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E sabio o homem que pds em si tudo que leva a felicidade
ou dela se aproxima.

(Socrates)
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HISTOLOGIA E MORFOMETRIA DOS TESTICULOS DE GATOS DOMESTICOS
ADULTOS

RESUMO - Neste trabalho foram analisados histolégica € morfometricamente
testiculos de 30 gatos distribuidos em trés grupos (G) com idades reprodutivas
diferentes, G1 (um a dois anos), G2 (maiores de dois a quatro anos) e G3
(maiores de quatro a seis anos), sem raca definida, e desprovidos de doencas
reprodutivas. Apos a orquiectomia, a gbnada direita foi lavada em agua corrente e
fixada em solugdo Bouin durante 24 horas e processada rotineiramente para a
inclusdo em parafina. Foram realizados cortes semi-seriados de 120 micrometros
(um) com espessura de cinco micrometros, corados pela Hematoxilina Eosina e
fotomicrografados no aparelho Olympus Bx 50 CCD®. Os parametros
morfométricos estudados a partir do sistema analisador de imagens (Image Pro-
plus) foram as espessuras da camada albuginea (72 um) e do epitélio seminifero
(77,19 um), perimetro (53,81; 90,57 um) e (54,80; 101,07 um), area (174,23;
494,55 pm?) e (176,68; 629,70 pm?), didmetros maximo (14,94; 28,02 pm) e
(14,76; 31,66 um) e minimo (13,25; 21,92 um) e (13,30; 24,52 um) e fator de
forma (1,36; 1,36) e (1,39; 1,35) do nucleo e citoplasma das espermatogbnias e
células de Leydig respectivamente. O procedimento estatistico utilizado foi a
ANOVA. Estes resultados podem ser utilizados em estudos comparativos com
outros felinos, e contribuir com profissionais da area em relacdo a altura do
epitélio seminifero e espessura da tunica albuginea e tamanho das
espermatogénias e células de Leydig.

Palavras-chave: histologia, morfometria, testiculos, gatos
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HISTOLOGY AND MORPHOMETRY OF THE TESTES OF ADULT DOMESTIC
CATS

ABSTRACT - It was carried out in this research histological and morphometric
analyses of testes of 30 mixed breed cats distributed in three groups (G) according
to their ages, G1 (1 to 2 years), G2 (> 2 to 4 years) and G3 (> 4 to 6 years) ,
without reproductive diseases. After the performance of the orchiectomy, the right
testis of each animal was washed under running water for removal of blood
excess, fixed in Bouin solution for 24 hours, submitted to routine histological
processing. The blocks of all samples were cut into 5-um thick sections and the
testes were cut into five 120-um semi-serial sections. The specimens were
mounted on glass slides, stained with hematoxylin-eosin technique and the
histological sections were examined and photographed under an Olympus BX50
photomicroscope. The following morphometric parameters were analyzed:
thickness of the tunica albuginea (72 um) and seminiferous epithelium (77,19 um)
of the seminiferous tubules. Nucleus and cytoplasm of type A spermatogonia and
Leydig cells were also studied: perimeter (53,81; 90,57 um) and (54,80; 101,07
um), area (174,23; 494,55 pm?) and (176,68; 629,70 pm?), maximum diameter
(14,94; 28,02 um) and (14,76; 31,66 um), minimum diameter (13,25; 21,92 um)
and (18,30; 24,52 um) and roundness factor (1,36; 1,36) and (1,39; 1,35)
respectively. All analyses were performed using ANOVA. These parameters could
be used in comparative studies with another feline species, to improve information
about the thickness of the seminiferous epithelium, tunica propria, spermatogonia
and Leydig cells to help feline reproduction professionals.

Key words: histology, morphometry, testes, cats
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| - INTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA

Nos ultimos anos o0 numero de gatos adotados como animais de companhia
e o atendimento ambulatorial desta espécie sdo crescentes, por estes motivos, é
dever do Médico Veterinario orientar os responsaveis quanto ao manejo essencial
para a saude e o bem estar do animal e de todos que convivem com ele.

Dentre os procedimentos indicados para estes animais estdo os métodos
de esterilizagdo, mais divulgados e enfatizados para as fémeas, porém em relacao
aos machos também se deve transmitir a informacdao de que a castracdo é
importante ndo apenas para o controle da reproducao indesejada, mas também no
aspecto de saude publica prevenindo o aparecimento de animais errantes. Outras
vantagens € minimizar o comportamento caracteristico (monta, demarcacao de
territério pela urina e agressividade), e previnir o surgimento de alteragdes
escrotais e testiculares como neoplasias, torcoes, orquites e epididimites. Além
disso, cada macho nao castrado é potencial reprodutor e a orquiectomia destes
animais contribui para o decréscimo de fémeas gestantes (OLIVEIRA, 2007).

O conhecimento da fungédo reprodutiva dos gatos domésticos € de suma
importancia devido a grande semelhanga entre a anatomia reprodutiva do Felis
catus e da maioria dos felideos selvagens, por isso diversos estudos podem ser
realizados utilizando-os como modelo biolégico, uma vez que estas gbnadas
podem ser obtidas com relativa facilidade em procedimentos de esterilizagéo, pois
a orquiectomia é um dos procedimentos mais realizados na clinica cirurgica de
animais de companhia (MOREIRA, 2005).

