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CHAVES, E. P. Morfologia reprodutiva e dosagem hormonal em fémea de
jurara (Kinosternon scorpioides) criada em cativeiro. [Veterinary Medicine
Post graduation Teaching in Brazil]. 2010. 97f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Universidade Estadual do Maranhéo, Sdo Luis, 2010.

RESUMO

O Kinosternon scorpioides € um cagado encontrado em campos alagados de
regidbes amazobnicas, conhecido no Maranhdo como jurara. A caca
indiscriminada para uso na culinaria local ou seu uso como produto de venda
nas estradas do Estado tornam esta espécie silvestre vulneravel a extin¢éo.
Desta forma, em virtude da caréncia de informacdes sobre a reproducdo desta
espécie, objetivou-se caracterizar morfologicamente os 6rgdos reprodutivos e
verificar os niveis hormonais de fémeas de jurara criadas em cativeiro em dois
periodos do ano: seco e o chuvoso. Seis fémeas adultas tiveram seu trato
reprodutor analisado a partir do exame macroscopico e ultraestrutural de
microscopia de luz e eletronica de varredura. Amostras de sangue foram
obtidas para a dosagem hormonal de estradiol, progesterona e corticosterona
através de radioimuensaio. Os resultados comprovaram que todas as fémeas
eram maduras sexualmente e se encontravam em periodo vitelogénico. Os
ovarios da espécie sdo duas estruturas irregulares constituidas por diversos
foliculos em desenvolvimento (primarios, secundarios e terciarios) sobre um
estroma de tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado, com média de
peso do direito e esquerdo respectivamente de 6,25g e 2,26g. Indices
gonadossomaticos de 2,06% para o periodo seco e de 1,79% para o chuvoso.
Média de foliculos observados foi de 29,83 unidades por ovario.
Histologicamente, os ovarios maduros possuiam camada basal composta por
quatro camadas celulares: as tecas externa e interna, o estrato granuloso com
membrana perivitelinica e a zona radiata com membrana vitelinica. Entretanto,
ndo foram observadas diferencas significativas dos ovarios entre os dois
periodos estudados. Os ovidutos sdo divididos em cinco regides
morfologicamente distintas, nos quais o epitélio sofre invaginacdes formando
dobras de diferentes alturas e larguras. Microscopicamente, 0 oviduto possui
um epitélio que varia de simples prismatico ao pseudoestratificado colunar,
com células ciliadas e nao ciliadas produtoras de muco. O infundibulo é um
segmento aglandular, com pregas altas e finas, submucosa muito
vascularizada e camada muscular delicada. O magno com submucosa larga e
repleta de glandulas tubulares serosas, epitélio mais baixo e menos pregueado,
com camada muscular delgada. O istmo é uma regido curta, aglandular, com
pregas mais ramificadas e altas. O Utero € facilmente reconhecido pelas pregas
primarias muito espessas e altas, com presenca de glandulas. A vagina é
aglandular e com camada muscular bastante espessada, pregas altas e
delgadas. Médias das concentracbes para progesterona, estradiol e
corticosterona no periodo seco e chuvoso foram 0,18 e 0,33ng/ml; 155,88 e
206,03pg/ml; 3413,28 e 2918,52ng/ml, respectivamente. Nao foram percebidas
diferencas morfologicas e hormonais entre os animais e o periodo do ano
pesquisado.

Palavras-chave: ovario; oviduto; hormonio; queldnio; Kinosternon scorpioides.



CHAVES, E. P. Veterinary Medicine Post graduation Teaching in Brazil.
[Reproductive morphology and hormone dosage in female mud turtle
(Kinosternon scorpioides) in captivity]. 2010. 97f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Universidade Estadual do Maranhdo, Sao Luis, 2010.

ABSTRACT

Kinosternon scorpioides is a mud turtle found in flooded fields in the Amazonian
region, commonly known in Maranhao as “jurara”. The indiscriminate hunting for
use in local cuisine or as a selling product on the roads of the state makes this
wild species vulnerable to extinction. Thus, because of lack of information about
the species reproduction, this study aimed to characterize the morphology of
the reproductive organs and verify the hormone levels of female mud turtles in
captivity in the rainy and in the dry season. Six adult females had their
reproductive tract viewed from macroscopic and ultrastructural exams of light
microscopy and scanning electron microscopy. Blood samples were obtained
for hormonal dosage of estradiol, progesterone and corticosterone by
radioimmunoassay. Results showed that all females were sexually mature and
were in vitellogenic period. The species ovaries are two irregular structures
consisting of several follicles in development (primary, secondary and tertiary)
on a stroma of loose connective tissue richly vascularized with a mean weight of
right and left respectively of 6.25g and 2.26g. Gonadosomatic index of 2.06%
for the dry season and 1.79% for the rainy season. Mean number of follicles
was 29.83 units per ovary. Histologically, the mature ovaries had a basal layer
composed of four cell layers: external and internal teaks, granular layer with
perivitelline membrane and the radiate zone with vitelline membrane. However,
no significant differences were observed in the ovaries between the two studied
periods. The oviducts are divided into five morphologically distinct regions, in
which the epithelium has invaginations forming folds of varying heights and
widths. Microscopically, the oviduct has an epithelium which varies from simple
cuboidal to pseudostratified columnar, with ciliated and non ciliated mucus-
producing cells. The infundibulum is a segment without glands, with high and
thin folds, well-vascularized submucosa and delicate muscular layer. The
magnum with a large submucosa, filled with serous tubular glands, lower and
less folded epithelium, with thin muscular layer. The isthmus region is short,
without glands, with high and branched folds. The uterus is easily recognized
by the primary folds, very thick and high, with glands. The vagina has no glands
and has a very thick muscular layer, with high and thin folds. Medium
concentrations of progesterone, estradiol and corticosterone in the dry and in
the rainy seasons were 0.18 and 0.33 ng/ml; 155.88 and 206.03 pg/ml; 3413.28
and 2918.52 ng/ml, respectively. We did not notice hormonal and morphological
differences between the animals and the period of the year studied.

Key words: ovary; oviduct; hormone; Chelonia; Kinosternon scorpioides.
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1 INTRODUCAO

Kinosternon scorpioides sédo quelénios de agua doce encontrados as
margens de rios e campos alagados nos Estados do Parda e Maranhao, onde
sdo denominados popularmente de Mucud pelos paraenses e de jurara pelos
maranhenses. Estes animais tém sua carne apreciada como iguaria da
culinaria maranhense, como prato exético, servido na prépria carapaca sob a
forma de casquinha. Sendo eles consumidos pelos proprios ribeirinhos ou em
restaurantes e bares, em desrespeito a leis de protecdo da fauna silvestre,
como a Lei N° 5.197-IBAMA de 3 de janeiro de 1967, em virtude destas
atividades ilegais, os estoques desses animais na natureza se tornam

vulneraveis a extincao.

Uma saida encontrada para essa problemética seria o incentivo a
criacdo em cativeiro, faciltando o consumo, aumentando a renda e
contribuindo com a preservacdo da espécie. O IBAMA através da Instrucéo
Normativa n ° 169 de 20 de fevereiro de 2008 (IBAMA 2008 - Anexo VI)
possibilita atualmente a criagdo comercial destes animais, entretanto o pouco

conhecimento acerca da biologia da espécie torna a producéo ainda incipiente.

E partindo deste contexto que este cagado vem despertando interesse
cientifico, com a execucado de projetos de pesquisas, gerando conhecimentos
gue possam melhorar a condicdo de sobrevivéncia deste queldnio no Estado
do Maranhéo. Dessa forma a criacdo do Nucleo de Estudos e Preservacédo de
Animais Silvestres - NEPAS do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade
Estadual do Maranhdo em 1996, atualmente licenciado como Criadouro
Cientifico pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis — IBAMA/MA, para o jurard vem favorecendo a execugdo de

pesquisas voltadas para a espécie.

16



Estudos sobre os aspectos morfofisioldgicos desta espécie, em especial
agueles relacionados a reproducdo, como a biologia reprodutiva da fémea de
jurard, possibilita a obtencédo de informacdes que posteriormente poderdo ser
aplicadas em programas de manejo e conservacdo da espécie e ainda
subsidiar a criagdo comercial, aumentando a produtividade, a lucratividade,

gerando recurso financeiro aos ribeirinhos, e consequentemente a preservacao
da espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os o6rgdos reprodutivos de fémeas adultas de jurara

(Kinosternon scorpioides) criadas em cativeiro por meio da analise morfologica

e dos niveis hormonais em periodo seco e chuvoso.

2.2 Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

Caracterizar a estrutura e ultraestrutura dos ovarios e ovidutos;

Comparar a estrutura e ultraestrutura dos ovarios e ovidutos no periodo

seco e chuvoso;

Verificar o pico de liberacéo diario dos hormonios sexuais (progesterona

e estradiol);

Determinar os niveis séricos de corticosterona, estradiol e progesterona

no periodo seco e chuvoso;

Correlacionar estrutura, ultraestrutura, ciclo reprodutivo e niveis

hormonais.

19
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizacdo da espécie Kinosternon scorpioides

3.1.1 Taxomia

A Classe Reptila inclui os crocodilos e jacarés (Ordem Crocodilia),
lagartos e as cobras (Ordem Squamata), a tuatara da Nova Zelandia (Ordem
Rhycocephalia) e as tartarugas, cagados e jabutis (Ordem Chelonia ou
Testudines) (STORER et al. 2000).

A Ordem Chelonia possui duas subordens, a Cryptodira e a Pleurodira.
A Cryptodira é formada por trés superfamilias: Testudinoidea (jabutis),
Trionychoidea (cdgados) e Chelonioidea (tartarugas marinhas) e séo
caracterizados por apresentar a capacidade de retrair todo o pescoco para
dentro da carapaca. A subordem Pleurodira compreende os cagados que néo
conseguem ter a mesma liberdade com o pescoco, eles recolnem a cabeca
movendo lateralmente o pescoco (GOULART, 2004).

Apesar do termo “tartaruga” ser utilizado genericamente para se referir a
todos os membros desta ordem, existem diferencas significativas entre eles
gue o0s caracterizam como animais distintos. As tartarugas sdo apenas 0S
qguelénios marinhos nos quais as patas se transformaram em remos e
nadadeiras, e a carapaca sofreu uma certa atrofia; os cagados sdo apenas 0s
quelbnios de agua doce, que possuem membranas interdigitais nas patas e
casco com medidas médias; e os jabutis sdo apenas 0s quelbnios terrestres,
normalmente originarios de locais aridos e ou secos, em gque as patas tem
formato colunar, semelhante a das patas de elefantes, e a carapaca € bastante
desenvolvida (OLIVEIRA, 2003; GOULART, 2004).
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Os quelbnios estédo na lista dos maiores répteis do mundo e sdo animais
que apresentam placas Osseas dérmicas que se fundem originando uma
carapaca dorsal e um plastrao ventral rigidos, estruturas que servem de
protecdo ao corpo. As vertebras e costelas fundem-se também ao plastréo e
carapaca. Sao seres que nao possuem dentes, mas apresentam laminas
corneas usadas para arrancar pedacos de alimentos. S&o todos oviparos e o
grupo tem cerca de 300 espécies, ocupando ambientes diversificados como os

oceanos, rios ou florestas tropicais (ZUG et al., 2001).

A Superfamilia Trionychoidea possui cinco familias, e dentre estas
encontramos a Familia Kinosternidae, que agrega espécies pequenas e
grandes, estritamente americanas, de habitos aquaticos ou semiaquaticos que
possui apenas um género e 19 espécies, incluindo o Kinosternon scorpioides
(ERNST & BARBOUR, 1989; RUEDA-ALMONACID et al., 2007).

3.1.2 Caracteristicas gerais do cagado

O K. scorpioides é animal de habitos semi-aquéticos, de pequeno porte,
gue atinge geralmente 15 centimetros de comprimento de carapaca e vive em
campos alagados e em lagoas (DELDUQUE, 2000). S&o conhecidas
vulgarmente por tartarugas do lodo ou almiscaras por este habito de viver em
regides alagadas e por exalarem um odor fétido ao serem manuseadas. Elas
sdo carnivoros e onivoros oportunistas, podendo se alimentar de girinos,
peixes, materiais em decomposicdo e pequena quantidade de vegetais
(ERNST & BARBOUR, 1989).

22


http://pt.wikipedia.org/wiki/Oceano
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Floresta_tropical

Figura 1: Fémea adulta de Kinosternon scorpioides.

Possui uma cabeca triangular terminando com a narina em forma de
focinho, mandibula forte em formato de bico de papagaio (Fig. 1) e cauda
apresentando uma estrutura semelhante a uma unha no final do corpo, como
um ferrdo de escorpido, caracteristica que denominou cientificamente a
espécie (Fig. 2). A uUnica funcdo conhecida deste apéndice corneo é o de
auxiliar a fixacdo da fémea durante o acasalamento (CASTRO, 2006; PEREIRA
& LEMOS, 2007).

Este réptil possui uma carapaga forte, de coloracdo marrom escura,
verde oliva ou preta com manchas vermelhas ou alaranjadas. Dorsalmente
existem trés quilhas e esta ligada ao plastrao através de uma ponte larga
denominada de escudos inframarginais. O plastrdo é amarelo e possui
dobradicas no lobo anterior e posterior que permite fechar total ou parcialmente
a carapaca, servido de protecdo contra ataques na cabeca, pernas e cauda
(PRITCHARD & TREBBAU, 1984; ERNST & BARBOUR, 1989) (Fig. 2).
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Figura 2: Caracteristicas gerais da espécie K. scorpioides: A - plastrdo (setas grossa: dobradicas
anterior e posterior), B-carapaga (detalhe: quilha) e C-cauda de fémea com estrutura cérnea
semelhante a um ferrdo em detalhe.

3.1.3 Localizacdo geografica

O K. scorpioides € um pequeno cagado nativo da Regido Amazodnica,
encontrado de forma bem distribuida na costa da América do Sul, incluindo a
Colémbia, México, Panama (VOGT, 2008), as Guianas e Trinidad. No Brasil €
encontrado nos Estados do Para, Maranhdo, norte de Goiéds, Ceard, Rio
Grande do Norte e Pernambuco (PRITCHARD & TREBBAU, 1984). E no
Maranhdo, € encontrado principalmente nos municipios da Baixada
Maranhense (VANZOLINI et al. 1980; ACUNA-MESEN, 1994; PEREIRA,
2000).

