 / total de
500 pontos contados. Esta mesma formula foi utilizada para obter a propor¢ao de
nucleo. Conhecidos estes dados o volume citoplasmatico foi encontrado a partir da
formula = porcentagem de citoplasma x volume nuclear / porcentagem de nucleo.
Somando-se o volume nuclear e volume citoplasmatico foi obtido o volume celular de
uma cé¢lula de Leydig. Inferindo-se este valor ao volume total de células de Leydig por
testiculo, obteve-se seu numero por testiculo e consequentemente por grama de
testiculo. O indice leydigossomatico (ILS) foi calculado utilizando a férmula ILS =
volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos / PC x 100, onde PC corresponde ao
peso corporal.

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

variagio utilizando a fungio estatistica do programa Microsoft Office Excel® 2003.
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3 - RESULTADOS

Os quatis apresentaram peso corporal médio de 5,58 kg, volume médio de
ambos os testiculos de 4,75 mL, sendo que destes 0,74 mL estavam alocados em
albuginea testicular ¢ 4,01 mL representavam o volume liquido do testiculo ou
parénquima testicular (Tab.1). O indice gonadossomatico de quatis adultos

correspondeu em média a cerca de 0,089 % da massa corporal total (Tab.1).

Tabela 1
Massa corporal, volume testicular de ambos os testiculos, volume da albuginea e do

parénquima testicular, e indice gonadossomatico em quatis (Nasua nasua) adultos

Parametros Média + Coeficiente de
desvio padrio® Variagdo

Massa corporal (Kg) 5,58 +£8,16 14,62
Volume de ambos os testiculos (ml) 4,75 £ 1,54 32,57
Volume da albuginea 0,74 £ 0,41 55,67
Volume do parénquima testicular 4,01 £1,15 28,83
Indice gonadossomatico (%) 0,089 + 0,04 40,80
“n=35.

O compartimento intertubular representa 22,4 % da massa total do testiculo
(Tab.2). As células de Leydig correspondem ao elemento mais abundante, apresentando
em média cerca de 0,46 mL (15,38 %) do parénquima testicular (Tab.2). O indice
leydigossomadtico representa cerca de 0,011 % do peso corporal em quatis adultos
(Tab.2). Com relagdo aos volumes dos outros componentes intertubulares, o tecido
conjuntivo corresponde a 0,28 mL (5,24 %), os vasos linfaticos a 0,09 mL (1,15 %) e os
vasos sanguineos 0,05 mL (0,66 %) (Tab.2).

O compartimento intertubular nos quatis (Nasua nasua) avaliados no presente
experimento apresentaram grupos de células de Leydig distribuidos em abundante
tecido conjuntivo frouxo edemaciado, e drenado por um vaso linfatico localizado na
maioria das vezes, proximo aos tibulos seminiferos (Fig.1).

Nos animais estudados, as células de Leydig arranjaram-se em grupamentos

cordonais bem caracteristicos (Fig.l1). Individualmente, as células de Leydig
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apresentam-se uninucleadas, com o nucleo evidente variando de arredondado a oval e
geralmente com um Unico nucléolo, em torno do envoltorio nuclear ¢ patente uma fina
camada de heterocromatina e em seu citoplasma, a célula de Leydig do quati apresenta
pigmentos de lipofucsina, além de quantidade variada de goticulas de lipideos (Fig.2).

O tecido conjuntivo encontra-se disperso pelo tecido intersticial, porém podendo
se acumular formando &reas consideraveis de tecido edematoso (Fig.1). Foram

observados também mastocitos e mais raramente linfocitos.

Tabela 2
Proporcao volumétrica e volume dos componentes do tecido intertubular em ambos os
testiculos, propor¢cdo e volume de tecido intertubular e indice leydigossomadtico de

quatis (Nasua nasua) adultos

Parametros Média + desvio Coeficiente de
padrio” Variagio
Propor¢ao de tecido intertubular (%) 22,41 +£3,99 17,82
Volume de tecido intertubular (mL) 0,88 £0,21 24,86
Proporg¢ao de células de Leydig (%) 15,38+ 2,99 19,42
Volume total células de Leydig (mL) 0,46 £0,15 32,79
Proporg¢ao de tecido conjuntivo (%) 5,24 +0,17 13,35
Volume de tecido conjuntivo (mL) 0,28 £0,09 37,28
Proporg¢ao de vasos sanguineos (%) 0,66 + 0,25 39,09
Volume de vasos sanguineos (mL) 0,05+ 0,01 19,22
Proporg¢do de vasos linfaticos (%) 1,15+0,48 41,94
Volume de vasos linfaticos (mL) 0,09 + 0,02 21,96
Indice leydigossomatico (%) 0,011 + 0,004 36,82
“n=35.

