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HISTOMORFOMETRIA DE TESTICULOS DE GATOS (Felis domestica)
UTILIZANDO-SE TRES DIFERENTES FIXADORES

HISTOMORPHOMETRY OF CAT (Felis domestica) TESTIS USING THREE DIFERENT
FIXATIVE SOLUTIONS

Jaqueline Melo SOARES'; Marcelo Emilio BELETTF; Evandro dos Reis MACHADO?; Marcos SILVA?

RESUMO: Sendo o gato doméstico (Felis domestica) um animal de companhia e base de estudos para
outras espécies de felideos selvagens, ¢ interessante que saibamos mais sobre alguns aspectos, de sua morfologia, tal
como a, reprodutiva. A caracterizagdo histomorfométrica de qualquer 6rgéo ou tecido deve ser feita em laminas com
o minimo de artefatos criados durante o processamento histologico. No presente trabalho foi avaliada a eficiéncia de
trés diferentes fixadores (formol, solugdo de Davis e de Bouin) na preservagéo de testiculos de gatos, bem como sua
influéncia sobre osseguintes parametros histomorfométricos: altura do epitélio germinativo, didmetro dos tubulos
seminiferos e propor¢@o volumétrica entre os compartimentos tubulares e intertubulares. Com o uso de solucdo de
Bouin e de Davis, os tabulos seminiferos de gatos, adultos e sem raga definida tem uma propor¢do volumétrica de
aproximadamente 80%, didmetro em torno de 150 pm e a altura do epitélio germinativo em torno de 56 pm. De acordo
com os resultados obtidos, o formol ndo ¢ indicado como fixador para estudos histomorfométricos de testiculo de

felinos, por provocar artefatos que influenciam na morfologia do 6rgéo.
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INTRODUCAO

Quando buscamos na literatura pesquisas sobre
a reproducdo dos gatos, percebemos a necessidade de
estudos nessa area, principalmente quando comparados
a outros animais domésticos e de laboratério (FRANCA;
RUSSELL, 1998). Nao ha razdo para essa escassez de
dados, partindo do contingente de animais desta espécie
que servem como companhia, animais de estimagéo e,
também, de laboratdrio, utilizados em pesquisas
experimentais para cerca de quarenta anormalidades
fisiolégicas do homem, como problemas
imunoldgicos,toxicologicos, metabdlicos e oncoldgicos,
dentre outros (WILDT et al., 1986).

O gato doméstico ¢, ainda utilizado para estudos
comparativos com outras espécies de felidios (WILDT
et al., 1986), como as trinta e seis espécies ameagadas
ou em processo de extingdo (GODINHO, 1999). Estes
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fatos refor¢am ainda mais a necessidade de pesquisas a
respeito da morfologia dos testiculos de felinos.

O testiculo apresenta estrutura similar para varias
espécies de mamiferos, variando, em geral, a proporg¢ao
volumétrica de seus componentes. Sendo um 6rgéo de
funcdes enddcerinas e exdcrinas, tem como estrutura uma
capsula conjuntiva que o envolve e envia septos para o
seu interior, formando I6bulos. Estes sdo divididos em
compartimentos tubulares e intertubulares. O primeiro ¢
constituido pelos tubulos seminiferos, com suas células
germinativas e de Sertoli, onde s@o produzidos os
espermatozoéides e fluidos. Ja o segundo € constituido por
vasos sangiiineos e linfaticos, nervos, tecido conjuntivo e
células de Leydig, produtoras de androgenos (BANKS,
1992).