E geralmente encontrado em baixas elevacées, abaixo de 1.500m do
nivel do mar (VOGT, 2008). Esta espécie recebe denominac¢des populares
diferentes, de acordo com o local onde é encontrado. No Estado do Maranhéo
recebe a denominagao de “jurara”, enquanto no Estado do Para recebe o nome

de mucua.
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3.1.4 Dimorfismo sexual dos juraras

Segundo Molina (1992) a diferenca sexual em quelbnios € expressa
principalmente pela diferenca de porte entre machos e fémeas. Existe um
dimorfismo sexual evidente em K. scorpioides (Fig. 3), as fémeas sao robustas
e maiores que os machos. O comprimento médio de carapaca e do plastrao de
fémeas é de 15,26 e 13,35 cm e para machos € de 14,79 e 12,30 cm,
respectivamente (CASTRO, 2006).

Figura 3: Caracteristicas sexuais de K. scorpioides: machos (A e C) e fémeas (B e D).
Em A e B mudanca na concavidade do plastrdo; B e D maodificacdo do tamanho da
cauda.
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Mahamoud (1967) acreditava que somente 0s machos possuiam o
ferrdo na ponta da cauda, entretanto, sabe-se hoje que fémeas também
possuem esta estrutura. Outras caracteristicas dimorficas presentes nos
quelbnios é a presenca de uma carapaca mais baixa e cauda mais comprida
nos machos (MOLINA, 1992). Em juraras a carapaga nos machos € mais baixa,
a cauda é trés vezes mais longa que a da fémea, o plastrdo € cdoncavo para
facilitar a copula, cabeca bastante pigmentada chegando a ser negra e unhas
mais longas e curvas. A fémea apresenta sua cauda menor que a do macho, o
plastrao é reto e a cabeca é mais clara (CASTRO, 2006; PEREIRA & LEMOS,
2007).

Castro (2006) observou que o dimorfismo sexual s6 era perceptivel
quando os animais tinham 20 meses de idade, neste periodo o comprimento da
carapaca era de 9,4 cm, evidenciando o escurecimento da cabeca e aumento
da cauda nos machos, enquanto as fémeas possuiam cauda curta e cabeca

amarelada.

3.1.5 Aspectos Reprodutivos

Em estudos realizados com quelénios a maturidade sexual esta
relacionada com comprimento de carapaca ou tamanho da fémea (AVENDANO
et al., 2002). Castro (2006) observou que a fémea de K. scorpioides atingiu a
maturidade sexual com 2,8 a 4 anos, com uma média de 14,2 cm de
comprimento de carapaca. Entretanto, Costa et al. (2009), verificaram que a
capacidade reprodutiva foi alcancada quando a fémea possuia comprimento de
carapaca um pouco inferior (12,43 cm) e pesando aproximadamente 300g.

O periodo de acasalamento dos juraras ocorre nos meses de abril a
agosto, sendo 0 més de maio a época de maior atividade. A coOpula ocorre
sempre dentro d’agua, podendo o cortejo do macho iniciar nas areas mais

rasas ou mesmo fora do ambiente aquético (CASTRO, 2006).
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Molina (1992) relata que geralmente nos quelonios o comportamento de
acasalamento divide-se em perseguicdo a fémea, pré-copula e cépula. Em
Kinosternidae ocorre esta mesma sequéncia de eventos, acrescentando a
estes 0 exame olfativo da cloaca, mordedura do pescoco, apreensao da fémea
com as quatro patas e cauda pelo macho (MAHMUOUD, 1967).

O ciclo ovariano de K. scorpioides verificado por Costa et al. (2009)
ocorre praticamente o ano inteiro, com o periodo de inatividade folicular apenas
no més de setembro. Segundo estes autores, a espécie desenvolve mais de
um ciclo foliculogénico em uma mesma estacao reprodutiva, o que possibilita
até trés posturas no ano, intercaladas por periodo de 30 a 60 dias. E
verificaram ainda que a desova ocorreu de abril a agosto, ja nas observacoes
feitas por Castro (2006) no Estado do Para, essa espécie realizou postura entre
0S meses de maio a setembro com pico de postura nos meses de junho e julho.
E no estudo de Rocha & Molina (1990), no Estado de S&o Paulo, os juraras

fazem a postura de marco a agosto, frequentemente no outono.

3.2 Morfologia dos 6rgéaos reprodutivos

O sistema genital feminino dos répteis é semelhante as aves e difere
nitidamente daquilo observado em mamiferos. Em tartarugas, o aparelho
genital feminino € composto por um par de ovarios e de ovidutos com seus
respectivos ligamentos mesentéricos (mesovario, mesosalpinge e mesotubario)
(NOBLE & NOBLE, 1940; STORER et al., 2000; WYNEKEN, 2001). Nas aves,
o trato genital direito atrofia-se sob influéncia do horménio anti-mdilleriano,
persistindo apenas a porgéo esquerda do sistema (HAFEZ, 2003; DYCE et al.,
2004).
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3.2.1 Ovdérios

Os ovarios sdao normalmente o6rgdos pares que possuem funcao
reprodutiva (producdo de gametas femininos) e funcdo hormonal (produtores
de estradiol e progesterona). As espécies diferem quanto a forma dos ovarios,
nos mamiferos eles sdo uma estrutura compacta e que dificiimente permite a
observacdo de um foliculo ovariano, fato reservado apenas para 0 momento da
ovulacdo. Enquanto nos répteis e aves € uma gonada de formato irregular,
onde sua superficie é recoberta por foliculos ovarianos em varios estagios de
desenvolvimento (GETTY, 1981; WYNEKEN, 2001; HAFEZ, 2003).

As tartarugas possuem os ovarios maduros em forma de cacho de uva
localizados proximos aos rins (WYNEKEN, 2001). Em juraras, estéao fixadas na
parte caudal do teto da cavidade celomatica, sendo duas massas de coloracao
amarelo-ouro, compostas de varios foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento (MACHADO JUNIOR et al., 2006).

Em vertebrados de uma forma geral, estas glandulas possuem duas
regides histologicamente distintas, a zona cortical e medular. Em aves
domésticas, a cortical € constituida pelos foliculos em varios estagios de
desenvolvimento, e a medular, que é normalmente difusa, € uma regido rica em

vasos e tecidos nervoso e conjuntivo (DUKES, 1993).

Os foliculos ovarianos sdo as unidades funcionais presentes nos
ovarios, que possuem em seu interior o ovocito (DUKES, 1993; HAFEZ, 2003).
Microscopicamente cada foliculo primordial contém ovocito primario rodeado
por células foliculares. No inicio da atividade sexual os foliculos primordiais
sofrem o0 processo de maturacdo ou vitelogénese até tornar-se um foliculo

maduro. Este mecanismo trata-se da incorporacdo gradativa de vitelo no
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interior do foliculo a partir de estimulos estrogénicos'. Uma proteina
relativamente grande sintetizada pelo figado denominada de vitelogenina é
transportada para os ovarios através do plasma por meio de um complexo
lipoprotéico. Esta carrega consigo lipideos (predominantemente triglicerideos)
para o interior do foliculo em crescimento (HECK, 1997 e GURAYA, 1998 apud
GOMES et al., 2006).

Os foliculos maduros ou foliculogénicos diferem ditidamente do
primordial e apresentam seis camadas: a) camada mais interna (citolema do
odcito, zona radiada e membrana perivitelina); b) estrato granuloso (uma Unica
camada de células); c) teca interna; d) teca externa; e) tunica externa de tecido
conjuntivo; f) e o epitélio superficial (GETTY, 1981; DUKES, 1993).

Nas cobras Crotalus durissus e Bothrops jararaca os foliculos ovarianos
sdo formados por ovocito, camada granulosa e teca folicular. A teca apresenta-
se constituida por células alongadas e fibras colagenas arranjadas de forma
circular em torno da granulosa, sendo que a camada mais préxima possui uma
concentracdo maior de fibras coldgenas. Entre a teca e a granulosa existe a
membrana basal da granulosa PAS positiva (ALMEIDA-SANTOS, 2005).

Em tartarugas marinhas os ovarios maduros sdo compostos de estroma
recoberto por foliculos pré-vitelogénicos, foliculos vitelogénicos, foliculos
atrésicos, corpo luteo, e corpos luteos atrésicos. Sendo o numero destas
estruturas dependente da maturidade do individuo e de sua fase no seu ciclo
reprodutivo (WYNEKEN et al., 2008).

Parizzi et al. (2007) relatam que as emas (Rhea americana) possuem
ovarios com constituicdo histolégica semelhante as demais aves: um cortex e

uma medula. No cortex do ovario localizam-se foliculos primordiais (diametro

! Estimulos originarios do horménio estrogeno.
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<100pm), pré-vitelogénicos (diametro 150-400um) e vitelogénicos (>400um). A

medula é constituida por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos.

No crocodilo Caiman crocodilus o epitélio ovariano € cubdide. Na
submucosa do epitélio sdo observados tecidos conjuntivos densos, pequenos
feixes de musculo liso e fibras elasticas, formando a parede do ovario. Na
cortical existem os foliculos pré-vitelinicos, vitelogénicos e atrésicos, além de
corpos lateos (CALDERON et al., 2004).

Abas et al. (1998) ao estudar os ovarios do jurara, observaram uma
camada externa envolvendo o 6rgao constituido de fibras colagenas e masculo
liso, que as regides ovarianas (a cortical e medular) sdo pouco delimitadas
entre si, e ainda que os foliculos ovarianos encontram-se na cortical, os
foliculos imaturos s@o formados por tecido epitelial simples pavimentoso e 0s
maduros formados por epitélio estratificado cubico. A medular tem constituicao
semelhante as aves, a exemplo da codorninha japonesa Coturnix coturnix
(NASSER JUNIOR et al., 1994), que a possui constituida por tecido conjuntivo

frouxo, rico em vasos sanguineos.

Parizi (2006) utilizando-se do critério didmetro do foliculo, classificou
aqueles observados na ema como foliculos pequenos (1-20mm), médios (20-
40mm) e grandes (40-90mm). De forma semelhante Ernst (1971) classificou os
foliculos da tartaruga Chrysemys picta: grandes (maiores que 15mm), médios
(11 a 15mm) e pequenos (6 a 10mm). J& em relacdo as fémeas de Bothrops
jararaca os foliculos ovarianos foram classificados de acordo com a presenca
ou auséncia de vitelo e também em relacdo ao diametro dos mesmos: foliculos
nao-vitelogénicos da classe | (menores que 0,5 cm de diametro) e Il (0,6 a 1,0
cm) e os vitelogénicos (da classe Ill (1,1 a 2,0 cm) e IV (2,1 a 3,0 cm)
(JANEIRO-CINQUINI, 2004).
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3.2.2 Ovidutos

Os ovidutos dos répteis sdo estruturas que funcionam como conduto
para ovo desde a ovulacdo até a oviposicdo, local para fertilizacdo e em
algumas espécies reservatorio para espermatozéides (FOX, 1977).

Nas aves domeésticas o oviduto esquerdo (0 Unico que existe na fase
adulta) é dividido em cinco regibes distintas com funcdes fisioldgicas
especificas: infundibulo, magno, istmo, Gtero e vagina (BANKS, 1992; DUKES,
1993; DYCE et al.,, 2004), sendo esta a mesma divisdo realizada para a
codornas (Nothura maculosa) (MORAES et al., 2007).

Almeida-Santos (2005) ao estudar os 6rgdos reprodutivos das cobras
Crotalus durissus e Bothrops jararaca dividiu o oviduto destas espécies em
infundibulo, Utero anterior e posterior, e vagina. Enquanto que nos crocodilos
Caiman crocodilus fuscus os ovidutos sdo divididos em infundibulo anterior e
posterior, tuba, transi¢do tuba-Gtero anterior, Gtero posterior e vagina (PEREZ
& PENILLA, 2002) e no Alligator mississippiensi a divisdo é infundibulo, tuba,
istmo, utero anterior, Utero posterior, juncdo Utero-vagina e vagina (BAGWILL

et al., 2009), entretanto este segmento € por eles nomeada de tuba uterina,

Em quelbnios de uma forma geral o oviduto se divide em infundibulo
(possivel local de fecundacgéo), tuba uterina (regido glandular, produtora der
albumen, onde ocorre armazenamento de espermatozéides), istmo (regido
aglandular), utero (secreta a casca do ovo) e vagina (WYNEKEN et al., 2008).
Em tartarugas marinhas é funcionalmente dividido em cinco regifes: 0stio ou
infundibulo, segmento aglandular, magno, concha glandular e vagina
(WYNEKEN, 2001).
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No jurara, os ovidutos séo tubulos longos, igualmente desenvolvidos,
bastante contorcidos, que se estendem das proximidades dos ovarios até se
inserirem na parede lateral da cloaca. E cada oviduto € formado por cinco
partes: infundibulo, magno, istmo, Gtero e vagina (MACHADO JUNIOR et al.,
2006). Xiangkun et al. (2007) ao analisarem o aparelho reprodutor feminino da
tartaruga Trionyx sinensis também dividiram o oviduto da espécie nestas
mesmas regides. Entretanto, Nogueira (2008) ndo observou a presenca do
seguimento istmo em lagartixas (Hemidactylus mabouia) e nomeou a regiao do

magno como tuba uterina.

Em aves, o infundibulo é o seguimento mais anterior do oviduto,
responsavel pela captacdo do 6vulo em mamiferos e dos foliculos nos répteis e
aves. Nesta regido ocorre a fertilizacdo na maioria das espécies, podendo ser
reservatério para espermatozéides (BANKS, 1992). O magno € a regiao
secrecretora de albumen, sendo esta a parte mais longa e espiralada do
oviduto (GETTY, 1981; DUKES, 1993). O istmo € a regido mais curta e estreita,
o limite entre 0 magno e Utero, que secreta as duas membranas da casca,
fibrosa e queratinosa, que formam um saco fechado que ajuda a manter os
componentes do ovo e serve como suporte sobre o qual a casca dura sera
depositada (DUKES, 1993). O utero, ou glandula da casca, é um oO6rgao
muscular e secretorio, onde o fluido é adicionado ao ovo e ocorre a formacao
da casca do ovo e deposicdo da cuticula. A vagina € a regido que segue a
glandula da casca, a porcao terminal do oviduto que serve de passagem do
ovo do Utero até a cloaca (DUKES, 1993; BANKS, 1992; RUTZ et al., 2007).