Na Tabela 3 estdo sumariados os parametros morfométricos avaliados para as
células de Leydig individualmente. O didmetro médio do nucleo ¢ de 7,73 pum, o
volume nuclear médio de 243,04 pm” e o volume celular médio de 1660,24 pm’.

As médias do numero total de células de Leydig em ambos os testiculos e
nimero de células de Leydig por grama de testiculo sdo, respectivamente, 391 e 81

milhoes (Tab.3).
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Tabela 3

Diametro e volume nuclear, percentual celular do nucleo de células de Leydig, volume

celular de Leydig, nimero de células de Leydig em ambos os testiculos e numero de

células de Leydig por grama de testiculo de quatis (Nasua nasua) adultos

Parametros Média + desvio Coeficiente de
padrdo” Variagéo
Diametro nuclear (um) 7,73 £ 0,35 4,54
Volume nuclear (um’) 243,04 + 32,33 13,30
Proporgao nuclear (% da célula) 15,01 £2,87 19,15
Volume citoplasmatico (um’) 1417,20 = 339,015 23,92
Proporcao citoplasmatica (% da célula) 84,98 + 2,87 3,38
Volume celular (um3 ) 1660,24 + 349,74 21,06
N° de células de Leydig no testiculo (x10°) 391 + 163 41,87
No de células de Leydig/g de (x10°) 81+22 26,87

in=>5.

Fig.1 — Fotomicrografia do tecido intersticial do testiculo de quati: vaso
linfatico (VL); tecido conjuntivo edemaciado (TCE); vaso sangiiineo (VS);
corddes de células de Leydig (CCL). Azul de toluidina, 200x. Barra: 150 pm.
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Fig.2 — Grupos de células de Leydig de quati (Nasua
nasua). Citoplasma de célula de Leydig (%); ntcleo de
célula de Leydig ({); granulos de lipofucsina (V);
goticulas de lipideos (*). Azul de toluidina, 400x. Barra:
15 pm.

4 - DISCUSSAO

O testiculo de mamifero apresenta dois compartimentos funcionais, o
gametogénico representado pelos tubulos seminiferos e o androgénico representado pelo
tecido intertubular. Esta compartimentalizagao ¢ funcionalmente estabelecida quando da
formacgdo da barreira testicular durante o desenvolvimento pré-puberal, e permite que a
esteroidogénese e a atividade gametogénica ocorra normalmente em animais adultos
(Amann e Schanbacher, 1983). Durante o desenvolvimento testicular, mais
precisamente na puberdade, a célula de Sertoli, principal reguladora do processo
espermatogénico, deixa de ser modulada unicamente pelo hormdnio foliculo estimulante
(FSH) que ¢ gradativamente substituido pela testosterona (Means et al., 1976; Jégou et
al., 1983; Hard et al., 1992; Sharpe, 1994). Assim, em animais adultos, a regulagdo
fisiologica da espermatogénese passa a ser controlada por duas vias principais:
endocrina (hormoénio luteinizante - LH e hormdnio foliculo estimulante — FSH,

originados da hipodfise), e comunicagdes intercelulares mediada por fatores pardcrinos,
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como a testosterona, fatores de crescimento e citocinas ou contato direto entre células
adjacentes (Dym e Fawcett, 1970; Griswold, 1998; Weinbauer ¢ Wessels, 1999).