Fawcett, Neaves e Flores (1973), descrevem que
o0 arranjo e a propor¢do dos elementos constituintes do
espaco intertubular, nas diferentes espécies de mamiferos
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investigadas até o presente momento, seguem em geral,
trés padrdes distintos: I — espécies nas quais as células
de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area muito
pequena no compartimento intertubular, contrastando com
extensos sinusoides linfaticos (ex: rato, camundongo,
hamster, “guinea pig”, e chinchila); Il — espécies que
apresentam grupos de células de Leydig espalhados em
abundante tecido conjuntivo frouxo, drenado por vasos
linfaticos localizados central ou excentricamente no
espago intertubular (ex: bovino, ovino, macaco e homem);
III — espécies nas quais abundantes agrupamentos de
células de Leydig ocupam praticamente todo o
compartimento intertubular, restando muito pouco tecido
conjuntivo e linfatico (ex: suino e zebra). Os mesmos
autores especulam que a quantidade de células de Leydig,
e a disposi¢do de vasos linfaticos nos mamiferos esta,
provavelmente relacionada a habilidade dos linfaticos de
mover para fora dos testiculos materiais vascularmente
secretados e manter concentra¢cdes adequadas de
androgenos no testiculo e nos vasos sangiiineos. Estudos,
correlacionados a estrutura e a funcéo das células de
Leydig em varias espécies de mamiferos, mostraram que
variagdes na secrecio de testosterona resultam mais da
variagdo da capacidade individual desta célula em secretar
testosterona do que de diferengas do volume total das
mesmas no testiculo (EWING et al., 1979). Esta
capacidade esta altamente correlacionada com a
quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente na
célula de Leydig. De acordo com alguns autores
(FAWCET; NEAVES; FLORE, 1973; RUSSELL;
BRINSTER, 1996), a maior quantidade de células de
Leydig em algumas espécies pode estar relacionada com
a sintese de outros esterdides que ndo a testosterona.

Para se avaliar a produgéo espermatica, varios
métodos tem sido utilizados, dentre os quais podem ser
citados aqueles que se baseiam na histologia quantitativa
e morfometria (FRANCA, 1991). A caracterizagdo
histomorfométrica de qualquer 6rgéo ou tecido deve ser
feita em laminas com o minimo de artefatos criados
durante o processamento histolégico. Contudo, as técnicas
histologicas sempre geram artefatos que interferem na
histomorfometria, sendo necessario o uso de técnicas que
minimizem estes artefatos (FRANCA; RUSSEL, 1998;
FRRANCA et al., 1998). Tendo como base os dados
apresentados acima, esse trabalho tem como objetivo
testar trés diferentes fixadores, avaliando-se a eficiéncia
de cada um na preservag@o da estrutura testicular e sua
influéncia na morfometria do testiculo do gato doméstico,
considerando para tal a proporgao volumétrica dos tibulos
seminiferos, o didmetro destes tubulos e a altura do epitélio
germinativo.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 5 gatos sexualmente maduros,
sem raga definida, com peso aproximado de 3,5 Kg. Esses
animais foram castrados durante campanha de controle
de natalidade felina realizada pela Sociedade Protetora
dos Animais do municipio de Uberlandia. Apos a castracéo
dos animais, os testiculos foram seccionados em cortes
de aproximadamente 3mm de espessura e fixados em
trés tipos diferentes de fixadores: solugdo de Bouin, de
Davis e Formol a 10%. Apds fixacdo, o material foi
desidratado em alcool etilico e diafanizado em xilol, para
inclusdo em parafina. Depois de incluidos, foram feitos
cortes semi-finos deste material, com aproximadamente
5 um de espessura, os quais foram corados em H.E.
(hematoxilina-eosina) e Tricromio de Gomory, para serem
observados e documentados.

Foram analisadas imagens digitalizadas obtidas em
microscopio Olympus Triocular BH2, com objetiva de 4X,
acoplado a camera JVC TK-1085U, ligada a um
computador PC por meio de placa digitalizadora Data
Translation 3153. Utilizando o programa HL Image 97
foram mensurados a altura do epitélio germinativo e o
diametro e a propor¢do volumétrica dos tibulos
seminiferos de seis diferentes laminas de cada animal,
sendo avaliadas cinco imagens de cada lamina.