Machado Janior et al (2006) relatam que o oviduto direito tende a ser
maior que o esquerdo e 0S seus seguimentos se organizam da seguinte forma:
o infundibulo é o primeiro seguimento do oviduto que apresenta fimbrias e um
ostio abdominal cranialmente; o magno, a segunda regido, produtora de
albumen; o istmo, por¢cdo mais estreita do oviduto; o Utero parte mais espessa

e de coloragcdo escura; e a vagina, parte final do oviduto, que mantém intima

32



relacdo com a cloaca. Na Ultima porcao, é observado um esfincter que tem as
funcdes de reter os ovos até a postura, além de manter fechado o oviduto,

evitando o refluxo de material da cloaca para o interior do mesmo.

Os ovidutos do jurard mantém relagbes topogréaficas dorsolateralmente
com a parede da cavidade pleuroperitoneal, ventralmente com a vesicula
urinaria e pelve, medialmente com o0s ovarios, cranialmente com o figado,
vesicula biliar, intestino, estbmago e pulméo e, caudalmente, com a cloaca
(MACHADO JUNIOR et al., 2006).

A constituicdo histologica dos ovidutos de espécies oviparos é
semelhante, entretanto existem pequenas variacdes do epitélio ao longo do
oviduto, em cada seguimento existe uma organizacdo celular tipica,
responsavel pela realizacdo de uma determinada funcéo, como a producédo de

albimen e da casca do ovo.

No lagarto Hemidactylus mabouia o infundibulo organiza-se em diversas
dobras longitudinais, com epitélio simples formado predominantemente por
células ciliares e por células nao-ciliares em menor quantidade, lamina propria
delgada de tecido conjuntivo frouxo, uma camada muscular fina e uma serosa
formada por epitélio simples pavimentoso. A tuba uterina/magno é constituida
por epitélio ciliar e secretor, sendo morfologicamente maior que aquele do
infundibulo, com area secretora formada por glandulas PAS positivo. O Utero é
0 seguimento mais espesso do oviduto, com epitélio formado por células
colunares e por células nao ciliares, uma mucosa repleta de glandulas
tubulares ramificadas PAS negativo, tecido conjuntivo frouxo vascularizado e
uma muscular espessa (uma camada interna circular e uma externa
longitudinal). A vagina possui um epitélio e uma camada muscular que
aumentam de tamanho e espessura a proporcédo que se aproximam da cloaca.

A regido anterior é formada por epitélio simples prismatico formado por células
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ciliares e secretoras; a porcéo posterior possui epitélio estratificado com células
secretoras (NOGUEIRA, 2008).

Em jurards o infundibulo € constituido por uma tlnica mucosa (epitélio
pseudo-estratificado ciliado), submucosa (tecido conjuntivo frouxo, com
inumeras glandulas tubulares retas), muscular (circular interna e longitudinal
externa) e uma serosa formada por tecido conjuntivo frouxo revestido por
mesotélio; o magno, istmo e Uutero possuem constituicdo histologica
semelhantes ao infundibulo (ABAS et al.,1998).

O armazenamento de espermatozoéides no oviduto de fémeas oviparas
ou viviparas é uma grande vantagem sobre os demais animais no que diz
respeito ao sucesso reprodutivo. Machos e fémeas que possuem um ciclo
reprodutivo em épocas diferentes ndo seriam capazes de multiplicar seus
genes caso hao existisse essa tatica da natureza. Os locais de estocagem no

oviduto variam quanto a localizacdo nas diferentes espécies de aves e répteis.

Moraes et al. (2009) ao estudar duas areas de reserva para
espermatozoides da codorna doméstica, a regido infundibulo-magno e atero-
vagina, verificaram que a primeira apresentou uma meédia significativamente
maior (11,7+1,48) que a segunda (7,5t1,36) de glandulas armazenadoras.
Porém Almeida-Santos & Orsi (2002) relataram que em cobras Crotalus
durissus e Bothrops jararaca existe uma regiao denominada de Gtero posterior
capaz de reter e estocar 0s espermatozoéides durante todo o inverno. De forma
semelhante Nogueira (2008) observou que no lagarto Hemidactylus mabouia a
estocagem dos espermatozoOides ocorre na regido uterina da espécie.
Enquanto que na tartaruga chinesa Trionyx sinensis, 0s espermatozoides s&o

armazenados nas glandulas do istmo do oviduto (XIANGKUN et al., 2007).
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3.3 Hormonios envolvidos no processo reprodutivo

Os hormoénios gonadais: testosterona, estradiol e progesterona séo
responsaveis pelo crescimento e diferenciagdo dos ovarios e ovidutos dos
répteis. Além destes, dois outros hormdnios tem grande destaque no processo
reprodutivo, o FSH - hormonio foliculo-estimulante e o LH - hormdnio

luteinizante.

Foliculo primordal se desenvolve em resposta ao horménio LH, com o
crescimento dos foliculos ocorre o desenvolvimento das camadas da teca que
por sua vez comecam a produzir estradiol que € responsavel pela incorporacao
do vitelo ou maturacdo folicular (vitelogénese). Apds a ovulacdo ocorre
hipertrofia parede folicular deixada no ovario, originando o chamado corpo
luteo, que é responsavel pela sintese de progesterona (LICTH, 1979; OWENS,
1980). No decorrer da estacdo reprodutiva os corpos luteos regridem como
ocorre em aves, tornando-se estruturas cicatriciais denominadas de corpo
albicans ou amarelo (WYNEKEN, 2001).

Em aves, a progesterona atua na secrecdo de albumen e inducédo do
pico de LH. Os androgénios atuam em caracteristicas sexuais secundarias
(crista e barbela). Os estrogénios atuam na sintese da gema pelo figado,
mobilizacdo de calcio dos ossos medulares para a glandula da casca. Ao
contrario de mamiferos, as células da granulosa sédo a principal fonte de
progesterona e de pequenas quantidades de androgénios, enquanto que as
células da teca produzem androgénios e estradiol. Nesta espécie as células
da granulosa nao luteinizam, porque nao existe a necessidade de formacgéao de
corpo lateo, uma estrutura associada a prenhez (BAHR & JOHNSON, 1991
apud RUTZ et al, 2007).
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E descrito em fémeas de lagartos do sul da Tasmania-Australia por
Edwards & Jones (2001) que as concentracfes meédias de progesterona
permaneceram baixas (1-2 ng/ ml) até o inicio da gestacéo, atingindo o pico no
segundo trimestre (12,7 £ 1,27 ng/ ml), caindo significativamente antes do
parto. Um aumento nas concentracdes médias de estrogénio ocorreu no
periodo de vitelogénese, sendo que o pico de concentracdo de estrogénio foi
de 715,1 £ 106,68 pg/ ml, pouco antes da ovulacdo. Em relacdo a cagado
Graptemys flavimaculata (SHELBY et al, 2000) os niveis médios de
progesterona (0,04-0,79 ng/ml) sdo significativamente maiores em junho,
quando estes se encontram no periodo gravidico, jA o niveis de estradiol
elevam-se no periodo vitelogénico a semelhanca do que ocorre para Chelydra
serpentina (MAHMOUD & LICHT, 1997; ALKINDI et al., 2006).

Licht et al (1980) ao estudar o comportamento endécrino de Chelonia
mydas, verificaram que o0s niveis de progesterona s&o similares durante o
periodo de acasalamento ao de desova. De um a dois dias poOs-desova,
existindo um aumento nos niveis de LH, os niveis séricos de progesterona
aumentam, estando estas mudancas associadas a ocorréncia de uma onda

ovulatoria.

Em tartarugas das llhas Galdpagos (Geochelone nigra), exotica na
Coldmbia, foi observado que os niveis de estradiol estdo aumentados na época
do acasalamento, estando o0s niveis bastante elevados neste periodo. O
estradiol diminui lentamente apds acasalamento e é muito baixo no momento
da implantagéo, quando a temperatura diminui. Os niveis de progesterona séo
elevados no momento da ovulagdo, com picos no inicio da época de
nidificacdo, e diminuicdo durante a época de nidificacdo, quando diminui a
temperatura ambiente, chegando a niveis minimos, apés o cruzamento, pouco
antes da proxima temporada de acasalamento (CASARES et al.,1999). Ja para
Chelonoidis nigra a elevacdo dos niveis de estradiol coincidem com a

proliferacdo e maturacdo dos foliculos (ROSTAL et al., 1998). Em Chelydra
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serpentina (ALKINDI et al., 2006) os niveis hormonais de estradiol sobem no
inicio do verdo e permanecem elevados por toda essa estacéo, no geral esses
niveis permanecem altos e s6 diminuem significativamente no final do ciclo
ovariano, no outono. Enquanto as concentragfes de progesterona aumentam
na primavera, diminuem durante a lutedlise e aumentam novamente durante a
vitelogénese. Diferentemente do descrito por Licht et al. (1979) que informa que
0s niveis de progesterona sdo elevados durante o periodo reprodutivo

enguanto o do estradiol permanece baixo.

3.4 Ciclo reprodutivo e alteracdes morfoldgicas do trato genital

O aparelho reprodutor dos répteis sofre modificac6es estruturais com a
idade e ao longo do ciclo reprodutivo. Nas fémeas sexualmente maduras de
tartarugas marinhas os foliculos presentes nos ovarios aumentam de tamanho
e adquirem uma coloracdo amarelada brilhante (vitelogénicos?), enquanto
jovens eles sédo esbranquicados e de tamanho diminutos (WYNEKEN, 2001). A
presenca de foliculos vitelogénicos maiores de 15 mm de didmetro nos ovarios
ou de ovos no interior do oviduto de fémeas de Chrysemys picta séo
considerados dois indicativos da maturidade sexual desta espécie (ERNST,
1971).

Existem duas classes de vitelogénese em quelbnios: aquela em que a
vitelogénese e crescimento folicular iniciam no final do verdo ou no outono e se
completa antes do inverno; e a outra em que o crescimento folicular é lento e
continuo, ocorrendo o processo de maturacdo momento antes da ovulacéo, na
primavera. Este € um tipo incomum e ocorre em répteis de areas tropicais
(ZUG et al., 2001). Para o género Kinosternon, a completa vitelogénese so6
ocorre antes da ovulacdo (CHRISTIANSEN & DUNHAM, 1972).

? Diz-se aquele foliculo que esta repleto de vitelo em seu interior.
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O ciclo reprodutivo recebe denominagbes de acordo com as
caracteristicas pronunciadas pelos ovarios e oviduto. Em largartos australianos
Lampropholis guichenoti sédo descritas quatro fases: a vitelogénica, gravidica,
pés-gravidica, e quiescente (ADAMS et al., 2004). Na tartarugas da espécie
Lissemys p. punctata foi determinado cinco fases: preparatoria, recrudescente,

reprodutiva regressiva e quiescente (SARKER et al., 1995).

Em estudo realizado por Janeiro-Cinquini (2004) com a serpente
Bothrops jararaca provenientes da regido sul e sudeste do Brasil, verificou-se
notadamente as alteracbes morfolégicas do trato reprodutivo desta espécie. A
massa do ovario apresentou uma queda de outubro a marco e um aumento em
julho, agosto e setembro. De forma semelhante, na tartaruga Terrapene
carolina carolina estudada nos EUA, ocorre essa queda de peso ovariano nos
meses de junho e julho, periodo também de seca no Hemisfério Norte
(ALTLAND,1951).

Na tartaruga Chelydra serpentina, os foliculos ovarianos iniciam seu
crescimento na metade de julho, aumentando de tamanho rapidamente e
realizando a ovulacdo nos meses de maio a junho (MAHMOUD & LICHT,
1997). Em Chrysemys picta foi observado que o peso da massa ovariana
esteve reduzido durante os meses de julho, agosto e setembro, ou depois da
ovulacdo e nidificacdo. E os maiores foliculos (15 a 25 mm) estava em maior

guantidade nos meses de abril e maio (ERNST, 1971).

O periodo do ciclo ovariano anual € variavel entre as espécies de
répteis, em Chrysemys picta tem inicio nos meses de julho e agosto apés as
ovulacOes e posturas terem ocorrido (ERNST, 1971), enquanto no Kinosternon
flavencens inicia-se em setembro ou outubro, quando os foliculos estéo
grandes. Ja a fase de regresséo folicular ocorre em julho e de quiescéncia em
agosto (CHRISTIANSEN & DUNHAM, 1972).
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Os ovidutos também passam pelo processo de maturacdo, de simples
paredes tubulares delgadas para paredes musculares espessas e méveis com
aumento linear do diametro luminal (WYNEKEN, 2001). Ao estudar o ciclo
reprodutivo anual do Caiman crocodilus fuscus observou-se que os ovidutos se
modificam significativamente nos diferentes momentos do ciclo reprodutivo,
particularmente durante a vitelogénese e a gravidez. Ocorre nestes periodos
hipertrofia generalizada da mucosa e incremento da altura do epitélio luminal
de todas as regides do oviduto (CALDERON, 1998 apud PEREZ & PINILLA,
2002). De forma semelhante €é observado no crocodilo Alligator
mississippiensis (BAGWILL, 2009).

O ciclo reprodutivo dos répteis € marcado por mudancas regulares e
integradas na anatomia e fisiologia, que sdo controladas por fatores intrinsecos
(ritmo interno: horménios) ou extrinsecos (alimentacdo, umidade e
temperatura) (FITCH, 1982). Condicbes climaticas como precipitacdo
pluviométrica e temperatura do ar incluem-se entre o0s principais fatores
ambientais que moldam o ritmo e o comportamento destas espécies (SOUZA,
2004).