A testosterona parece funcionar como um ponto convergente para a biologia
reprodutiva, uma vez que, além do seu requerimento na produgdo espermatica, ¢ de
fundamental importancia também no desenvolvimento e manutencao das caracteristicas
sexuais secundarias, sendo estas de grande amplitude funcional desde a modulagdo
corporal, a producdo de secre¢des, o comportamento social e sexual (Sharpe, 1994;
Walker e Cheng, 2005; Junqueira e Carneiro, 2008). Neste sentido, mesmo o controle
enddcrino da reproducdo masculina, foca direta ou indiretamente na testosterona. Ou
seja, o LH liga-se a receptores na superficie das células de Leydig e estimula a produgao
de testosterona, e mesmo dentro dos tibulos seminiferos, somente as células de Sertoli
possuem receptores para testosterona e FSH, sendo que este atua nas células de Sertoli
promovendo a sintese e a secre¢do de proteinas ligante de andrégeno, que combina-se
com a testosterona e a transporta para o lume dos tubulos seminiferos (Walker e Cheng,
2005; Junqueira e Carneiro, 2008).

Segundo Sharpe (1994) para o pleno funcionamento reprodutivo, o nivel de
testosterona deve ser mantido cerca de duas a trés vezes maiores no fluido intersticial
que nos vasos sangiiineos testiculares e de 40 a 250 vezes maiores nestes em relacao ao
sangue periférico. Para isto ¢ essencial a ativa atuagdo das células de Leydig e a sua
relacdo somadtica, ou seja, o indice Leydigossomatico, um pardmetro espécie especifico
baseado em aspectos gametogénicos, comportamentais, sexuais acessorios e estruturais
testiculares (Fawcett et al., 1973; Amann e Schanbacher, 1983; Costa e Paula, 2006;
Costa et al., 2006).

Em quatis no presente estudo, as células de Leydig ocupam cerca de 15,38 % do
parénquima testicular. Esta porcentagem ¢é bem maior do que foi retratado em
carnivoros de porte semelhante como o cachorro-do-mato (3,88%; Caldeira, 2007), o
cdo doméstico (4,5 %; Paula, 1992), o gato doméstico (6%; Godinho, 1999) e mesmo a
jaguatirica (3,9%; Sarti, 2006), entretanto, proximo ao encontrado em ledo africano
(16,5 %; Barros, 2005) e onca pintada (13%; Azevedo et al., 2008). Em capivaras, a
propor¢ao de células de Leydig ¢ ainda maior (Paula et al., 2007). Diante destas
variagdes espécie especificas, comparativamente torna-se necessario o calculo do indice
leydigossomdtico, que representa o percentual de massa corporal alocada
especificamente em células de Leydig. Em quatis, o indice leydigossomatico ¢ de 0,011

%, valor maior do que o observado para os carnivoros ja estudados como: ledes
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africanos (0,0019 %; Barros, 2005), jaguatirica (0,0036 %; Sarti, 2006), cachorro-do-
mato (0,0022 %; Caldeira, 2007) e gato-do-mato-pequeno (0,005 %; Balarini, 2008).
Observa-se assim um maior requerimento deste tipo celular em quatis, possivelmente
relacionado com a manutencdo de niveis de testosterona, ndo necessariamente maiores
que as demais espécies, porém compativeis com a exigéncia androgénica especifica.
Inumeros fatores estdo implicados na produg¢do e manutencdo dos niveis séricos e
intratesticulares de testosterona e consequentemente 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 célula; a quantidade de testosterona que a célula de
Leydig ¢ capaz de secretar em um dado tempo; a velocidade pela qual a testosterona
deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sangiiineos e fluidos seminal; o volume
sangiiineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (Russell et al., 1992;
Russell, 1996).

Resultados apresentados por Ewing et al. (1979) mostraram que a producao de
esteroides em cada espécie, depende de necessidades especificas, estando relacionada
mais a capacidade individual das células de Leydig para segregar hormodnios
particulares do que para populacdo e critérios de propor¢ao volumétrica. Zirkin et al.
(1980) relatam que a producdo de testosterona entre diferentes espécies parece ser
determinada de acordo com a area ocupada pelo reticulo endoplasmatico liso no
citoplasma. Adicionalmente, Costa e Paula (2006) relatam que a producdo de
testosterona em capivaras ¢ diretamente relacionado ao volume individual da célula de
Leydig.