O incremento de estudos relacionados as gbnadas dos machos desta
espécie possui relevancia cientifica, particularmente no aspecto morfolégico, onde
ha escassez de dados na literatura no sentido de complementa-la e permitir a
comparacdo detalhada dos testiculos saudaveis com os que apresentam
alteracdes e desta maneira, planejar adequadamente o tratamento.

Assim foram nossos objetivos os de medir as espessuras da camada
albuginea e a altura do epitélio seminifero, analisar perimetro, area, diametros
maximo e minimo e fator de forma do nucleo e citoplasma das espermatogébnias e

células de Leydig de gatos domésticos adultos para acrescentar novas



informacdes a populagéo e contribuir com profissionais das areas de histologia e

reproducao animal.

1.1 - Aparelho Reprodutor Masculino dos Gatos Domésticos

O aparelho reprodutor masculino é formado pelos testiculos, epididimo,
ducto deferente, glandulas acessoérias, uretra, pénis, saco escrotal e prepucio
(BACHA JR e BACHA, 2003).

Os testiculos estao localizados na bolsa escrotal e sdo responsaveis pela
producdo dos espermatozoéides e secrecao dos hormdnios sexuais masculinos,
principalmente a testosterona. Durante o desenvolvimento embrionario, cada
testiculo com a primeira parte de seu sistema de ductos, vasos sanguineos,
linfaticos e nervos migra ao longo de trajeto sinuoso a partir da parede dorsal
caudal da cavidade peritoneal para a bolsa escrotal (YANG e HEATH, 2001).

Na migracao, o testiculo torna-se envolto por dupla camada de mesotélio, a
tunica vaginal constituida por camadas visceral e parietal separadas por fina
camada de liquido seroso. Este é secretado pelas células mesoteliais e tem
funcéo de lubrificar o testiculo de modo que se desloque livremente na bolsa
escrotal. A camada visceral da tunica vaginal repousa sobre a tunica albuginea de
onde se originam septos colagenos que dividem o testiculo em I6bulos
testiculares. Em cada um deles estédo inseridos os tubulos seminiferos onde sao
produzidos os espermatozéides e sdo conduzidos a partir da rete testis pelos
canais eferentes até o epididimo (YANG e HEATH, 2001).

O parénquima testicular é formado por células de revestimento dos tubulos
seminiferos e seus ductos, células de Sertoli e Leydig e esta revestido por epitélio
estratificado formado pelas zonas basal, intermediaria e superficial. Este epitélio
contém as espermatogbnias, espermatocitos primarios e secundarios,
espermatides e espermatozoéides (BANKS, 1992).

Tsutsui et al (2004) pesaram gatos com quatro meses a dois anos de idade
e respectivos testiculos e observaram que o peso das gbnadas aumentou



proporcionalmente ao peso dos felinos e a média do peso testicular entre lados
direito e esquerdo foi 1,5 gramas.

Os animais domésticos tém testiculos localizados em sacos escrotais
externos a cavidade abdominal que possibilita temperatura mais baixa a gbnada.
Nos gatos o escroto € perineal, séssil e comumente revestido por pélos (DYCE,
2004).

As glandulas acessérias dos gatos eliminam secrecdes na uretra e devido a
ejaculacao sao misturadas com a suspensao fluida dos espermatozéides no ducto
deferente (HAFEZ, 2004). Os gatos possuem glandulas bulbouretrais localizadas
na uretra préximas ao arco isquiatico. A prostata fornece a maior parte do liquido
seminal, compreendendo massa compacta ao redor da uretra e colo da bexiga
(DYCE, 2004).

O pénis do gato doméstico tem apice caudoventral e a superficie uretral fica
em posicao mais elevada em relacédo ao pénis. A porcao distal do corpo cavernoso
se transforma em o0sso, e a glande possui papilas queratinizadas que se
desenvolvem durante os primeiros meses de vida e regridem drasticamente em
animais castrados. O prepucio € espesso, porém curto e frequentemente
encoberto pela pelagem; seu 6stio é caudal e a urina é ejetada nesta direcao.
(DYCE, 2004).



1.2 — Espermatogénese

E o processo coordenado onde as espermatogdnias se diferenciam em
espermatozoides por meio de diferentes estadios classificados de acordo com
mudancas na forma do nucleo, ocorréncia de divisbes meidticas e rearranjo no
epitélio germinativo (FRANCA e GODINHO, 20083).

As células germinativas passam por continuas divisdes celulares e
modificacbes no desenvolvimento comecgando na periferia e progredindo em
direcdo ao lume tubular. As células-tronco ou espermatogbnias dividem-se
diversas vezes antes de formar os espermatécitos que passam pelo processo de
meiose. Esta série de divisbes celulares incluindo a proliferacdo das
espermatogbnias e divisbes meidticas € denominada espermatocitogénese. As
células hapléides resultantes deste processo sdo as espermatides, que por sua
vez passam por progressivas modificagcdes estruturais originando os
espermatozoides no processo da espermiogénese (GARNER e HAFEZ, 2004).