As desovas da espécie Hydromedusa tecifera encontradas no sul do
Brasil ocorreram nos meses de novembro (principalmente) e dezembro, meses
quentes do ano (FAGUNDES & BAGER, 2007). Em queldnios, o inicio da
estacdo de desova varia de acordo com as temperaturas do inicio da
primavera, coincidindo normalmente com temperaturas mais quentes do ar ou
da agua. Existe uma sincronia entre as fases de nidificacdo e nascimentos dos
filhotes e as condi¢Bes climaticas locais. Geralmente o que se observa € que
espécies efetuam a nidificagcdo durante os periodos mais secos do ano,
enquanto 0s nascimentos ocorrem no inicio ou meados das estacdes
chuvosas. A temperatura do ar também pode exercer influencia sobre esse
comportamento (SOUZA, 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local

A pesquisa foi desenvolvida nos Laboratdrios de Anatomia Veterinaria e
Anatomopatologia do Curso de Medicina Veterinaria do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA, S&o Luis-MA. E nos
Laboratérios de Microscopia de Luz e Eletrénica, Anatomia Microscopica e
Imunohistoquimica — LAMI, e de Dosagem Hormonal da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo - USP.

4.2 Periodo de estudo

O estudo foi realizado de outubro de 2009 a margo de 2010,
compreendendo dois periodos climaticos distintos, o periodo seco (agosto a
dezembro) e chuvoso (janeiro a julho) do Estado do Maranhao (Laboratério de
Meterologia - LabMet da UEMA). As médias de temperatura, umidade e chuva
acumulada nos periodos seco foram de 27,9; 75%; 0,09mm e chuvoso de 27,8;

82% e 5mm, respectivamente.

4.3 Animais

Foram utilizadas 12 fémeas adultas acima de trés anos de idade, com
meédia de 14,5 cm comprimento de carapaca oriundas do Criadouro Cientifico
para Pesquisa em Kinosternon scorpioides da UEMA (Licengca IBAMA n°
1899339/2008), localizado no Municipio de Sdo Luis-MA (Latitude: 02° 32'S-
Longitude: 44° 17'W).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacéo Animal da

UEMA, segundo protocolo 041/2009. Estas fémeas foram mantidas em baias
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coletivas com a presenca de machos, alimentadas em dias alternados com
racdo comercial para peixes (Nestlé Purina® Pet Care Company, Brasil), com

32% de proteina administrada na agua.

4.4 Grupo Experimental

Os animais foram divididos em dois grupos, o grupo para analise
morfolégica do trato reprodutivo (Gam) e o grupo para dosagem hormonal
(Gdh), cada um composto por seis animais. Foram usados trés animais para
cada periodo, estacdo seca - ES (outubro a dezembro de 2009) e estacéo

chuvosa - EC (janeiro a marco de 2010).

4.5 Biometria dos animais

Para padronizar a amostra e acompanhar o estado geral dos animais a
serem estudados foram tomados os dados biométricos referentes ao
comprimento e largura de carapaca e plastrdo, altura e peso dos animais nos
periodos de experimento, sempre antes de cada coleta de sangue e antes de

cada eutanasia (Apéndice, Fig. 2 e 3).
4.6 Eutanasia

Os animais do grupo Gam foram submetidos a eutanasia ap0s anestesia
com cloridrato de xilazina (4 mg/kg/IM) e cloridrato de quetamina (60

mg/kg/IM), pela administracdo de tiopental sédico a 2,5% (60 mg/kg/lV) de
acordo com a técnica descrita por Schumacher (1996).
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4.7 Analise macroscopica

Apébs o Obito, procedeu-se a abertura da cavidade celomatica, utilizando
uma serra manual de ago para a desarticulacdo da ponte que une a carapaca

ao plastrdo segundo técnica descrita por Machado et al., 2006.

Conseguido o0 acesso ao trato reprodutor, 0os ovarios eram observados
no interior da cavidade, em seguida removidos, fotografados e pesados em
balanca digital.

Os foliculos visiveis macroscopicamente, cujo diametro era maior que 10
mm eram considerados, quantificados e tiveram seus diametros mensurados
com paquimetro manual, com vista sua classificacdo em pequenos (0,1 a 0,5
cm), médios (0,6 a 1 cm) e grandes (acima de 1 cm), conforme método descrito
para ema Rhe americana (PARIZZI, 2006) e tartaruga Chrysemys picta
(ERNST, 1971).

Os oviduto direito e esquerdo também eram avaliados no interior da
cavidade celoméatica para a descricdo topogréfica e, apds a retirada dos
mesmos, foram identificadas as regides que compde esta estrutura. E realizou-

se ao final a fotodocumentacao para comprovacao dos achados.

4.8 Colheita e fixacdo das amostras para Microscopia de luz

Apos a remocao dos ovarios e ovidutos, estes eram armazenados em
recipiente contendo formol tamponado a 4% por cerca de 24h. Apos fixagdo, o
material era seccionado em 10 partes (ovario, infundibulo, regido infundibulo-
magno, magno, regido magno-istmo, istmo, regido istmo-utero, utero, regido
Gtero-vagina e vagina), desidratado em concentracdes crescentes de alcool
(70°, 80°, 90° e 100°) e diafanizado em xilol, com intervalo de troca entre as
solucbes de 1 hora. Apds a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em

parafina, seccionados na espessura de 5um, e corados em hematoxilina e
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eosina (HE), Tricrbmio de Masson. Partes do oviduto foram também fixados
em glutaraldeido a 4%, tampéao fosfato 0,05M, pH 7.2, por 24 horas, a 4°C,
processados segundo técnica de historesina (Kit Leica®), cortados em 5um e

corados em PAS (&cido periodico de Schiff).

4.9 Colheita e fixacdo das amostras para Microscopia eletronica de

varredura-MEV

Para analise morfoldgica através da microscopia eletrdnica de varredura
as cinco regides do oviduto (infundibulo, magno, istmo, Gtero e vagina) foram
fixadas em solucdo de formol tamponado a 4% por 24h. Em seguida o material
foi lavado em solucdo tampé&o 0,1M, pds-fixado em tetroxido de 6smio a 1% em
tampéao fosfasto (0,1M-pH 7), por 1h e 30min. Logo apdés, foram lavadas com
solucdo tampdo e agua destilada e tratadas em acido tanico a 1% por 1h,
seguida de lavagem em agua destilada e desidratacdo em séries crescentes de
alcool (50, 70, 90 e 100%) por 10 min cada. Os fragmentos desidratados foram
secos em estufa (37°C) overnight e posteriormente colados em suporte (stub)
com cola de carbono. Ao perceber que o material estava fixado ao suporte,
realizou-se o recobrimento metalico com ouro por “sputtering” e em seguida
levados ao aparelho de microscopia de varredura modelo ME Leo 435 VP para

andlise de cada regido.
4.10 indice gonadossomatico

O indice gonadossomatico € um metodo muito utilizado como parametro
para determinacdo do periodo reprodutivo em peixes. E consiste da relacao:

IGS= Ptg/ Pc (100), onde Ptg é o peso total das gbnadas e Pc é o peso do

corpo de cada fémea, expressos em gramas (QUEROL et al., 2002).
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4.11 Dosagem hormonal

4.11.1 Pico de liberacéo diario de progesterona e estradiol

Para determinar o horéario do dia adequado para as coletas de sangue foi
necessario caracterizar o ciclo circadiano hormonal do jurara. Desta forma,
realizou-se coletas de 2 ml de sangue a cada 4 horas por 24h em uma fémea
adulta de K. scorpioides. O sangue obtido foi centrifugado apds o descanso
prévio de 30 minutos para obtencdo do soro. Este foi congelado e processado
no Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de
Reproducdo da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP para
analise através da técnica de radioimunoensaio (RIE) em fase sélida dos

hormoénios estradiol, progesterona e corticosterona.

Os dados obtidos foram submetidos ao método Cosinor (Cosana®), um
procedimento matematico e estatistico que consiste em ajustar uma curva de
co-seno para a série em tempo real de 24 horas e verificar a presenca de um
ritmo diario para a substancia estudada (CORNELLISSEN et al., 1980).

4.11.2 Andlise hormonal

ApoOs a determinacdo do horario coletou-se 3 ml de sangue do seio
occipital (OLIVEIRA, 2003) uma vez ao més nos periodos de estudo. O sangue
coletado era deixado em repouso por 30 minutos e em seguida centrifugado a
900 g durante 5 minutos para obtencao do soro, que era armazenado em tubos
tipo eppendorffes (2 ml) e congelado em freezer a -20°C até o0 momento da

andalise.
A analise hormonal foi realizada através da técnica de radioimunoensaio

(RIE) em fase sélida por meio de conjunto diagnéstico comercial (Siemens® e

MP®) no LDH - USP. Os resultados foram expressos em picogramas (pg) de

45



estradiol/ml de soro, e nanogramas (ng) de progesterona/ml e corticosterona/mi
de soro. Estes conjuntos diagnosticos utilizam como elemento tracador o
horménio marcado com *?°| e apresentam pouca reacdo cruzada com O0s
precursores especificos para cada horménio estudado. O controle de
qualidade dos ensaios do RIE foi realizado através de analise dos coeficientes
de variacado intra-ensaios baixos e altos, e da sensibilidade apresentada pelo kit
ao soro testado. Os indices de variacdo intra-ensaios baixos e altos e de
sensibilidade foram respectivamente: 0,28%; 5,56%; 92% para corticosterona,
0,79%; 4,72%; 96% para progesterona e, 9,45%; 5,85%; 92% para estradiol
(Apéndice).

4.12 Anédlise estatistica

Os resultados obtidos através das analises morfométricas dos ovarios
foram analisados através do teste de comparacdo de médias (Paired T Test e
Unparied Test) com auxilio do programa Instat, onde o nivel de significancia
considerado foi de p<0,05. Para comparacdo das concentracdes hormonais
obtidas nos meses e entre as estacbes os dados foram arrumados em
esquema fatorial 2x3 (periodo seco/chuvoso x meses) e submetidos a analise
de variancia e Teste de Tukey para comparacdo das médias com auxilio do
programa Sas System.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ovérios

Nas seis amostras pesquisadas as gbnadas femininas do jurara
apresentam-se como massas irregulares de coloracdo amarela, constituidas de
foliculos em varios estagios de desenvolvimento, fixadas ao teto da cavidade
celomética pelo mesovario, o qual é constituido por tecido conjuntivo (Fig. 4).
Achados semelhantes também foram descritos por Wyneken (2001) para
tartaruga marinha e por Machado Junior et al. (2006) ao estudar a morfologia

dos 6rgédos femininos do jurara.

Todas as fémeas estudadas estavam maduras sexualmente, pois
possuiam ovarios com foliculos vitelogénicos em desenvolvimento. Este € um
dos parametros usados por varios autores para determinar a maturidade sexual
de répteis, assim como o comprimento de carapaca, presenca de ovos no
oviduto, de foliculos atrésicos ou de corpo lateo (ERNST, 1971; WYNEKEN,
2001; AVENDANO et al., 2002; CASTRO, 2006).

Em relacdo a projecdo topogréfica, os ovarios mantiveram contato
medialmente com o célon e reto, lateralmente com os ovidutos, dorsalmente
com os rins, veia cava caudal, aorta dorsal e teto da cavidade celomatica;
ventralmente, com a vesicula urinaria, cranialmente com os pulmdes, intestino
delgado, figado e estdmago, e caudalmente com oviduto. Estas descricdes se
mantiveram semelhante ao que foi descrito por Machado Janior et al. (2006)
para a mesma espécie, entretanto verificou-se ainda assimetria no tamanho
motivado pelo aumento do volume e quantidade de foliculos presentes nos

ovarios.
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FIGURA 4: Ovarios de Kinosternon scorpioides removidos da cavidade celomatica. Em A - seco e
B - chuvoso. Seta - mesovario, asterisco- foliculo vitelogénico, d - ovario direito, e - ovario
esquerdo.

Os dados biométricos referentes aos ovarios direito e esquerdo
apresentaram diferencas em relacdo ao peso, numero e tamanho dos foliculos
no mesmo animal e entre os estudados, sendo o direito sempre maior e mais
pesado que o esquerdo (Fig. 5). Isto ocorre devido a presenca de maior
namero de foliculos vitelogénicos desenvolvidos no ovario direito em relagéo ao

seu correspondente.

O peso foi significativamente diferente (p=0,044) entre os ovarios direito
e esquerdo, sendo a média encontrada de 6,25g e 2,269, respectivamente
(Apéndice). Em estudo realizado com a tartaruga Terrapene carolina carolina
nos EUA, observou-se que o peso dos ovarios direito nos meses de outubro a
dezembro tiveram valores variando de 3,6 a 6,5 g (ALTLAND,1951) a
semelhanca ao observado no jurara. Durante nosso estudo uma fémea
apresentou o peso do ovario direito (1,56g) abaixo do encontrado nas demais,
justificado pelo periodo pos-ovulatério e confirmado pela presenca de dois ovos
no interior oviduto correspondente. Segundo Altland (1951) e Mahmoud & Licht
(1997) apés o periodo de ovulacao é esperado esta queda do peso da massa

ovariana em quelénios.
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FIGURA 5: Variagdo do peso dos ovérios direito e esquerdo de Kinosternon
scorpioides nos periodos seco e chuvoso.

Em relacdo aos periodos analisados, a média do peso da massa
ovariana no periodo da seca (9,12g) foi discretamente maior quando
comparado ao chuvoso (7,91) (Fig. 6). De forma similar Janeiro-Cinquini (2004)
verificou uma reducdo da massa ovariana da serpente Bothrops jararaca na
época das chuvas (outubro a marco) na regido sudeste, momento de repouso
ovariano. Enquanto que para a Chrysemys picta a reducéo de peso da massa
ovariana ocorre nos meses de julho, agosto e setembro (periodo seco nos
EUA), ou logo apés a ovulacéo e nidificacdo (ERNST, 1971).

Foram somente quantificados macroscopicamente os foliculos
vitelogénicos maiores que 10mm, observando-se que a quantidade (68,43%)
destas estruturas era significativamente maior (p=0,0118) no periodo da seca
(Fig. 7) (Apéndice).
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FIGURA 6: Peso médio da massa ovariana de Kinosternon scorpioides
nos periodos seco e chuvoso.