Em quatis, as células de Leydig sdo uninucleadas, com o nucleo evidente
variando de arredondado a oval e geralmente com um Unico nucléolo. Em torno do seu
envoltorio, ¢ patente uma fina camada de heterocromatina. O didmetro nuclear relatado
foi em média 7,73 pum, medida préxima ao 8,0 um descritos por Caldeira (2007) em
cachorro-do-mato. Em ledo africano o didmetro nuclear foi de 7,1 um (Barros, 2005),
em jaguatirica foi de 8,48 pum (Sarti, 2006) e em gato-do-mato-pequeno de 7,0 um
(Balarini, 2008). O volume nuclear da célula de Leydig descrito em N. nasua foi de
243,04 pm’, proximo ao obtido em onga-pintada (240 pm’; Azevedo, 2004) gato
doméstico (260 pm3; Franca e Godinho, 2003) e em cachorro-do-mato (269 um3;
Caldeira, 2007). Por outro lado, foi consideravelmente menor que o volume do nucleo
registrado em jaguatirica (320,25 um3 ; Sarti, 2006). Contudo, o volume da célula de

Leydig encontrado em quatis (1660,24 um’) ¢ bem maior do que o que foi relatado em
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jaguatirica (913,39 um’; Sarti, 2006) e em cachorro-do-mato com (1149 um?; Caldeira,
2007).

Os quatis apresentam um total de 391 milhdes de células de Leydig nos
testiculos, 0 que compreende uma quantidade de 81 x 10° deste tipo celular por grama
de testiculo. Este numero foi maior do que o descrito em gato doméstico (30,00 x 10°;
Franga e Godinho, 2003), ledo africano (57,20 x 106; Barros, 2005), em jaguatirica
(33,39 x 106; Sarti, 2006) e em cachorro do mato (31,20 x 106; Caldeira, 2007). Porém,
apresentou-se menor do que o dado descrito em gato-do-mato-pequeno (114,00 x 10°;
Balarini, 2008). A quantidade de células de Leydig nos quatis em estudo ¢ bem maior
do que a amplitude descrita para mamiferos domésticos por Franga e Russell (1998) que
¢ de 20 a 40 milhdes de células de Leydig por grama de testiculo.

Além das células de Leydig, o compartimento intersticial contém vasos
sanguineos que ndo sdo fenestrados e vasos linfaticos, além de células variadas como
fibroblastos, linfécitos, macrofagos e mastocitos. Os fibroblastos sdo as células mais
comuns, por causa de sua natureza delgada, sdo conspicuos e em estudos de
morfometria sdo comumente quantificados como “tecido conjuntivo”. Outros tipos
celulares sdo extremamente raros (Russell et al., 1990a; Russell, 1996; Kerr et al.,
2006). Neste estudo, os fibroblastos eram faceis de serem identificados proéximos a
tunica propria dos tibulos seminiferos por causa do formato oval de seu nicleo. Foram
observados também no intertiubulo outros tipos celulares como linfécitos e em maior
quantidade mastocitos.

Hé grande variagdo entre as diversas espécies quanto a propor¢cao volumétrica
dos diferentes componentes do tecido intersticial (Fawcett et al., 1973; Franca e Russell,
1998; Godinho, 1999). O elemento que possui maior variagdo ¢ a célula de Leydig, em
contraposi¢do com 0s outros componentes que possuem variagdes menos marcantes
(Fawcett et al., 1973; Paula et al., 2007). Quatis possuem cerca de 5,24 % de tecido
conjuntivo no parénquima testicular, valor menor do que os relatados em cachorro-do-
mato (7,95 %; Caldeira, 2007) e felinos como onga-parda (9,5 %; Guido-Leite e Paula,
2003), ledo africano (7,1 %; Barros, 2005), onga-pintada (8,3 %; Azevedo et al., 2004) e
jaguatirica (13,29 %; Sarti, 2006). Ja para a quantidade de vasos sanguineos obtidas em
quatis (0,66 %) encontra-se dentro da amplitude descrita em outros animais (Barros,
2005; Sarti, 2006; Caldeira, 2007; Balarini, 2008). O percentual de vasos linfaticos,
entretanto, ¢ bastante variavel entre os animais estudados. Em quatis sua proporcao ¢ de

1,15 %, em cachorro-do-mato foi descrito como 0,12 % do parénquima testicular
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(Caldeira, 2007). Em animais de outras ordens, como em ratos Wistar, este elemento
pode compreender em torno de 60 % do tecido intersticial (Melo, 2007).