Segundo Johnson (1994), nos gatos a espermatogénese € evidente aos
cinco meses de idade e os espermatozdides estdo presentes no ejaculado entre
oito a 12 meses de idade. Franca e Godinho (2003) afirmaram que o ciclo
completo do epitélio seminifero em gatos adultos demorou 10,4 dias e a
espermatogénese baseada em 4,5 ciclos teve duracdo média de 46,8 dias.

1.3 - Tunica albuginea

Cada testiculo é envolto por capsula de tecido conectivo denso proveniente
do peritbneo. Os ramos maiores da artéria e veia testiculares penetram nesta
capsula, onde ficam visiveis num padrdo caracteristico da espécie.
(NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

A tunica albuginea é espessada na superficie dorsal dos testiculos onde
forma o mediastino, de onde partem septos fibrosos. Estes penetram no testiculo
dividindo-o em compartimentos piramidais denominados I6bulos testiculares
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).



Franca e Godinho (2003) estudaram a estrutura e a funcao de testiculos
principalmente relacionados ao ciclo do epitélio seminifero e producgéo
espermatica em gatos domésticos. Os testiculos pesaram em média 1,2 g, o
indice gonadossomatico (massa testicular/peso corporeo) foi 0,08% e a densidade
volumétrica da tunica albuginea foi 19%. Similarmente, Costa et al, (2006)
investigaram a biometria testicular de gatos e encontraram 0,07% para o indice
gonadossomatico e peso testicular de 1,17g.

Silva et al (2009) afirmaram que gatos de um a oito anos de idade possuem
tunica albuginea espessa e € formada por tecido conjuntivo denso
moderadamente modelado. Verificaram grande quantidade de fibras colagenas e
discretas fibras elasticas com emissdo de septos delgados para o interior do
parénquima testicular.

1.4 - Tubulos seminiferos

Sao formados pelo epitélio germinativo envolvido por lamina basal e bainha
de tecido conectivo constituido por algumas camadas de fibroblastos. A camada
mais interna, aderida a lamina basal, consiste de células midides achatadas e
contrateis com caracteristicas de células musculares lisas e as células intersticiais
gue ocupam a maior parte do espacgo entre os tubulos seminiferos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008).

Sao enovelados e revestidos por epitélio estratificado constituido por duas
populacdes distintas de células, da série espermatogénica (varios estadios da
espermatocitogénese e espermiogénese) e as nao espermatogénicas chamadas
Sertoli, que em virtude de suas aderéncias intercelulares, dividem o epitélio
seminifero em compartimentos basal e adluminal (YANG e HEATH, 2001).

Hoshino et al (2002) registraram diferencas comparando médias de area,
didmetros maximo e minimo dos tubulos seminiferos de gatos com um a cinco
anos de idade e relataram que durante a puberdade ocorre o crescimento ativo do
epitélio germinativo dos tubulos e desenvolvimento de lume tubular. Observaram

que 0s caes possuem maiores valores médios de didmetro maximo e minimo,



area tubular e altura do epitélio quando confrontados com gatos e explicaram esta
diferenca pelo porte heterogéneo dos caes e homogéneo dos gatos
independentemente da raca. Estes mesmos autores ao avaliarem testiculos de
gatos jovens (até um ano de idade) e adultos (de 1 a 5 anos) comprovaram nos
tubulos seminiferos destes animais valores médios respectivamente de: 25.604
um? e 30.581 um? para a area; de 210,99 pm e 231,48 pm para o diametro
maximo; de 156,72 ym e 170,98 um para o didmetro minimo e de 51,66 ym e
54,52 uym para a altura do epitélio.

Franca e Godinho (2003) encontraram em felinos adultos valores médios de
220um para o diametro tubular, dados semelhantes também foram determinados
na pesquisa de Neubauer et al (2004) pois evidenciaram que o diametro minimo
tubular foi de 195,2 um e a altura do epitélio 59,4 um em gatos com idades de um
a 10 anos. Costa et al, (2006) ao pesquisarem tubulos seminiferos de gatos
comprovaram que o diametro médio foi de 223 um, a altura de 81um.

1.5 — Espermatogoénias

Sao as ceélulas germinativas do sexo masculino presentes em pequenas
quantidades nas gbnadas antes da maturidade sexual (YANG e HEATH, 2001).
Sao relativamente pequenas, medindo aproximadamente 12 micrémetros (um) de
didmetro nos homens e situadas proximas a lamina basal do epitélio testicular
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Segundo Garner e Hafez (2004) quando em
desenvolvimento estao intimamente associadas as grandes células de Sertoli em
mamiferos. As células-filhas podem continuar se dividindo, mantendo-se como
células-tronco ou diferenciam-se durante sucessivos ciclos de divisdo em
espermatdcitos primarios (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Todo processo de
transformacao ocorre no testiculo e a maturacao final dos espermatozéides no
epididimo (YANG e HEATH, 2001).

Durante o processo de diferenciacdo ocorrem perdas de células
germinativas o que é determinante no rendimento da espermatogénese, processo

variavel entre as espécies. Esta diminuicdo ocorre por ativacdo da morte celular



programada (apoptose) induzida pelas células de Sertoli. Sob ponto de vista
patolégico, varios fatores predisponentes ou causadores de alteracbes
testiculares, particularmente degeneracdo testicular, aumento da temperatura
testicular, isquemia, criptorquidismo, e sustancias toxicas, exercem efeitos
deletérios sobre o testiculo e a espermatogénese, induzindo aumento da taxa de
apoptose das células germinativas (NASCIMENTO e SANTOS, 2003). Elcock e
Schoning (1984) constataram a degeneracao de células espermatogénicas em
gatos com seis meses a um ano de idade e atribuiram este fato a causas
nutricionais em funcao de desequilibrio protéico.