No que se refere aos tipos de foliculos, os mais encontrados foi o de
tamanho pequeno (87,98%), os quais predominaram mais no periodo seco do
que no chuvoso. Em relagcédo aos foliculos médios e grandes, houve pequena
variacdo de quantidade entre os dois periodos (Apéndice). Além disso, foram
mantidas as propor¢cdes decrescentes aos numeros de foliculos pequenos,
médios, e grandes em todos os animais analisados (Tab.1). PARIZZI et al.
(2007) estudando os ovarios de ema (Rhea americana) observaram diferenca
significativa (p<0,05) do numero de foliculos por classe (pequenos, médios e
grandes), enquanto que para jurarda essa diferenca significativa sé existiu entre
pequenos e medios, e pequenos e grandes (p< 0,01). Ao comparar 0 numero
de foliculos encontrados nos ovarios direito e esquerdo ndo se observou
diferencas, apesar de existirem maior quantidade dessas estruturas no orgao

esquerdo (Fig. 8).
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O diametro folicular revelou que os maiores foliculos possuiam
comprimento maior que 15 mm, observados nos periodos analisados, sendo
estes considerados como foliculos pré-ovulatorios. De forma semelhante ao
jurard, Ernst (1971) encontrou no cagado Chrysemys picta foliculos de mais de
15mm de diametro. Este achado pode ser um dado de referencia para

determinacao de foliculos pré-ovulatorios para esses queldnios.

A média do indice gonadossomatico obtido das fémeas no periodo seco
(2,06%) foi ligeiramente superior ao chuvoso (1,79%), entretanto ndo houve
diferenca entre estas amostras (p= 0,8325) (Apéndice). Em peixes este é um
fator muito utilizado para determinar a fase reprodutiva nestes animais. indices
gonadossomaticos altos indicam que o animal encontra-se em vitelogénese
ativa, logo estd em seu periodo reprodutivo (QUEROL et al., 2002). Essa
determinacao nao foi possivel nos juraras estudados em virtude da auséncia de
alteracdes entre os periodos, indicando que estes animais passavam pela

mesma fase reprodutiva, a vitelogénica.
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FIGURA 7: Quantidade de foliculos vitelogénicos de Kinosternon
scorpioides nos dois periodos estudados.
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FIGURA 8: Quantidade de foliculos vitelogénicos no ovario direito e esquerdo de
Kinosternon scorpioides.

Tabela 1: Classificacdo e quantificacdo dos foliculos vitelogénicos de Kinosternon
scorpioides encontrados de nos dois periodos do ano estudados

PERIODO

TIPO DE FOLICULO

DO ANO . TOTAL
Pequeno Médio Grande
SECO 226 (62,13%) 14 (3,91%) 5 (1,39%) 245 (68,43%)
CHUVOSO 89 (24,86%) 18 (5,02%) 6 (1,56%) 113 (31, 56%)
Total 315(87,98%) 32 (8,93%) 11(3,07%) 358 (100%)
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No plano estrutural os ovarios de jurar4d séo constituidos por um
reduzido estroma que abriga foliculos em diversos estagios de
desenvolvimento (Fig. 9A e B). Ao contrario do que € observado para
mamiferos, que tem caracterizado uma nitida divisdo deste érgdo em regido
medular e cortical. As fémeas aqui pesquisadas ndo apresentam estas areas
distintas. Por outro lado, é referido na literatura classica por Banks (1992) que
as aves possuem as duas regides, porém a medular é difusa e pouco

desenvolvida.

O estroma ovariano da fémea de jurara € formado por tecido conjuntivo
frouxo bastante vascularizado. Uma caracteristica peculiar é a organizacédo dos
vasos sanguineos, eles se apresentam distribuidos ao redor de cada foliculo
formando uma rede vascular (Fig. 9C e D), diferentemente do que é descrito na
literatura classica para mamiferos por Banks (1992) quando diz que a
vascularizacdo se restringe a area medular. Foram observados ainda a
presenca de fibras musculares lisas nas extremidades dos ovarios de jurara.
Em estudo realizado por Abas et al. (1998) com a mesma espécie aqui
pesquisada, foi descrito que histologicamente os ovarios possuem uma tdnica

albuginea, zona cortical e medular pouco definida.

Observou-se no estroma ovariano de jurard foliculos primordiais
agrupados em uma regido ricamente vascularizada. Eles provavelmente se
deslocam desta area no inicio da foliculogénese em resposta ao horménio FSH
(Fig. 9E). Mais dispersos podem ser observados foliculos primérios, que séo
constituidos por uma camada de epitélio simples circundado por tecido
conjuntivo; os foliculos secundarios e terciarios que se diferenciam pela
organizacdo das camadas foliculares e pelo tamanho, sendo os ultimos
maiores e com camadas foliculares definidas (Fig. 9A). Estes achados séo
préximos aos encontrados no ovario da codorninha japonesa Coturnix coturnix
(NASSER JUNIOR et al., 1994)
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A parede dos foliculos ovarianos terciario € composta por quatro
camadas celulares de fora para dentro: a teca externa, teca interna, estrato
granuloso com membrana perivitelinica e zona radiata com membrana
vitelinica (Fig. 9F). A teca interna é formada por camada de tecido conjuntivo
entremeado por células alongadas, enquanto as da por¢cdo mais externa sao
mais arredondadas. J4 a camada granulosa € formada por uma unica fileira de
células arredondadas. Essa divisdo foi também utilizada para os foliculos das
cobras Crotalus durissus e Bothrops jararaca (ALMEIDA-SANTOS, 2005) e
para ema (Rhea americana) (PARRIZI, 2006). Nota-se ainda, que as camadas
tecais dos ovarios de jurara sdo finas em comparacdo as do foliculo da R.
americana, em que se apresentam como duas camadas espessas e bem

definidas.

Foliculos atrésicos em diferentes graus de desenvolvimento também
foram visualizados no estroma dos ovarios de jurara. Nestas estruturas o tecido
conjuntivo preenche gradativamente o foliculo e as camadas foliculares estéo
desordenadas como ocorre na codorna C. coturnix (NASSER JUNIOR et al.
1994) e no crocodilo Caiman crocodilus (CALDERON et al., 2004) (Fig. 9B).
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Figura 9: Fotomicrografia do ovario de Kinosternon scorpioides. A: visdo geral do ovario com
seus foliculos em desenvolvimento; B: estroma ovariano contendo foliculos vitelogénico
(asterisco) e atrésico (setas); C e D: rede vascular circundando o foliculo em desenvolvimento;
E: presenca de inUmeros foliculos primordiais (seta fina) e F: camadas de um foliculo terciario-
vitelo (asterisco), membrana basal (halo azul), células da granulosa (vermelho) e camadas da
teca (camada externa em azul) (A e B- 4x; C-10x; D, E e F-40x)(A, B e C-Tricromio de Masson;
D, E e F- HE).
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5.2 Ovidutos

Em jurara os ovidutos sdo dois condutos igualmente ativos que se
estendem logo apds os ovarios até se inserirem na parede lateral da cloaca
Estes segmentos sdo responséveis pela fecundacdo e formacdo do ovo.
Inicialmente eles se apresentam contorcidos na porcdo anterior, para 0S
segmentos do infundibulo e magno, enquanto os demais se mostram retilineos
(Fig. 10). Estes dados diferem em parte do que foi descrito para esta mesma
espécie por Machado Junior et al. (2006), que descreveram de forma genérica
0s ovidutos como sendo longos tubos bastante contorcidos.

Os ovidutos de jurard apresentam cinco regides o infundibulo, magno,
istmo, Utero e vagina, que foram distinguiveis macroscopicamente em todos 0s
animais (Fig. 10 e 11). Esta divisdo dos ovidutos ja foi descrita anteriormente
para o jurara (ABAS et al., 1998; MACHADO JUNIOR et al., 2006) e também &
comumente empregada para aves por outros autores (BANKS, 1990; DUKES,
1993), e também a outros quelbnios, a exemplo das tartarugas marinhas
(WYNEKEN, 2001) e do cagado Trionyx sinensis (XIANGKUN et al., 2007).
Entretanto, para cobras e lagartos ocorre uma reducdo ou simplificacdo do
namero dos seguimentos do oviduto, como foi realizado por Almeida-Santos
(2005), que dividiu o oviduto das cobras Crotalus durissus e Bothrops jararaca
nas regides de infundibulo, Utero anterior e posterior, e vagina. Esta reducéo do
namero de segmentos do oviduto nos Squamatas pode estar relacionada a
viviparidade desenvolvida por este grupo de animais, permitindo que ndo seja
necessario o desenvolvimento mais elaborado de ovos, ja que eles ndo serao

incubados futuramente.

No que se referem as relacbes topograficas, os ovidutos de jurard
mantém contato dorsolateralmente com a parede da cavidade celomatica,
ventralmente com a vesicula urinaria e pelve, medialmente com 0s ovarios,

cranialmente com o figado, vesicula biliar, intestino, estbmago e pulméao e,
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caudalmente com a cloaca, as mesmas citadas por Machado Junior et al.
(2006) e que foram mantidas em todas as amostras estudadas. Estes mesmos
autores relataram ainda que o oviduto direito tende a ser maior que o esquerdo,

entretanto, em nossa analise macroscoépica néo foi observada essa diferenca.

Histologicamente os ovidutos sdo estruturas que possuem
caracteristicas diferentes ao longo de seus segmentos. Estas diferencas estéo

relacionadas a funcéo exercida por cada um no momento do ciclo reprodutivo.

Figura 10: Divisdo dos ovidutos de K. scorpioides removidos da
cavidade celomética a fresco. Em a, a’-infundibulo; b, b’- magno; c,
c’- istmo; d, d’- utero; e, €' — vagina; seta- cloaca.
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Figura 11: Ovidutos de K. scorpioides removidos da cavidade celomatica nos
periodos seco (A e B), chuvoso (C e D). Em seta vazada: cloaca; seta fina:
mesoviduto; seta cheia: ovos no interior do Utero direito e na vagina; asterisco:

vesicula urinaria.
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5. 2. 1 Infundibulo

Este € um segmento inicial, de formato tubular, de parede delgada e
ricamente vascularizada que se apresenta como um saco semitransparente
cheio de pequenas dobras. Esta fixado ao teto da cavidade celoméatica pelo
mesovario e mantém intima relacdo com os ovarios, sendo responsavel pela
captacdo dos foliculos maduros liberados pelos ovarios (Fig. 12A e B). Em
serpentes Crotalus durissus e Bothrops jararaca e na ema Rhe americana o
infundibulo foi descrito como sendo também uma estrutura delgada e em forma
de funil (ALMEIDA-SANTOS, 2005; PARIZZI, 2006), a semelhanca do que foi

observado no jurara.

No plano estrutural da microscopia eletronica de varredura - MEV este
seguimento € formado por rugas na superficie da mucosa, onde sao
encontrados muitos cilios recobrindo toda a area (Fig. 13C e D). Esta
caracteristica morfolégica da regido favorece plenamente a captacao folicular e
0 unidirecionamento. Caracteristica semelhante foi descrita na mucosa do
infundibulo de serpentes (ALMEIDA-SANTOS, 2005) e de ema (PARIZZI,
2006), que possuem além dessas estruturas células secretoras, estas nao

observadas neste estudo.

Microscopicamente sua parede esta constituida por um epitélio simples
prismatico ciliado, com submucosa extensa de tecido conjuntivo frouxo e
discreta camada muscular (Fig. 13). Nao foram observadas glandulas nesta
regido a semelhanca do que foi constatado por AlKindi et al (2006) para o
infundibulo da tartaruga Chelydra serpentina. Estes autores descreveram
ainda que este segmento possui uma camada muscular pouco organizada e
um epitélio colunar simples. Dessa mesma forma Nogueira (2008) relatou esta
regido no lagarto Hemidactylus mabouia possuindo um epitélio simples
formado predominantemente por células ciliares e por células néo-ciliares em
menor quantidade, lamina propria delgada de tecido conjuntivo frouxo, uma

camada muscular fina e uma serosa formada por epitélio simples pavimentoso.
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Por outro lado, Abas et al. (1998), observaram caracteristicas histologicas

diferentes no jurara, com a presenca de epitélio pseudoestratificado ciliado.

O epitélio emite projecdes para a luz do 6rgdo, originando as pregas ou
dobras epiteliais, que se ramificam em pregas secundarias (Fig. 13). Estas
estruturas sdo delgadas, altas e em maior quantidade que nos outros
segmentos. Sobre este aspecto morfolégico, Parizzi (2006) descreveu que na
ema estas pregas s&o baixas. Em crocodilo Alligator mississippiensis
(BAGWILL, 2009) e na tartaruga Chelydra serpentina (ALKINDI et al., 2006)
estas pregas também foram observadas. Na codorna (Nothura maculosa) estas
pregas sao altas e aumentam da porcéo cranial para a caudal (MORAES et al.,
2007), dado este inversamente diferente do foi verificado em jurard. Quando se
buscou comparar estas caracteristicas estruturais do infundibulo em relacéo
aos periodos estudados, ndo foram observadas diferencas no epitélio desta

regido, principalmente no que se refere a morfologia das pregas epiteliais.

Observou-se em todas as amostras que esta regido € muito
vascularizada, estando o0s vasos sanguineos dispersos na submucosa do
orgao (Fig.13C), e isto é uma caracteristica esperada pela necessidade
funcional desta regido, a captacédo de foliculos para o interior do oviduto. Em
Chelydra serpentina a vascularizacdo do seguimento anterior do infundibulo
também é grande e fica mais evidenciada na época da estacdo reprodutiva
(ALKINDI et al., 2006).