Os diferentes arranjos e relagdes quantitativas entre os componentes do espago
intertubular influenciam diretamente na espermatogénese, bem como na liberagcdo da
testosterona na corrente sanguinea (Russell, 1996). Fawcett et al. (1973) conduziram
varios trabalhos relacionando a organizacdo das células de Leydig, o sistema vascular e
o sistema linfatico no intersticio, além de outros elementos celulares. Os padrdes de
organizagdo do intertibulo definidos por estes autores foram: (I) espécies que possuem
relativamente pequeno volume de células de Leydig e pouco tecido conjuntivo, mas
mostram muitos espacos linfaticos que ocupa grande area do tecido intersticial; (II)
espécies com grupamentos de células de Leydig dispersos, com tecido conjuntivo
drenado por um vaso linfatico, localizado centralmente ou excentricamente, em cada
area intertubular; (II1) espécies que possuem abundante quantidade de células de Leydig
que ocupam todas as proximidades da &rea intertubular, mas com pouco tecido
conjuntivo e pouca quantidade de linfaticos. Os quatis estdo inseridos no arranjo
intersticial do tipo II, uma vez que contém grupamentos de células de Leydig
distribuidas em tecido conjuntivo frouxo edemaciado, de forma semelhante a outros
mamiferos, como gato doméstico (Godinho, 1999), onca parda (Guido-Leite e Paula,
2003), lobo-guara (Bittencourt, 2003), onga pintada (Azevedo, 2004), cachorro-do-mato
(Caldeira, 2007) e gato-do-mato-pequeno (Balarini, 2008).

Uma caracteristica observada nas células de Leydig de quati ¢ seu arranjo em
forma cordonal, além de grupamentos no tecido conjuntivo. Em seu citoplasma observa-
se quantidade variada de goticulas de lipideos e pigmentos de lipofucsina. Amann e
Schanbacher (1983) ja relatavam anos atrds os numerosos vacuolos observados
contendo acumulo de lipideos em mamiferos. Para a lipofucsina, Russell (1996)
descreve que este pigmento ¢ uma forma semidegradada de lipidios, envolvido em
membrana, sendo comumente observado em carnivoros (Azevedo, 2004; Sarti, 2006;

Caldeira, 2007; Balarini, 2008).

5- CONCLUSOES

O arranjo do tecido intertubular de quati ¢ do tipo II, de acordo com a

classificagdo de Fawcett et al. (1973).
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E evidente nas células de Leydig goticulas de lipideos e granulos de lipofucsina.
Estas células arranjam-se em grupos e formam corddes celulares em meio ao tecido
conjuntivo edemaciado.

As células de Leydig ocupam a maior propor¢ao do intertibulo em relagdo ao
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e vasos linfaticos.

A mensuracdo nuclear e as propor¢des volumétricas obtidas para as células de
Leydig estdo dentro da amplitude de dados expressos para outros carnivoros ja

estudados.
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CONCLUSOES GERAIS

- Os parametros biométricos corporais e testiculares dos quatis utilizados neste

trabalho estdo de acordo com os dados descritos na literatura.

- Os quatis enquadram-se dentro do sistema de acasalamento poliginico, onde ha
um macho para cada grupo de fémeas. Neste sentido, infere-se que o indice
gonadossomatico e o indice tubulossomatico estdo condizentes com o porte corporal dos

animais utilizados neste estudo.

- Os parametros quantitativos e volumétricos dos tubulos seminiferos dos quatis
em estudo estdo dentro da amplitude de dados ja descritos para outros carnivoros

domésticos e silvestres ja estudados.

- O arranjo do tecido intertubular de quati ¢ do tipo II, de acordo com a

classificagdao de Fawcett et al. (1973).

- Sdo evidentes nas células de Leydig as goticulas de lipideos e os granulos de
lipofucsina em seu citoplasma. Estas células arranjam-se em grupos e formam corddes

celulares em meio ao tecido conjuntivo edemaciado.

- As células de Leydig ocupam a maior propor¢ao do intertibulo em relagao ao

tecido conjuntivo, vasos sanguineos e vasos linfaticos.
- A mensuragdo nuclear e as propor¢des volumétricas obtidas para as células de

Leydig estdo dentro da amplitude de dados expressos para outros carnivoros ja

estudados.

62