Para se verificar se a distribuicdo dos dados foi
normal usou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Uma
vez confirmada a distribui¢do normal utilizou-se o teste
de Fisher (a=0,05) para verificar diferencas entre médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O testiculo de mamifero em termos funcionais,
pode ser dividido em dois compartimentos: o tubular ou
espermatogénico e o intertubular ou androgénico (Figura
03). A proporgdo entre estes compartimentos é bastante
variavel, sendo um dos principais fatores responsaveis
pela diferenca observada na eficiéncia da produgio
espermatica nas diversas espécies (RUSSELL et al. 1990;
FRANCA:; RUSSELL, 1998). Nos gatos analisados, as
propor¢des volumétricas variaram de acordo com o
fixador utilizado (Tab.1). As proporgdes volumétricas
tubulares encontradas quando utilizados liquidos de Bouin
e de Davis (80,7 £4,3% e 83,2 £+ 3,9%, respectivamente)
ndo diferiram significativamente. Contudo, quando utilizada
a solug@o de formol, a propor¢ao volumétrica tubular (72,3
+ 2,0%) foi significativamente menor. Esta diferenca ¢
devido a ma fixagdo promovida pelo formol, vista nos
cortes histoloégicos como espagos vazios entre os tubos
seminiferos. Isto demonstra que o uso do formol como
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fixador para estudos histomorfométricos de testiculos de
gato ¢ desaconselhado. Assim, considerando somente as
medidas realizadas com solug¢do de Bouin e de Davis, a
proporg¢do volumétrica tubular em gatos sem raga definida
foi de 82% e a proporcéo ocupada pelo compartimento
intertubular foi de 18%. Em capivaras e ratos, o
compartimento intertubular ocupa em torno de 50%
(FRANCA et al., 1998) e 10% (RUSSELL; FRANCA,
1995; ROCHA; DEBELJUJUK; FRANCA, 1999) do
parénquima testicular, respectivamente. Nos mamiferos
domeésticos, o percentual ocupado pelo espaco intertubular
pode variar de pouco mais de 10% no céo a quase 40%
no camelo (FRANCA; RUSSELL, 1998). No entanto,
para as demais espécies de mamiferos domésticos
investigados estes valores situam-se normalmente entre
15 a 25%. O compartimento tubular ¢ o principal
componente do testiculo na grande maioria dos mamiferos,
exercendo grande influéncia sobre o peso testicular e
sobre a producgdo espermatica (AMANN, 1970). O
percentual citado na literatura para tibulo seminifero em
mamiferos pode variar de cerca de 30% (marmota) até
aproximadamente 90% (hamster dourado) (RUSSELL
et al., 1990). A semelhanca do observado para o
compartimento intertubular, grande variagéo no percentual
de tabulos seminiferos ¢ encontrada nas diferentes
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espécies (FRANCA; RUSSELL, 1998). Nos mamiferos
domésticos, com excecdo do camelo e do eqiiino, o
percentual ocupado pelos tabulos seminiferos no
parénquima testicular situa-se de maneira geral entre 75
e 85% (FRANCA; RUSSELL, 1998). Portanto, os valores
obtidos estdo de acordo com a literatura.

Como descrito na tabela 1, o diametro dos tubulos
seminiferos (Figura 02) de gatos adultos esta em torno
de 150 pm para o material fixado com solugéo de Bouin e
de Davis (Tabela 01). Ja o material fixado com solugao
de formol mais uma vez foi diferente, sendo em torno de
180 pm. Segundo Paula (1999), o diametro tubular
permanece relativamente constante em animais
sexualmente maduros, ndo sazonais. No entanto, 0 mesmo
pode apresentar variagdes expressivas nas diversas
espécies e entre diferentes linhagens ou ragas (FRANCA;
RUSSELL, 1998). Embora, o valor citado para o diametro
tubular médio possa chegar a 550um em algumas espécies
de marsupiais (WOOLLEY, 1975), o valor tipicamente
observado para a maioria dos amniotas varia de 180 a
300 um (ROOSEN-RUNGE, 1977). O presente trabalho
demonstrou que apesar da proporcéo volumétrica tubular
ser semelhante a de outras espécies, o gato possui tibulos
seminiferos delgados.