Na regido de transicdo infundibulo-magno s&o observadas
caracteristicas dos dois seguimentos adjacentes. O epitélio € simples
prismatico ciliado, a quantidade de vasos sanguineos encontra-se reduzida, e
as pregas apresentam altura diminuida e largura aumentada. Algumas
glandulas tipicas da regido do magno comeg¢am a ser visualizadas. Com
relacdo a esta caracterizacdo na literatura pesquisada nenhum autor menciona
esta transicdo. Porém descrevemos na intengcdo de relatarmos as mudancgas

estruturais ocorridas.
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Figura 12: Morfologia do infundibulo do jurara. A: localizagdo do segmento; B: detalhe
macroscopico da regiéo; C e D: eletromicrografia da mucosa do infundibulo. R-rugas, CI- cilios.
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Figura 13: Microscopia do infundibulo do jurara. A a D regido de infundibulo e em E e F pregas mais
espessas da regido infundibulo-magno. Vs- vasos, Cl- cilios, Pp-prega primaria, Ps-prega secundaria.
A e C- Tricrdmio de Masson; B, D, E e F- HE.
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5.2.2 Magno

O magno é um segmento tubular contorcido de parede espessa e
coloragdo esbranquicada, responsavel pela secrecdo do albumen (Fig. 14A).
Neste segmento, o mesoviduto, membrana de tecido conjuntivo que da
sustentacdo aos ovidutos na cavidade, € mais largo, e € responsavel por
manter o0 pregueamento do magno. Vasos sanguineos proeminentes sao
visualizados nesta estrutura de sustentacédo, sendo estes responsaveis por sua
nutricdo. Quando realizada a ruptura da membrana e as pregas sédo desfeitas,
0 magno torna-se o seguimento mais comprido do oviduto (Fig.10 e 14 A).
Dentre as espécies com caracteristicas semelhantes, o crocodilo Alligator
mississippiensi apresenta esta mesma semelhanca morfolégica (BAGWILL et
al., 2009), entretanto este segmento é por eles nomeado de tuba uterina,
descricdo semelhante também recebe o lagarto H. mabouia (NOGUEIRA,
2008) e a tartaruga Chelydra serpentina (ALKINDI et al., 2006).

A parede interna do magno apresenta superficie formada por dobras,
dispostas em sentido longitudinal em relacdo ao segmento. Em aumento
através da MEV foi possivel visualizar a organizacdo destas pregas e de
vesiculas de secrecdo de albumen (Fig. 14C) que também existem na mucosa

da tuba uterina de C. serpentina segundo por Alkindi et al. (2006).

Apresenta um epitélio pseudoestratificado prismatico ciliado e trés
camadas de tecido bem definidas: a mucosa, submucosa e muscular (Fig. 15 E
e F). Este tipo de epitélio também foi encontrado para a regido de magno na
Rhea americana por (PARIZZI, 2006), na Nothura maculosa (MORAES et al.,
2007) e Chelydra serpentina (ALKINDI et al., 2006).

O epitélio da mucosa também emite pregas para luz do 6rgao, entretanto
a altura e quantidade estdo diminuidas em relacdo ao infundibulo. Na porcéo
média desse segmento quase ndo sdo observadas estas projecdes (Fig. 15 A).

Ja a regidao do magno de tartaruga (C.serpentina) se mostra muito convoluto,
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com pregas muito altas separadas por sulcos profundos (ALKINDI et al.2006).
Acredita-se que a caracteristica morfolégica dessas pregas esteja relacionada
a fase reprodutiva da fémea, ou seja, epitélio mais convoluto na fase de

secrecao de albumen.

A submucosa é formada por tecido conjuntivo frouxo e abriga inUmeras
glandulas tubulares do tipo serosas produtoras de albumen (Fig. 15C e D), que
no segmento meédio elas preenchem quase toda a area, igualmente ao
observado na tuba uterina da C.serpentina (ALKINDI et al. 2006). Foi verificada
granulos de secrecao PAS positiva na superficie epitelial, 0 que demonstra que
as glandulas estavam em atividade no periodo das analises. Acredita-se que
qgquanto mais intensa for a reacdo maior € a quantidade de substancia
glicoprotéica (um dos componentes do albumen) liberada, correspondendo a
uma grande atividade glandular. Esta regido em Caiman crocodilus fuscus
também evidencia glandulas formadas por células contendo material
eosinofilico (PEREZ & PENILLA, 2002), de caracteristica semelhante aquela
encontrada no jurara. Enquanto que a camada muscular, apesar de reduzida,
possui duas porgdes, uma circular interna e outra longitudinal externa (Fig.
15C).

A andlise histolégica realizada neste local mostra semelhanca no
comportamento entre os periodos de estudo em relacdo a morfologia das

pregas, densidade de area glandular e espessura da camada muscular.

A segunda regido de transicdo do oviduto, entre 0 magno e o istmo,
possui epitélio pseudoestratificado prismatico ciliado, igualmente as
caracteristicas do magno, onde é possivel observar ainda raras glandulas
tubulares. As dobras do epitélio sdo mais altas e em maior quantidade em
comparacao a porcao anterior. Nesta regido elas iniciam a ramificagdo em
pregas secundarias. A submucosa € tipica apresentando alguns vasos

sanguineos, e a camada muscular é ainda pouco expressiva.
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Figura 14: Morfologia do magno do jurard. A: Localizacdo do magno no oviduto; B: Detalhe
macroscoépico da mucosa da regido; C, D e E: Eletromicrografias da mucosa do magno. D-dobras; Gr-
granulos; Vs- vesiculas secretoras de albumen.
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Figura 15: Microscopia do magno de jurard. A e B: visdo geral do segmento em estagéo
seca e chuvosa, respectivamente; C e D: detalhe das glandulas serosas; E e F: detalhe do
epitélio; G- reacdo PAS positiva no epitélio do magno. M-camada muscular, Sh-camada
sumucosa, Gl-glandula serosa, Gr-granulos e Cl-cilios. A, B e C-HE; D, E e F-Tricomio de
Masson; G- PAS com hematoxilina. A e B-10x; C, E e G- 40x; D e F- 100x.
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5.2.3 Istmo

Macroscopicamente o istmo € a porcdo mais curta do oviduto, de
coloracdo clara, sendo reconhecido e delimitado pelo marcante estreitamento
deste segmento (Fig. 16A). Esta é uma regido de caracteristicas similares ao
encontrado nos ovidutos da codorna e ema (MORAES et al, 2007 e PARIZZI,
2006), da tartaruga (ALKINDI et al. 2006) e do crocodilo (BAGWILL et al.,
2009). Entretanto, para outros répteis esta regido ndo € descrita ou
reconhecida, a exemplo das cobras (ALMEIDA-SANTOS, 2005) e lagartos
(NOGUEIRA, 2008).

A analise da mucosa do istmo através da MEV permitiu o seu
detalhamento e observacdo de sulcos delgados em relacdo aos dois
segmentos adjacentes (magno e utero). Eles estdo dispostos em sentido
perpendicular as dobras do utero (Fig. 16C e D).

No plano estrutural €é formado por um epitélio também
pseudoestratificado prismatico ciliar. A quantidade de cilios ao longo do epitélio
€ superior aqueles observados no magno. Em andlise realizada através da
MEV, observou-se que a densidade destes cilios € tao intensa que pode ser
verificada formacao de tufos de cilios na mucosa do 6rgéo (Fig. 17A). O epitélio
€ mais delgado, com pregas mais altas e em maior quantidade em relacao ao
magno. As pregas primarias se ramificam em secundarias assim como ocorre
no infundibulo. Nas codornas (Nothura maculosa) elas sao reduzidas,
observaveis apenas ao microscopico (MORAES et al., 2007). Enquanto na ema
(R. americana) essas estruturas séo altas e largas no inicio e depois tornam-se
finas, diferentemente do que ¢é observado para o jurard, em que as dobras
epiteliais tornam-se mais largas a medida que se aproxima do Utero (PARIZZI,
2006). O mesmo autor relata que o epitélio desta ave possui pregas
ramificadas que originam pregas secundarias e terciarias. Acredita-se que o
aumento do nimero de cilios nesta regidao esteja relacionado a necessidade de

conduzir o complexo formado pelo foliculo mais albumen ao longo do oviduto.
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A submucosa € mais larga do que no infundibulo, os vasos sanguineos
sao raros (Fig. 17E e F) e ndo foram encontradas glandulas nesta regidao ao
contrario do descrito para C. serpentina, em que estdo presentes, mesmo
reduzidas, e para a Rhea americana, onde Parizzi (2006) descreve a presenca
de glandulas tubulares simples. Enquanto que Bagwill et al. (2009) também néo

verificou glandulas no istmo do crocodilo.

A camada muscular é mais espessa que 0 magno, sendo possivel
diferenciar as duas porc¢des, a circular interna e a longitudinal externa. Porém
elas ainda se apresentam bastante delgadas. Observa-se que o espessamento

dessa camada é gradativa do sentido cranio-caudal.

A regido de transicdo istmo-magno apresenta um epitélio também
pseudoestratificado ciliar. E nota-se a semelhanca do que ja foi descrito para o
istmo, diferindo na altura do pregueamento e no nimero de dobras. Entretanto,
ja se observam algumas glandulas da regido uterina. A quantidade de vasos e

de cilios esta diminuida e ocorre um espessamento da camada muscular.
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Figura 16: Morfologia do istmo do jurara. A: Localizac&o do istmo no oviduto; B: detalhe
macroscopico da mucosa da regido e dos segmentos adjacentes; C e D:
Eletromicrografias da mucosa do istmo com seus sulcos e do Utero com suas pregas.
Pu- pregas do utero e S- sulco do istmo.
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Figura 17: Microscopia do istmo de jurara. A, B e C: eletromicrografias da mucosa da regiéo;
D: visdo geral do istmo; E: detalhe do epitélio; F: regido istmo-Utero. P-prega, Pp-prega
priméria, Ps-prega secundaria, M-camada muscular, Sb-camada submucosa, Cl-cilios. Em D
e E- HE; F- Tricrdmio de Masson. E-40x e F- 20x.
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5.2.4 Utero

O atero € um seguimento retilineo do oviduto, de coloracéo escura, de
parede mais larga e espessa, responsavel pela producdo da casca do ovo,
sendo por isto também denominada por varios autores de “glandula da casca”
(Fig. 18A, 20A).

A presenca de ovos no interior do oviduto foi verificada em um animal,
no periodo chuvoso. Nesta fémea, existiam dois ovos, um na regido uterina e
outro na entrada da vagina (Fig. 11C), comprovando que esta fémea
encontrava-se no periodo gravidico ou pés-ovulatério, embora Castro (2006) e
Costa et al. (2009) relatam que o jurara realiza postura entre 0s meses de maio
a setembro, e maio a agosto, respectivamente. Para este acontecimento
especifico nesta fémea de jurara acreditamos que periodo de nidificacdo possa
ter se prolongado em virtude do atraso do periodo das chuvas ocorrido neste
ano em nosso Estado, o ocasionando as condicfes climéaticas desse periodo
por mais tempo. Souza (2004) relata que indices pluviométricos, temperatura e
umidade sdo os principais fatores extrinsecos que moldam o comportamento
reprodutivo dos quelbnios. E que existe uma sincronia entre a nidificacdo e as
condicBes climaticas. Geralmente, os animais realizam a nidificacdo nos
periodos mais secos do ano, ja que grandes umidades no solo sdo prejudiciais
no processo de incubagao.

A caracteristica morfologica dessa regido se assemelha as demais
regides do oviduto, embora apresente algumas particularidades, como o
grande espessamento das dobras e da camada muscular percebidas na MEV
(Fig. 18B, C e D; 19B e D). Foram visualizados também por esta técnica
inimeros cilios recobrindo a mucosa, sendo estes mais espacgados, permitindo
visualizar as aberturas de ducto de glandula tubulares serosas (Fig. 19E).
Estas observacdes descritas no jurara também foram relatadas em ovidutos de
outras espécies, como para a ema por Parizzi (2006), AlKindi et al. (2006) em

tartaruga, e Bagwill et al. (2009) no crocodilo.
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O epitélio é pseudoestratificado prismatico ciliar. As pregas epiteliais sdo
mais largas e altas, estando em maior quantidade do que aquelas observadas
no magno. Nas amostras analisadas nao foi verificada ramificacdo de pregas
primarias. E na superficie das células ciliadas foi visualizada substancia PAS
positiva (Fig. 20C) de forma semelhante ao observado no lagarto H. mabouia
(NOGUEIRA, 2008). O aumento progressivo da altura e da quantidade das
pregas possivelmente seja uma especializacdo para aumentar a area glandular

e permitir que a regido tenha mais contato com o ovo.

A submucosa é tipica, formada por tecido conjuntivo frouxo, entretanto,
ao contrario do que ocorre no magno as glandulas nao preenchem toda a
regido, ficando elas restritas as extremidades do epitélio da mucosa. Séo do
tipo serosa e tubular (Fig. 20B), e os ductos destas glandulas podem ser
visualizados proximos ao epitélio do segmento da mesma forma que ocorre no
Utero de C. serpentina (ALKINDI et al, 2006). Sao raros 0s vasos sanguineos e
a camada muscular agora € bem evidente e espessa, apresentando duas
por¢cdes musculares, uma interna formada por fibras circular e a outra
longitudinal externa (Fig. 20A). Em aves e em outros répteis esta regido é uma
das mais espessas do oviduto. Acredita-se que o aumento das camadas

musculares esteja relacionado a necessidade de protecdo adicional ao ovo,

que a partir desse segmento adquire uma casca delgada e fragil.

As observacdes do epitélio e da densidade de glandulas nos periodos
estudados revelaram que o Utero possuia caracteristicas semelhantes nas

épocas seca e chuvosa.