1.6 - Células de Leydig

Estdo presentes no tecido intersticial testicular, usualmente dispostas em
corddées ou em camadas de células que circundam os tubulos e acompanham o
curso dos vasos sanguineos. Esta caracteristica auxilia a sua fungdo endécrina,
que é a producao de testosterona e estradiol por estimulo do horménio luteinizante
(JOHNSON, 1994).

Nos felinos, as células intersticiais sdo mais abundantes em relagdo as
outras espécies e praticamente preenchem os espacos intertubulares; tém forma
poliédrica com grande nucleo esférico e nucléolo evidente; o citoplasma é acidoéfilo
e contém numerosos granulos e goticulas lipidicas (BANKS, 1992).

O citoplasma das células de Leydig possui mitocondrias com cristas
tubulares, reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido e abundantes gotas de
lipidios. Podem ocorrer pigmentos lipocrédmicos, porém, o mais caracteristico
destas células é a presenca de inclusbes chamadas cristais de Reinke, que
possuem perfil rombdide, medem cerca de 20 um de comprimento e trés
micrdmetros de didmetro, aparecem na puberdade aumentando de tamanho
durante o passar dos anos e suas funcdes sao desconhecidas em humanos (HIB,
2003).

Sanchez et al (1993) documentaram em estudo composto por 20 gatos
(com idades entre um dia e um ano), que ha trés tipos de células de Leydig. Até



um més, estas sado poliédricas com nucleo ovéide e excéntrico; de dois a cinco
meses 0 nucleo contém cromatina condensada e gotas lipidicas no citoplasma, as
peritubulares com nucleos alongados e, de cinco a seis meses, sao poligonais e o
nucleo é grande disposto lateralmente ao citoplasma.

Franca e Godinho (2003) ao pesquisarem as células de Leydig em gatos
adultos, constataram que os valores médios encontrados para alguns parametros
mensurados nestas células foram de: 2000 pm® e 260 pm® para os volumes
citoplasmatico e nuclear respectivamente, de 7,9 um para o didmetro nuclear, 6%
para a densidade volumétrica, como também comprovaram que existem
aproximadamente 30 milhdes delas nestes animais. Neste mesmo segmento,
Neubauer et al (2004) computaram 218 células de Leydig/ mm? e verificaram que
a area intesticial foi de 18,9% em gatos saudaveis e Costa et al, (2006) também

encontraram 6% de células de Leydig em testiculos felinos domésticos.



Il- MATERIAL E METODOS
2.1 - Animais

Foram utilizados 30 felinos domésticos machos com idades de um a seis
anos de diferentes racas e com peso médio de trés quilos. Foram atendidos pelo
Setor de Obstetricia e Reproducdo Animal do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de
Jaboticabal — Unesp.

Os animais selecionados ndo possuiam histérico de doengas reprodutivas e
foram considerados higidos apds exames fisico e clinico (inspecao da coloracao
de mucosas, hidratacao, afericado da temperatura corpérea, auscultacdes cardiaca
e pulmonar, palpacao abdominal e exame do sistema genital).

Os procedimentos desta pesquisa estao de acordo com 0s principios éticos
de experimentacado, protocolo n°025893-08 e foram aprovados pela Comissao de
Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da Unesp — Campus de Jaboticabal.

2.2 - Grupos experimentais
Tabela 1 — Grupos experimentais de gatos domésticos classificados conforme a

idade em anos, Grupo 1 (G1), um a dois anos; Grupo 2 (G2), maiores de dois a

quatro anos e Grupo 3 (G3) maiores de quatro a seis anos.

GRUPOS N IDADE (anos)
G1 10 Um a dois
G2 10 Maiores de dois a quatro

G3 10 Maiores de quatro a seis
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2.3 - Procedimento cirurgico
Orquiectomia

Os animais foram submetidos ao jejum hidrico e alimentar de 12 horas. Na
medicacdo pré-anestésica utilizou-se cloridrato de acepromazina' (0,2 mg/Kg de
peso corpéreo por via intramuscular), para analgesia a meperidina® (0,01 mg/Kg
de peso corp6reo por via subcutdnea) e apds dez minutos a administracdo da
anestesia dissociativa composta pela associacdo dos cloridratos de tiletamina e
zolazepam?® (10 mg/Kg de peso corpéreo por via intramuscular).

A técnica cirurgica adotada foi a descrita por Fossum (2002). A
orquiectomia foi bilateral, porém somente o testiculo direito foi coletado para o
estudo. No pés-operatério foram prescritos rifamicina sédica* tépica no local da
ferida cirdrgica a cada 12 horas durante cinco dias consecutivos e penicilina
benzatina® (40.000 UI/Kg de peso corpéreo) em dias alternados, totalizando trés
aplicagbes intramusculares. Finalmente, a analgesia prescrita a base de
cetoprofeno® (1mg/Kg de peso corpéreo por via oral a cada 24 horas) durante trés
dias. A cicatrizacao da ferida cirurgica foi por segunda intencao.