Tabela 1. Médias e desvio padréo das mensuracdes histomorfométricas de testiculo de gato de acordo com o fixador

utilizado no processamento histologico

Solugdo de Bouin Solugdo de Davis Solugéo de Formol
Propor¢ao volumétrica tubular (%) 80,7443 83,2439 72,3420
Diametro tubular (um) 148,4+39.7 150,6+37,9 180,4°+38,5
Altura do epitélio (um) 56,4258 56,8147 65,8£16,6

Letras diferentes numa mesma linha indicam médias diferentes (4 = 0,05)

Ja a altura média do epitélio germinativo dos gatos
foi em torno de 56 um (Figura 02) para solucido de Bouin
e de Davis e de 65 um quando utilizada a solugao de
formol. Franca e Russell (1998), relatam uma amplitude
de 60 a 100 um nos estudos realizados em animais
domésticos. Novamente existiu diferencga significativa
entre o material fixado em solu¢do de Bouin e de Davis
comparado com a solugéo de Formol (Figura 01). A maior
altura do epitélio germinativo, quando utilizado o formol,
¢é explicada pela retrag@o testicular, que diminui a luz dos
tabulos seminiferos, aumentando a altura do epitélio
germinativo em relag@o ao tecido normal.

Segundo Franga e Russel (1998), a retragao linear
na inclusdo de tecidos fica em torno de 15% quando os
testiculos s@o incluidos em parafina e de 3 a 5% (Figura
01) quando esse material ¢ incluido em resina plastica.
No presente trabalho ficou demonstrado que o tipo de
fixador também influencia na retracdo do material
histologico.

E oportuno salientar que foram observados sinais
de leve degeneracdo testicular em todos os animais
estudados. Os gatos utilizados foram provenientes de
ambiente onde o contato era constante com animais da
mesma espécie, sendo todos de origem desconhecida e
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sofrendo com a presenga de parasitas e outros patdgenos.  germinativas no interior dos tibulos seminiferos e com a
Estas condi¢des seriam fatores de estresse, culminando  estrutura alterada, sugerindo degeneragéo testicular
com a na presenca de grupamentos de células (Figura 02) (BELETTIL 1998).

Figura 1. Testiculo de gato doméstico, fixado com solugéo de formol e corado com H.E. Tunica albuginea (AL),
tubulos seminiferos (TS) e retracdo testicular (RT). Aumento total 80X.

Figura 2. Testiculo de gato doméstico, fixado com liquido de Davis e corado com H.E. Seta indicando presenca de
grupamento de células germinativas, indicativo de degeneragdo testicular; altura (H) e diametro (D) do
epitélio seminifero. Aumento total 80X.
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Figura 3. Testiculo de gato doméstico, fixado co solu¢do de Bouin e corado com H.E. Células de Leydig (CL),
células de Sertoli (CS), compartimento tubular (CT) e compartimento intertubular (CI). Aumento total
320X.

CONCLUSOES

A solugdo de formol pode ser utilizada com
restri¢des como fixadora em estudos histomorfométricos
de testiculos de gatos.

As solugdes de Bouin e de Davis sdo mais adequa-

das para analise histomorfométricas de testiculo de gatos.

A proporgdo volumétrica dos tubulos seminiferos
em testiculos de gatos adultos sem raga definida esta em
torno de 80% do total, sendo que o didmetro destes tiibulos
esta em torno de 150 um e a altura do epitélio germinativo
em torno de 56 pm.

ABSTRACT: As the domestic cat (Felis domestica) is a company animal and basic species for the study of
other wild felids, a better knowledge on its reproductive morphology becomes a very interesting and suitable matter.
The histomorphometric characterization of any organ or tissue should be made in slides presenting the least possible of
artifacts during the histological processing. In the present work the efficiency of three different fixative solutions
(formol, Davis and Bouin) on the preservation of cat testis tissues as well as its influence on the some histomorphometric
parameters, such as the height of germ epithelium, the diameter of seminiferous tubules, and the volumetric proportion
between the tubular and intertubular compartments were evaluated. By using Bouin and Davis solutions, the seminiferous
tubules of male, adult, crossbred cats showed a volumetric proportion of approximately 80%, diameter around 150 pm,
and height of the germ epithelium around 56 pm. Based on the obtained results, the formol is not indicated as fixative
solution for histomorphometric studies of cat testis, because it causes artifacts that influence the morphology of the
organ.

UNITERMS: Cats; Histomorphometry; Testis; Fixative solutions.
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