O oviduto do jurara no segmento utero-vagina também mantém a
mesma caracteristica dos demais apresentando epitélio pseudoestratificado
prismatico. Notando-se que as pregas comecam a se ramificar, a largura
dessas pregas diminui e a altura aumenta. A camada da submucosa encontra-
se reduzida e o0s vasos sanguineos tornam-se raros. Por outro lado, a camada

muscular é até agora a por¢do mais larga e evidente do oviduto. Como ocorre
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no crocodilo Alligator mississippiensis, ainda € possivel observar glandulas
uterinas nesta area de transicdo. Neste crocodilo foi relatado também a
presenca de espermatozoides nas glandulas uterinas desta regido, fato nao
observado para jurara neste e em nenhum dos outros segmentos do oviduto.
Isto pode ser explicado por duas razbes, a primeira delas é que talvez o
periodo da coleta ndo contribuiu para esse achado, pois em trabalho realizado
por Castro (2006) o Kinosternon scorpioides realiza copula entre os meses de
abril a agosto, e esta pesquisa foi iniciada no periodo seco (més de outubro). A
outra é que talvez ndo exista reservatorios de espermatozdides no jurara, em
virtude de que esta tatica reprodutiva sé ocorra para aquelas espécies que
possuem ciclo dissociados (ZUG et al.,, 2001), ou seja, machos e fémeas
entram em periodos reprodutivos diferentes. Isto ndo foi verificado nesta
pesquisa, pois é relatado em cativeiro por Costa et al (2009) e Castro (2006)
que as fémeas de jurard iniciam sua postura entre os meses de maio a
agosto/setembro e o periodo de acasalamento ocorra neste intervalo de tempo,

nao existindo a necessidade de estoque de espermatozoéides pela fémea.
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Figura 18: Morfologia do utero do jurard. A: Localizacdo do Gtero no oviduto; B: detalhe
macroscépico da mucosa; C, D e E: Eletromicrografias da mucosa do magno, detalhe das
dobras. Pu- pregas uterinas.
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Figura 19: Microscopia do Utero de jurard. A, B e C: corte transversal do segmento-
macroscopia, MEV e microscopia de luz, respectivamente; D: detalhe das pregas visao geral
do segmento; C e D: detalhe das glandulas serosas; E e F: detalhe do epitélio; G- reacdo
infundibulo-magno em E e F. M- camada muscular, Sb- camada sumucosa, Gl-glandula
serosa, Gr- granulos, Pp-prega priméria e Cl- cilios. C-10x.
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Figura 20: Micrografia do Utero de jurard. A: camadas do segmento uterino; B: detalhe
das glandulas e seus ductos e C: reagdo PAS positiva na superficie epitelial. Em Mi-
camada muscular interna, Me-camada muscular externa, Sh-camada submucosa, Gl-
glandula serosa, Gr- granulos, Dct-ducto glandular e ClI- cilios. C-100x.
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5.2.5 Vagina

A vagina € o segmento final do oviduto, tem tamanho curto, parede
bastante espessa, mais que o Utero, coloracao clara e que serve de ponte entre
Utero e a cloaca, favorecendo a passagem do ovo (Fig. 21A). Esta mesma
descricdo é apresentada para a Ema (R. americana) por (PARIZZI, 2006) e

para a tartaruga (Chelydra serpentina) por (ALKINDI et al, 2006).

A andlise realizada por MEV desta regido permitiu observar que ela &
formada por varias camadas de tecido sobreposto que garante maior rigidez a
parede. As pregas da superficie correm em sentido longitudinal em relagédo ao
oviduto, semelhante ao segmento do istmo, sendo mais delgadas em
comparacao ao utero (Fig. 21B). O lumen vaginal é estreito, especialmente na
entrada deste segmento, em decorréncia da espessura da parede da mucosa
vaginal. Esta disposicdo morfoldgica permite o isolamento entre a vagina e o
resto do oviduto, funcionando como um esfincter (Fig. 21C e E). O objetivo
desta modificacdo € o de promover a permanéncia do ovo no oviduto por mais
tempo, garantindo a incorporacédo eficiente da casca, assim também como
proteger contra a entrada de substancias externas. Na codorna Nothura
maculosa, Moraes et al. (2007) descrevem que a vagina desta ave possui
cranialmente um esfincter composto de feixes macicos de tecido conjuntivo e
musculatura lisa, muito semelhante ao encontrado para a fémea de jurara.
Machado Junior et al. (2006), também relatam a presenca de um esfincter
nesta regido, segundo eles, esta estrutura € responsavel também por reter ovo

até a postura e evitar refluxo de material da cloaca para os ovidutos.

Em jurard o epitélio vaginal é semelhante ao das aves e de outros
répteis, sendo do tipo pseudoestratificado prismatico ciliar entremeado por
células caliciforme produtoras de muco (Fig. 22C e E). Estas possuem um
citoplasma claro e nucleo arredondado, em tom mais claro que o das células de
sustentacdo do epitélio. Na superficie e entre as células do epitélio houve

reagdo PAS positiva, comprovando a atividade secretora das células
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caliciformes (Fig. 22F). A camada da submucosa apresenta-se reduzida dando
espaco a camada muscular, que forma praticamente todo o tecido desta regiao,
ela aumenta de espessura do sentido cranial ao caudal (Fig. 21E e 22B). Vasos
sanguineos sao raros e as glandulas observadas em algumas amostras séo as
glandulas uterinas. A vagina do jurard é um segmento aglandular semelhante
ao que foi constatado por AlKindi et al (2006) para a regido da vagina de

Chelydra serpentina.

As pregas originadas da projecao do epitélio estdo em maior numero,
sdo mais altas e delgadas em comparacdo ao Utero, sofrem ramificaces
originando inimeras pregas secundarias (Fig. 22A e B). Estas estruturas séo

maiores e mais finas a medida que se aproxima da cloca.

No que se refere as caracteristicas deste segmento quando comparados
aos periodos do ano estudado, ele se apresentou semelhante entre 0s mesmos
no que diz respeito ao comportamento da altura e ramificacdo das pregas do

epitélio, ou camada da submucosa e muscular.

Assim, ao final da andlise do oviduto de jurara adulto e sexualmente
maduro, observamos que nesta espécie o conduto reprodutivo apresenta
variacdes significativas ao longo de seu trajeto. O epitélio modifica-se em
pregas altas ou baixas, largas ou delgadas, e primarias ou secundarias de
acordo com a funcéo exercida por cada uma das cinco regifes. Os cilios estéo
presentes em todos 0s segmentos, embora existam areas com maior e menor
densidade desta estrutura. As glandulas sdo observadas nos lugares de
producdo de albumen e da casca do ovo, sendo que elas podem ser
visualizadas, em menor quantidade, em areas adjacentes a estas. E a camada
muscular sofre um espessamento gradativo no sentido cranio-caudal do érgao
(Fig. 23).
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Figura 21: Morfologia da vagina do jurard. A: Localizacdo da vagina no oviduto; C: detalhe
macroscopico da mucosa; B, D e E: Eletromicrografias da mucosa do magno, detalhe das pregas
da regido, dos feixes de mucosa e do esfincter da vagina, respectivamente. Em Pu-prega
uterina, Pv-prega vaginal, M-camada muscular e E- esfincter vaginal.

80



300U f—

Figura 22: Microscopia da vagina de jurard. A e B: visdo geral do segmento em corte
transversal, microscopia de luz e MEV, respectivamente; C e E: detalhe dos epitélio com
células ciliadas e mucosas; D- detalhe em MEV da prega vaginal e F: reacdo PAS positiva no
epitélio. M- camada muscular, Pv-prega vaginal, Dct-ducto glandular, Gl-glandula serosa, Gr-
granulos, ClI- cilios e Cm-célula mucosa. A e C- Tricrdmio de Masson, E-HE, F-PAS. Ae B -
10x, C e F- 40x.
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Figura 23: Esquema da organizacao histoldgica do oviduto de jurard, fémea sexualmente

madura na fase vitelogénica.
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5. 3 Dosagem hormonal

5.3.1 Pico de liberacéo diario de progesterona e estradiol

Nas amostras de sangue analisadas, os niveis de progesterona ao
longo de 24h em intervalos de 4h, totalizando seis coletas apresentou valores
minimo de 0,30 e maximo de 1,20 ng/ml de soro, com média de 0,59 ng/ml de
soro. Sendo que os maiores valores foram encontrados entre os periodos da
madrugada e inicio da manha (Tab. 2). O pico maximo encontrado foi as 23h. A
correcdo dos dados obtidos através da curva co-seno de ritmo diario nao foi

possivel, pois a amostragem foi insignificante (p= 0,285).

Em relacdo ao horménio estradiol, o valor de referéncia maximo
encontrado foi de 174,53 pg/ml de soro as 15h e minimo de 115,98 pg/ml no
comeco da manha as 7h. A média encontrada foi de 143,09pg/ml. Observou-se
que estes valores hormonais flutuaram ao longo do dia, sendo maior nos
periodos da tarde. A curva ajustada de co-seno (p= 0,057) para correcao dos
dados revelou de forma clara o momento exato do pico maximo de liberacdo
deste horménio. Assim, as 15h foi o horario determinado para realizar coletas

mensais do experimento (Fig. 24).

Os valores obtidos de corticosterona revelaram que o nivel de estresse
foi gradual, aumentando a cada manipulacdo do animal. Entretanto, as 23h foi
verificada uma queda brusca do nivel deste hormdnio no plasma sanguineo.
Também néo foi possivel ajustar a curva co-seno pois o valor de p= 0,456 foi

insignificante.
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Tabela 2 : Niveis hormonais obtidos durante as 24h de fémea de Kinosternon
scorpioides criada em cativeiro. Sao Luis-MA, 2010

Horario da Corticosterona |Progesterona| Estradiol
Coleta (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
11:15 163,19 0,39 139,54
15:15 180,91 0,30 174,53
19:15 221,07 0,42 160,33
23:25 100,84 1,20 135,47
03:15 291,65 0,58 132,71
07:15 386,16 0,67 115,98
Média 223,97 0,59 143,09

Estradiol:
180- Cosinor
~a

160-

E
‘= 140-
=N

120~
100~
I I
L] L Ll L] L] |
0315 0715 1115 1515 1915  23:25
Hora do dia

Figura 24: Curva ajustada de Cosinor para niveis estradiol durante 24h.
Area escura = noite, area clara= dia. Seta indicando o pico maximo de
liberagdo diaria do horménio e o horario determinado para as coletas

mensais.
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5.3.2 Niveis hormonais

As médias de concentracfes obtidas de progesterona do Gdh (Grupo de
dosagem hormonal) no periodo seco e chuvoso foram de 0,18ng/ml (0,03-
0,41ng/ml) e 0,33ng/ml (0,01-3,07ng/ml), respectivamente (Apéndice). Apesar
de existir variacbes numeéricas entre os periodos, ndo houve diferencas
(p>0,05) entre essas médias e nem entre 0s meses analisados. Estes valores
foram proximos aos encontrados para os cdgados Graptemys flavimaculata
(SHELBY et al., 2000) e Chelydra serpentina (MAHMOUD & LICHT, 1997)
espécie de proporgdes corporais semelhante ao jurara.

De forma semelhante ocorreu para o Gam (Grupo de analise
morfolégica) em que também se observou média sem diferenca significativa
entre os periodos (0,85 ng/ml seco; 0,08 ng/ml no chuvoso) (Apéndice). A
fémea que possuia ovos no interior do oviduto ndo apresentava ainda
concentracfes elevadas desse hormdnio, o valor estava igual ao daquele
animal que tinha apenas foliculos grandes ou pré-ovulatérios. Como a
progesterona € dependente da formacdo de um corpo liteo, é de se esperar
gue aumentos nas concentracfes deste hormoénio ocorram apenas no periodo
pos-postura, quando ocorrem as modificacdes celulares necessarias para
formacdo dessa estrutura. Em Chelonia mydas, descrevem Licht et al. (1980)
que s6 dois dias poOs-desova ocorre aumento nos niveis séricos de
progesterona. AlKindi et al. (2006) ao estudar o comportamento reprodutivo

desta mesma espécie observou também este comportamento hormonal.

Em relagéo aos niveis de estradiol também néo foi observado diferencga
entre as médias do periodo seco (155,88pg/ml) e chuvoso (206,03
pg/ml)(p>0,05) e também entre os meses de estudo (Apéndice). Os valores
minimo e maximo encontrados foram 14,63pg/ml e 376,81pg/ml,
respectivamente (Apéndice). Sendo que as concentracbes desse hormoénio
foram préximas entre os grupos Gdh e Gam quando comparado 0S mesmos

meses.
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Em geral as concentracdes estrogénicas no jurard de ambos os grupos
foram altas e semelhantes ao encontrado para Chelydra serpentina. Nesta
espécie os niveis de estradiol mensurados no momento da vitelogénese ativa
variaram de 196 a 244 pg/ml de plasma sanguineo (MAHMOUD & LICHT,
1997). Desta forma, pode inferir que as fémeas analisadas no periodo seco e
chuvoso encontravam-se também no periodo vitelogénico, fato este confirmado
pela presenca de foliculos vitelogénicos nas fémeas do grupo de andlise
morfologica. Rostal et al., (1998) observaram também que a proliferacdo e
maturacdo dos foliculos em Chelonoidis nigra coincidem com a elevacédo dos

niveis de estradiol.

Ao analisar o comportamento do estradiol entre os animais do Gam
notou-se que a concentragdo minima encontrada (7,59pg/ml) foi justamente
para aquela fémea que possui ovos no oviduto. Este fato corrobora com outras
observacbes realizadas para quelbnios, em que o0s autores relatam a
diminuicdo desse horménio logo apds a ovulacdo e nidificacdo (CASARES et
al, 1999; SHELBY et al., 2000).