' Acepran® 0.2% - Univet S/A

% Dolosal® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda
® Zoletil 50° - Virbac

* Rifocina spray® - Hoeschet Marion Roussel S/A

% Bactopen® - Laboratério SEM

® Ketofen® - Rhodia-Mérieux
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2.4 - Procedimentos histoldgicos

Apo6s a orquiectomia, os testiculos eram avaliados macroscopicamente para
eliminar gbnadas que pudessem estar alteradas e em seguida, era realizada a
identificacdo do testiculo direito e de sua lavagem em &gua corrente para a
retirada do excesso de sangue. Realizaram-se, com bisturi, dois cortes
transversais nas extremidades proximais e distais dos testiculos sem secciona-los
por completo e posteriormente, eram imersos no coletor universal estéril
identificado com o nome do animal contendo liquido de Bouin em temperatura
ambiente.

Apbs trés horas, procederam-se outros dois cortes transversais
equidistantes em relacao aos dois anteriores sendo a gbnada reimersa na mesma
solugdo e mantida durante 24 horas. Na sequéncia, os testiculos foram fatiados a
espessura média de 0,5 cm e processados para as técnicas histolégicas de rotina
para a confeccédo dos blocos de parafina.

A microtomia foi realizada no micrétomo (Spencer 820° American Optical
Corporation) a espessura de cinco um, totalizando quatro cortes semi-seriados por
amostra (desprezaram-se 120um de tecido testicular entre os cortes).

A técnica de coloracdo foi a Hematoxilina-eosina e, para finalizar, a
montagem das laminulas as laminas foi realizada com o Bélsamo do Canada,
sendo as mesmas identificadas com o nome do animal e o grupo a que pertencia.

Estes procedimentos foram realizados no Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da UNESP, Campus de Jaboticabal.
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2.5 - Procedimentos morfométricos

Foram medidas as espessuras da camada albuginea, altura do epitélio dos
tubulos seminiferos, perimetro, area didmetros maximo e minimo e fator de forma
do nucleo e citoplasma das espermatogénias e células de Leydig.

Para a mensuracdo da espessura da tunica albuginea foram selecionadas
imagens uniformes e as médias calculadas por meio de dois pontos eqlidistantes
de quatro cortes histolégicos por animal.

Para a medida da altura do epitélio dos tubulos seminiferos foram
selecionados os de contornos circulares mais uniformes. Foram tomadas quatro
medidas equidistantes e delas obtidas as médias do registro de 10 estruturas por
amostra.

Os valores médios do perimetro e area foram obtidos por meio da média da
analise de 10 células de cada tipo por grupo demarcando o contorno celular com
auxilio do “mouse” sendo calculados automaticamente pelo sistema analisador
supracitado calibrado adequadamente para esta finalidade.

Para o célculo dos didmetros foram visibilizadas 10 células de cada tipo e
registradas as médias de dois pontos equidistantes.

O fator de forma foi expresso matematicamente pela relagcdo (perimetro)?

4x 1T X area

O menor valor deste fator € igual a um e isto significa que a forma do
citoplasma é semelhante & de um circulo cuja equacédo é T x R?, como também a
partir do perimetro do circulo, cuja equacéao é 2 x T x R. Pela substituicdo da area

e do perimetro tem-se:

Fator de forma:

(2. 1. R) = (4.1°.R%) = (4.T7%R% =1
4. 1. (m.R? (4.11. T.R?) (4. 7% R?

Onde m = 3,14 e R =raio
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Quando este fator for maior que a unidade, entende-se que a forma do
citoplasma ou do nucleo é irregular.

Os cortes histolégicos foram observados em microscépio de luz Olympus
BX 50 CCD® em objetivas de 4X a 40X de acordo com a estrutura analisada ao
qual foi acoplado em sistema de imagens (Image Pro plus, vesion 3.0 for Windows
™ Silver Spring, Maryland, USA) para fotografar as estruturas de interesse.

Estas etapas foram efetuadas no Departamento de Patologia Animal da
Unesp, Campus de Jaboticabal.

2.6 - Procedimentos estatisticos

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do “Statistical Analysis
System” - SAS (9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA, 2002-2003).

Os resultados obtidos da morfometria celular dos grupos foram submetidos
a analise de varidncia (ANOVA) com unico fator (idade) pelo método dos
quadrados minimos e os pares das médias comparados pelo teste Tukey a 5%
(EVERITT e DER, 1996).

Foram realizadas regressdes lineares dos valores observados para cada
caracteristica em funcdo da idade dos animais. Para testar a hipdtese de que o
coeficiente de regressao de cada equacao é igual a zero foi utilizado o teste t
(Student).
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Il - RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacao aos procedimentos cirurgicos nao houve intercorréncias e todos
0s animais apds recuperagcdo anestésica foram liberados no mesmo dia da
cirurgia.