Os niveis médios de corticosterona obtidos das fémeas de K.
scorpioides foram 3413,28ng/ml no periodo seco e 2918,527ng/ml no periodo
chuvoso e também como os demais horménios ndo existiram diferenca
estatistica entre os periodos (seco e chuvoso) e entre os meses estudados. E
as concentracdes das fémeas do grupo da morfologia foram préximas aquelas
observadas para o grupo hormonal, variando de 662,39 a 6835,60 ng/ml de
soro. E o coeficiente de correlagdo de Pearson demonstrou auséncia de
correlagdo entre a corticosterona e progesterona, e moderada correlacao

positiva entre corticosterona e estradiol.
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6 CONCLUSOES

A partir do que foi analisado, podemos concluir que em Kinosternon

scorpioides:

X/
°e

Macroscopicamente os ovarios sdo duas estruturas irregulares, de
coloracdo amarela, constituidas por diversos foliculos em
desenvolvimento sobre um estroma de tecido conjuntivo frouxo
ricamente vascularizado. O direito é sempre mais pesado que o
esquerdo e sdo observados aproximadamente 30 foliculos vitelogénicos
em cada g6nada. Histologicamente os ovarios da espécie séo
estruturalmente diferente daquele observado para aves e outros répteis,
nao existindo area medular e cortical;

Os dois ovidutos da espécie sao funcionais e cada um apresenta cinco
regides morfologicamente distintas: infundibulo, magno, istmo, Utero e
vagina. O epitélio desta regido é semelhante as aves e répteis, variando
de epitélio colunar simples ciliado a pseudoestratificado prisméatico ciliar;

O periodo da tarde foi o momento de maior liberacdo do hormdnio
estradiol;

As concentragcdes hormonais e as observacdes morfolégicas do trato
reprodutor comprovaram que todas as fémeas eram maduras
sexualmente e encontravam-se em periodo vitelogénico nas duas
épocas analisadas. Nao existindo diferencas significativas em relacéo
aos indices hormonais e a morfologia reprodutiva do jurara nos periodos
seco e chuvoso;

E os dados obtidos nesta pesquisa permitirdo subsidiar a adog¢ao de
medidas adequadas no manejo reprodutivo do jurard em cativeiro.
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Figura 1: Controle de qualidade dos ensaios realizados no Laboratério de Dosagem hormonal-

LDH/ USP.
CORTICOSTERONA| CPM Cap | | NE | LNE |Sensibilidade| SV o
Lig. Intra Intra
0,
Ensaio total | B/BO | CPM | (%) % (dose | gaivo | Alto
ng/mL)
0, 0, 0, 0,
1 34966 | 54% | 40000 | 1.14% 92 (2,35) 0,28% | 5,56%
0, 0, 0, 0,
2 34470 | 55% | 40000 | 115% 90 (2,50) 8,26% | 1,92%
CV Inter ensaio 4,33% 1,75%
PROCESTEXOIY CPM Cap | | NE | LNE |Sensibilidade|cVintra| CV
Lig. Intra
0,
Ensaio total BIBO | CPM | (%) % (dose | oo | Al
ng/mL)
1 38784 52% | 15550 | 033% | 96(0.006) | 0.79% | 4,72%
CV Inter ensaio 0,79% | 4,72%
ESTRADIOL CPM E%p LN.E | LN.E |Sensibilidade|CVintra| CVIntra
0,
Ensaio total B/BO CPM (%) % (dose Baixo Alto
ng/mL)
1 296495 | 53% | 5,00 | 0.43% 92 (1,41) 9,45% 5,85%
CV Inter ensaio 9,45% 5,85%

Onde:

CPM: contagens por minuto

Cap. Lig: capacidade de ligagédo
L.N.E: ligacé@o ndo especifica

CV Intra: coeficiente de variagéo intra ensaio
CV Inter: coeficiente de variagcéo inter ensaio
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Figura 2: Dados biométricos de fémeas de Kinosternon scorpioides criada em
cativeiro no periodo seco.

PERIODO SECO (OUT-NOV-DEZ)
OUTUBRO (28.10.09)
ANIMAL ~
CARAPACA (cm) PLASTRAO (cm) | 5| tuRrA | PESO (g)
Comprimento | Largura | Comprimento | Largura
1 14,70 9,60 13,60 6,60 5,40 445,00
2 15,30 9,90 13,50 6,70 5,20 522,50
3 15,10 10,20 14,30 7,60 6,10 574,50
4 15,50 9,60 14,50 7,70 6,30 590,00
5 15,20 10,30 14,20 7,40 5,90 574,50
6 15,10 9,10 13,70 7,30 5,80 512,00
TA 14,70 9,40 12,80 7,30 5,50 414,50
NOVEMBRO (28.11.09)
ANIMAL "CARAPACA PLASTRAO
Com(p::rrlnn;ento Largura | Comprimento | Largura ALTURA | PESO (9)
1 14,70 9,40 13,50 7,30 5,60 446,00
2 15,30 10,00 13,50 7,60 5,20 522,00
3 15,10 10,20 14,30 7,60 6,10 575,00
4 15,50 10,30 14,40 7,70 6,30 586,00
5 15,20 10,30 14,30 7,40 6,10 572,00
6 15,20 9,10 13,60 7,20 5,90 510,00
7B 14,20 9,20 13,80 7,10 5,40 451,00
DEZEMBRO (28.12.09)
ANIMAL CARAPACA PLASTRAO PESO (g)
Comprimento : ALTURA
(cm) Largura | Comprimento | Largura
1 14,60 9,50 13,60 7,30 5,50 442,00
2 15,30 9,90 13,50 7,60 5,40 518,40
3 15,10 10,10 14,20 7,60 6,20 580,40
4 15,50 9,60 14,40 7,60 6,10 569,00
5 15,20 10,30 14,20 7,40 6,10 545,20
6 15,20 9,20 13,70 7,20 5,80 508,00
7C 15,10 9,30 13,80 7,20 5,40 457,00




Figura 3: Dados biométricos de fémeas de Kinosternon scorpioides criada em
cativeiro no periodo chuvoso.

PERIODO CHUVOSO (JAN-FEV-MAR)
JANEIRO (28.01.10)
ANIMAL CARAPACA PLASTRAO
i . ALTURA | PESO
Com(%r:nrr)]ento Largura | Comprimento | Largura ©
1 14,70 9,40 13,60 7,30 5,80 431,00
2 15,30 9,90 13,50 7,60 5,40 516,00
3 15,20 10,30 14,00 7,60 6,30 583,50
4 15,60 9,60 14,40 7,70 6,20 558,50
5 15,20 10,30 14,30 7,50 6,00 569,00
6 15,10 9,20 13,50 7,30 5,70 510,00
7D 14,50 9,40 13,50 7,00 5,30 426,00
FEVEREIRO (28.02.10)
ANIMAL CARAPACA PLASTRAO
i ALTURA | PESO
Com(p::rrlnn;ento Largura | Comprimento | Largura ©
1 14,20 9,50 13,60 7,30 5,40 447,50
2 15,20 9,90 13,50 7,70 5,30 490,00
3 15,20 10,20 14,20 7,60 6,20 593,30
4 15,60 9,40 14,50 7,70 6,10 570,00
5 15,20 10,30 14,20 7,30 5,90 562,00
6 15,20 9,20 13,70 7,20 5,80 505,00
7E 14,60 9,40 14,00 6,90 5,20 462,70
MARCO (28.03.10)
ANIMAL CARAPACA PLASTRAO
i ALTURA | PESO
Com(pz:rrlnrr;ento Largura | Comprimento | Largura ©
1 14,50 9,30 13,60 7,00 4,90 411,50
2 15,30 9,70 13,40 7,40 5,00 480,50
3 15,00 10,10 13,80 7,00 6,00 548,00
4 15,20 9,30 14,20 7,10 5,80 529,00
5 15,00 10,00 13,90 7,00 5,50 546,50
6 14,90 9,10 13,50 6,90 5,60 489,00
7F 13,70 9,40 12,90 7,00 5,60 436,00

Obs: Animais n® 7 sao fémeas diferentes, que foram submetidas a eutanasia nos

periodos pré determinados.
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Tabela 1: Peso dos ovarios de Kinosternon scorpioides nos dois periodos do ano
estudados (seco e chuvoso). Sao Luis-MA, 2010

PESO DO OVARIO (g)

' PESO
PERIODO DO ANO Direito |  Esquerdo TOTAL
ouT 4,23 3,86 8,09
SECO NOV 8,27 3,04 11,31
DEZ 5,69 2,29 7,98
JAN 1,56 0,87 2,43
FEV 4,13 0,27 4,4
CHUVOSO : ' '
MAR 13,63 3,26 16,89
MEDIA 6,25% 2,26" 4,26
DP 4,23 1,42 2,57

Tabela 2: Quantificagédo dos foliculos vitelogénicos de Kinosternon scorpioides encontrados
nos ovarios direito e esquerdo nos dois periodos do ano estudados

PERIODO DO ANO

QUANTIDADE DE FOLICULOS

Ovario direito

Ovario esquerdo

ouT 49 58
SECO NOV 27 45
DEZ 36 30

JAN 7 10

CHUVOSO FEV 20 8
MAR 30 38

TOTAL 169 189
DP 14,25 19,72
MEDIA 28,17° 31,507

Onde: As letras iguais, as médias significativamente iguais
As letras diferentes, as médias significativamente diferentes.
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Tabela 3: Classificagdo e quantificagdo dos foliculos vitelogénicos de Kinosternon
scorpioides encontrados nos ovarios direito e esquerdo.

CLASSIFICACAO DOS FOLICULOS OVARIANOS

PDE(I; EA(\)ND(S) Qvario direito QOvario esquerdo TOTAL
P M G P M G
ouT 45 4 0 54 4 0 107
NOV 23 1 3 42 3 0 72
DEZ 33 1 2 29 1 0 66
JAN 2 5 0 1 0 17
FEV 13 6 1 8 0 0 28
MAR 23 3 4 34 3 1 68
TOTAL 1392 20" 10% 176 12 1 358

Onde: As letras iguais, as médias significativamente iguais
As letras diferentes, as médias significativamente diferentes.

Tabela 4: indice Gonadossomatico fémea de Kinosternon scorpioides encontrados de nos
dois periodos do ano estudados.

) PESO TOTAL | PESO DO INDICE MEDIA

PERIODO DO ANO | DO OVARIO (g) | ANIMAL (g) | GONADOSSOMATICO (%) | IGS
ouT 8,09 414,50 1,95

SECO NOV 11,31 451,00 2,5 2,06°
DEZ 7,98 457,00 1,74
JAN 2,43 426,00 0,57

CHUVOSO FEV 4,40 462,70 0,95 1,79
MAR 16,89 436,00 3,87
MEDIA 8,52 441,20 1,93

Onde: IGS= PTg/PTc(100)
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Tabela 5: Niveis de progesterona obtidos de fémeas de Kinosternon scorpioides do
Grupo de dosagem hormonal-Gdh, criadas em cativeiro. Sdo Luis-MA, 2010

PERIODO DO ANO T
Seco Chuvoso CERAL DO
ANIMAL PERIODOS
Out Nov Dez Média Jan Fev Mar Média
1 0,24 0,20 0,23 0,22 0,74 0,21 0,30 0,42 0,32
2 0,41 0,37 0,17 0,32 0,18 0,47 3,07 1,24 0,78
3 0,04 0,07 0,16 0,09 0,05 0,06 0,08 0,06 0,08
4 0,39 025 0,21 0,28 0,02 0,05 0,28 0,12 0,20
5 0,22 0,03 0,17 0,14 0,13 0,08 0,01 0,07 0,11
6 0,06 0,03 0,04 0,04 0,08 0,02 0,02 0,04 0,04
MEDIA 0,23* 0,16% 0,16 0,18° 0,20* 0,15* 0,63°% 0,33% 0,25
DP 0,12 0,71

Tabela 6: Niveis de estradiol obtidos de fémeas de Kinosternon scorpioides do Grupo de
dosagem hormonal-Gdh, criadas em cativeiro. Sdo Luis-MA, 2010

PERIODO DO ANO MEDIA
GERAL
Seco Chuvoso DOS
Py AL PERIODOS
Out Nov Dez Média Jan Fev Mar Média
1 96,22 171,58 171,72 146,51 274,24 156,04 314,17 248,15 197,33
2 225,69 200,51 200,13 208,78 210,87 376,81 174,69 254,12 231,45
3 43,60 19,11 14,63 25,78 42,05 35,33 83,22 53,53 39,66
4 158,28 212,16 205,24 191,89 152,72 190,68 216,81 209,28 189,32
5 106,20 170,84 325,95 201,00 265,87 258,32 337,91 259,45 244,18
6 171,18 157,59 155,17 161,31 147,97 17456 92,94 211,65 149,90
MEDIA 13353 155,30 178,81 155,88° 182,29 198,62 203,29 206,03" 175,31
DP 77,31 97,58
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Tabela 7: Niveis de corticosterona obtidos de fémeas de Kinosternon scorpioides do Grupo de dosagem

hormonal-Gdh, criadas em cativeiro. Sdo Luis-MA, 2010

MEDIA

PERIODO DO ANO GERAL

DOS
AL Seco Chuvoso PERIODOS

Out Nov Dez Média Jan Fev Mar Média

1 1465,2 2083,9 2012,2 1853,76 6079,4 1300,3 3022,8 3467,5 2660,63
2 4757,9 6686,3 5092,9 5512,367 1700,8 3387,4 3496,7 2861,633 4187,00
3 382,2 531,61 1234,2 716,00 516,17 915,8 1458,8 963,59 839,80
4 4262,3 3085,7 1987,1 3111,7 711,29 676,02 2709,9 1365,737 2238,72
5 4171,8 2077,2 5836,8 4028,6 5227,8 6029,8 3431,8 4896,467 4462,53
6 5333,2 7378,1 3060,5 5257,26 6072,9 3436,9 2358,9 3956,233 4606,75
Média 3395,433 3640,468 3203,95 3413,2846l 3384,727 2624,37 2746,483 2918,527a 3165,91

Dp 2110,66 1914,69

Tabela 8: Niveis hormonais obtidos de fémeas de Kinosternon scorpioides do Grupo de analise

morfolégica-Gam, criadas em cativeiro. Sao Luis-MA, 2010

ANIMAIS EUTANASIADOS

HORMONIOS
Seco Chuvoso
Out Nov Dez Média Jan Fev Mar Média
Corticosterona (ng/ml) 1912,0 6835,6 4255,2 4334,2 662,39 56758 1618,9 2652,3
Progesterona (nhg/ml) 0,09 0,04 2,42 0,85 0,04 0,11 0,11 0,08
Estradiol (pg/ml) 225,43 187,40 181,34 198,05 7,59 394,04 195,96 199,20
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Tabela 9: Correlacdo de Pearson entre as variaveis cortisol, progesterona e estradiol de
fémeas de Kinosternon scorpioides do Grupo de dosagem hormonal-Gdh, criadas em

cativeiro. Sdo Luis-MA, 2010

i CORRELAGAO ENTRE OS HORMONIOS
HORMONIOS
Corticosterona Progesterona estradiol
p=0,12 p=0,51
Corticosterona - (p=0,47) (p=0,0012)
p=0,12 p=0,12
Progesterona (p=0,47) - (p=0,45)
p=0,51 p=0,12
Estradiol (p=0,0012) (p=0,45) -
Onde:

« p=nivel de significancia , significativo quando p<0,05.

e p = coeficiente de correlacdo de Pearson:
p = 0.70 para mais ou para menos indica uma forte correlagéo.
0.30 < p < 0.7 positivo ou negativo indica correlacdo moderada.
0 < p £0.30 Fraca correlagdo
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