3.1 — Tunica albuginea e epitélio seminifero

Em todos os testiculos analisados a tunica albuginea apresentou-se

espessa, formada por tecido conectivo denso rico em fibras colagenas (Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografia de corte transversal do testiculo

de gato doméstico. Observar tunica albuginea, fibras
colagenas (FC), nucleo de células do tecido conjuntivo
(seta larga), tabulo seminifero (TS), espermatogdnia (E),
nucleo da célula de Sertoli (NS). Coloracdo Hematoxilina-

eosina: 20X.
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Na Tabela 2 verificam-se a espessura da tunica albuginea e a altura
do epitélio germinativo do testiculo de gatos em diferentes idades. Analisando os
resultados estatisticamente observou-se que ambos os paradmetros nao alteraram
suas medidas nos diferentes grupos estudados. Além disso, a partir destes dados
pode-se afirmar que os valores nao justificam a tendéncia em aumentar a medida

que os gatos crescem.

Tabela 02 - Espessuras da tunica albuginea e do epitélio seminifero dos testiculos
de gatos domésticos em diferentes faixas etarias. Os resultados estéao
expressos em média * desvio padrao. Jaboticabal, SP, 2009.

TUNICA ALBUGINEA (um) EPITELIO SEMINIFERO (um)

Grupo 1 60,12 £ 14,60 78,02 £ 19,11
Grupo 2 78,28 + 32,27 83,57+ 18,43
Grupo 3 80,02 £ 21,31 66,90 £ 13,53
Médias 72,81 77,19

Os valores médios encontrados para a tunica albuginea em gatos de quatro
a seis anos, foram similares aos relatos de Franca e Godinho (2003) e Siva et al
(2009) que ao estudarem a estrutura e a funcao de testiculos principalmente
relacionados ao ciclo do epitélio seminifero em animais adultos respectivamente
comprovaram que a densidade volumétrica desta estrutura foi de 19%, e que os
animais acima de oito anos apresentaram a tunica albuginea testicular espessa
guando comparada a outros mamiferos e € formada por fibras colagenas.

Por outro lado, com respaldo nos resultados estatisticos, que nao
evidenciaram diferencas entre os grupos experimentais, pode-se considerar a
hipotese de que a constituicdo histolégica desta tunica nao foi influenciada pelo
tempo. Esta premissa se apdia nos relatos destes mesmos autores os quais
afirmaram que gatos com um ano de idade ja possuem tunica albuginea espessa,

formada por tecido conjuntivo denso modelado.
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Na figura 2, observa-se o tecido intersticial ao redor do tubulo seminifero
incluindo células de Leydig em grande numero, e internamente o revestimento por
epitélio estratificado composto por duas categorias de células, as de sustentagao
(Sertoli) e as espermatogénicas: espermatogbnias, espermatdcitos primarios e

espermatides.

25um.

Figura 2. Fotomicrografia de corte transversal do testiculo
de gato doméstico. Observar epitélio seminifero (ES),
células de Leydig (L), tecido intersticial (Tl) do tubulo
seminifero (TS). Coloragdo Hematoxilina-eosina; 10X.

Em relagéo a altura do epitélio seminifero, os valores médios encontrados
confirmam os relatos de Siemieniuch e Woclawek-Potoca (2007) que ao
examinarem 118 pares de testiculos em gatos de quatro meses a 10 anos de
idade encontraram valores médios para o didmetro do tubulo seminifero de:
191,83 um em gatos com a idade de oito a 12 meses; 202,61 um para animais
com um a trés anos; 193,38 um para animais com trés a seis anos; e de 191,84
KUm para os maiores de seis anos.

Os valores médios aqui encontrados refletem os de Hoshino et al (2002)
que ao pesquisarem esta estrutura em gatos de um a cinco anos registraram
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valores médios de 54,52 um; os de Neubauer et al (2004) que evidenciaram em 10
gatos com um a 10 anos de idade o didmetro minimo tubular de 195,2 uym e a
altura do epitélio 59,4 um, os de Silva et al (2009) que ao compararem a altura do
epitélio seminifero e diametro tubular em 10 gatos jovens (até um ano de idade) e
10 gatos adultos (maiores que um ano de idade) encontraram valores médios de
49,51 um e 63,29 um para animais jovens e adultos respectivamente. Em relacao
ao diametro, evidenciaram valores médios de 160,58 um e 185,94 um em jovens e
adultos respectivamente, e os de Soares et al (2006) que ao efetuarem
mensuragdes histomorfométricas de testiculo de gato que o diametro tubular (um)
foi de 148,4 e a altura do epitélio (um) foi de 56,4.

Em gatos com um a seis anos de idade os valores médios para a altura do
epitélio tubular foram maiores (77,19 um) quando comparados aos trés ultimos
autores supracitados, porém o numero de animais analisados também foi maior
nesta pesquisa (n = 30) e o intervalo de idade dos grupos mais homogéneo, o que
poderia explicar tal diferenca.

Ainda em relacao a altura do epitélio, Franca e Godinho (2003) avaliaram
gatos adultos e obtiveram valores médios de 78 um, assim como Costa et al,
(2006) ao pesquisarem tubulos seminiferos de gatos comprovaram que a altura do
epitélio foi de 81um, ambos os autores obtiveram valores médios semelhantes aos
desta pesquisa.

Estas afirmagbes fundamentam-se no conceito de que a altura deste
epitélio aproximadamente representa o raio do tdbulo, que por sua vez, é a
metade do didmetro. Considerando-se que estes autores encontraram valores
médios semelhantes e muito préximos nas diferentes idades estudadas; nos
animais ora aqui estudados, este fato igualmente ocorreu, pois a altura do epitélio
seminifero foi de: 78,02 um em gatos com um a dois anos; 83,57 um em animais
de dois a quatro anos e de 66,90 um nos de quatro a seis anos. Mediante estes
achados € plausivel supor que a altura do epitélio seminifero ndo é idade-
dependente no intervalo das idades propostas nesta pesquisa.
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3.2 - Espermatogonias e células de Leydig

As espermatogébnias foram localizadas na parte basal do epitélio seminifero
e continham ndcleo oval com um ou dois nucléolos préximos do envoltério nuclear
(Figura 3).

Figura 3. Fotomicrografia de corte transversal do testiculo de

gato doméstico evidenciando no epitélio germinativo do
tubulo seminifero sequencialmente, tunica albuginea (TA),
espermatogébnia (E), espermatécito | (El), espermatide com
ndcleo redondo (ER). Coloracdo Hematoxilina-eosina; 20X.

As espermatogbnias como células fonte formaram novas
espermatogbnias e originaram outra linhagem de células necessarias a génese
dos espermatozbides. Desta maneira, evidenciaram comportamento
histofisiologico semelhante e normal em todas as idades estudadas, traduzido
pelas similares alturas do epitélio seminifero nas diferentes idades por nés
avaliadas. Em humanos estas células sdo consideradas pequenas e medem 12
pum de diametro (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Em gatos de um a seis anos
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de idade os valores médios para este parametro foi de 28,02 um e percebe-se
que mesmo se tratando de espécies diferentes nestes animais os valores foram

maiores.

Figura 4. Fotomicrografia de corte transversal do testiculo de

gato doméstico indicando células de Leydig (L) no intersticio
(), o epitélio germinativo com espermatogbnia (E) e
espermatdécito | (ES). Coloracdo Hematoxilia-eosina; 20X.

Entre os tdbulos seminiferos registrou-se tecido conectivo frouxo com
células de Leydig localizadas nas proximidades dos capilares sanguineos, e com
formatos poligonais com um nucleo esférico (Figura 4).

Observam-se nas tabelas 3, 4, 5, 6 e 7 0 perimetro, area, diametro maximo,
didmetro minimo e o fator de forma respectivamente, das espermatog6nias e

células de Leydig de gatos em diferentes idades reprodutivas. Nenhum dos
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parametros analisados apresentou diferencas significativas entre os grupos

experimentais.

Tabela 03— Perimetro nuclear (PN) e citoplasmatico (PC) em micrometros das
espermatogbnias e células de Leydig de testiculos de gatos
domésticos em diferentes faixas etarias. Resultados expressos em

média * desvio padrao. Jaboticabal, SP, 2009.

PERIMETRO
Espermatogonia (um) Células de Leydig (um)
Grupos PN PC PN PC
1 55,28 +9,38 88,62 + 13,56 55,56 +7,58 106,82 + 14,75
2 51,72 +£8,53 92,87 £13,15 51,49+5,05 100,95 +£7,85
3 54,67+11,44 90,05+1756 58,41+13,12 93,03 + 18,56
Médias 53,81 90,57 54,80 101,07

Tabela 04 — Area nuclear (AN) e citoplasmatica (AC) em micrometros das
espermatogbnias e células de Leydig de testiculos de gatos
domésticos em diferentes faixas etarias. Resultados expressos em

média * desvio padrao. Jaboticabal, SP, 2009.

AREA

Espermatogoénia (pm?) Células de Leydig (upm?®)
Grupos AN AC AN AC
1 147,70 £ 56,15 478,00 £132,07 178,29 *+ 56,66 681,77 £ 235,59
2 172,88 * 64,61 523,78 £+ 138,75 161,44 £ 23,59 650,73 £ 141,96
3 175,49 + 68,93 476,46 £ 221,64 196,16 £ 06,12 525,22 + 307,64

Médias 174,23 494,55 176,68 629,70
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Tabela 05 - Didametros maximos nuclear (DN) e citoplasméticos (DC) em
micrometros das espermatogénias e células de Leydig de testiculos
de gatos em diferentes faixas etarias. Resultados expressos em
média * desvio padrao. Jaboticabal, SP, 2009.

DIAMETRO MAXIMO

Espermatogoénia (um) Células de Leydig (um)
Grupos DN DC DN DC
1 15,00 £ 2,74 27,75 £5,23 15,00 +2,30 32,99+ 5,07
2 14,95 + 2,43 29,10 £ 4,42 14,29+ 1,09 31,55+ 4,03
3 14,85 + 3,06 26,85 + 5,93 15,09 + 3,91 29,90+ 9,14
Médias 14,94 28,02 14,76 31,66

Tabela 06 — Diametros minimos do nucleo (DN) e citoplasma (DC) em
micrdmetros das espermatogonias e células de Leydig de testiculos de gatos
domésticos em diferentes faixas etarias. Resultados expressos em média + desvio
padrao. Jaboticabal, SP, 2009.

DIAMETRO MINIMO

Espermatogoénia (um) Células de Leydig (um)
Grupos DN DC DN DC
1 13,28+ 2,78 21,55+ 3,63 13,37+ 2,53 24,09+ 5,14
2 13,18 £ 2,66 22,98 £ 2,89 12,78+ 1,47 26,96 + 3,22
3 13,30 + 2,27 20,93+7,24 13,93+ 4,27 21,66+ 7,30
Médias 13,25 21,92 13,30 24,52

Relembrando a literatura classica, ao afirmar que a espermatogénese é
influenciada pelo hormdnio foliculo estimulante (FSH), também estimula as células
de Sertoli na producdo de ABP “Androgen Binding Protein”, esta, une-se a
testosterona e aumenta sua concentracao no tubulo seminifero. Assim, pode-se
inferir que as diferentes idades dos gatos nao influenciaram os didmetros maximo
e minimo do nucleo e citoplasma das células de Leydig, produtoras de
testosterona, o que refletiu nas semelhantes alturas encontradas nos diferentes
grupos experimentais, a saber: didmetros maximo e minimo do ndcleo
respectivamente, 15,00 um e 13,37 um (Grupo 1); 14,29 um e 12,78 um (Grupo2)
e 15,09 um e 13,93 um (Grupo 3). Da mesma forma, os didmetros maximo e
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minimo do citoplasma foram respectivamente de: 32,99 um e 24,09 um (Grupo1);
31,55 um e 26,96 um (Grupo 2) e 29,90 um e 21,66 um (Grupo 3).

Franca e Godinho (2003) relataram em seu trabalho o valor médio de 7,9
um para o didmetro do nucleo das células de Leydig em 13 testiculos de gatos
adultos, valor menor quando comparado aos dados desta pesquisa que foi de
14,76 pum; tal diferenga pode ser explicada pelo numero maior de testiculos

estudados nesta pesquisa, que foram de 30 testiculos.

Tabela 07 - Fator de forma do nucleo (FFN) e citoplasma (FFC) das
espermatogbnias e células de Leydig de testiculos de gatos
domésticos de diferentes faixas etarias. Resultados expressos
em média * desvio padrao. Jaboticabal, SP, 2009.

FATOR DE FORMA

Espermatogodnia Células de Leydig
Grupos FFN FFC FFN FFC
1 1,43+ 0,07 1,33+ 0,09 1,41+0,10 1,38+ 0,14
2 1,28+ 0,11 1,33+ 0,08 1,32+ 0,22 1,28+ 0,17
3 1,39+ 0,17 1,43+ 0,11 1,45+ 0,13 1,42+ 0,22
Médias 1,36 1,36 1,39 1,35

O coeficiente de regressdo do fator de forma do citoplasma das
espermatogénias foi significativo e a tendéncia destes valores em funcao da idade
dos animais pode ser observada na Figura 5. (Equacdo da reta y = a + bx/

FFcitoplasma = intercepto + coefiiciente de regressao x idades).
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1,57
1,52
1,47
1,42
1,37
1,32
1,27
1,22
1,17 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ , |ldade

B Média dos dados

Figura 5. Representacao grafica das médias do fator de forma do
citoplasma das espermatogbnias de gatos classificados em grupos
de acordo com a idade, Grupo 1 (01 até 2 anos), Grupo 2 (maior de 2
até 4 anos) e Grupo 3 (maior de 4 até 6 anos), Jaboticabal, 2009.

No que diz respeito ao fator de forma do nucleo e citoplasma das
espermatogbnias e células de Leydig este parAmetro apresentou valores médios
maiores do que a unidade, porém, relativamente proximos dela. Isto sugere que o
nucleo e o citoplasma destas células possuem contorno que se assemelha ao de
um circulo.

Observando a figura 5 nota-se que o citoplasma das espermatogdnias fica
relativamente mais irregular a medida que os gatos envelhecem. Acredita-se que
estes dados possam servir como subsidios em estudos mais detalhados na area
de oncologia em animais com suspeitas de tumores fazendo analogia com os
dados de Watanabe et al (1997) que constataram heterogeneidade nuclear de

células epiteliais ovarianas, caracterizada por altos valores do fator de forma e
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nucleos gigantes. Afirmaram que esta caracteristica pode significar recorréncia de
adenocarcinoma ovariano em mulheres.

Neste mesmo sentido, Yin e Gu (2002) ao estudarem tumores epiteliais
ovarianos em mulheres calcularam fator de forma, area e perimetro nucleares de
células epiteliais e afirmaram que estes valores colaboraram na triagem das
pacientes, no diagndstico e prognostico destas neoplasias.

Diante do exposto, estes dados poderdao colaborar com profissionais das
areas de histologia, morfologia e reproducdo de gatos domésticos além de
cooperar como modelo experimental para outros felinos. Porém, estudos ulteriores
sobre este assunto devem ser explorados para incrementar a qualificacdo dos
profissionais desta area e assim contribuir diretamente com a saude dos gatos

domésticos.
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IV — CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:

e A espessura da tunica albuginea, a altura do epitélio seminifero, os
valores médios do perimetro, area, didmetros maximo e minimo do
nucleo e citoplasma das espermatogénias e células de Leydig ndo séao
idade-dependentes;

e Animais mais velhos possuem maior irregularidade das espermatogénias;
¢ O tamanho celular nos animais de 2 a 4 anos foram sempre maiores em

relacdo as outras faixas etarias, o que talvez possa explicar o melhor

desempenho reprodutivo neste periodo de idade.
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