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OLIVEIRA, S. C. R. HISTOMORFOMETRIA TESTICULAR E NIVEIS
SERICOS DE TESTOSTERONA DE JURARAS (KINOSTERNON
SCORPIOIDES, LINNAEUS, 1766) CRIADOS EM CATIVEIRO.[Veterinary
Medicine Post graduation Teaching in Brazil]. 2009. 65f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Veterinarias) - Universidade Estadual do Maranh&o, S&o Luis,
20009.

RESUMO

O jurara (Kinosternon scorpioides) € um quelénio encontrado principalmente
nas regides norte e nordeste do Brasil, medindo aproximadamente 15cm de
comprimento, de grande importdncia econémica, pois € utilizado como fonte
protéica para populagdes ribeirinhas no Estado do Maranhao e ainda com sua
reprodugao pouco conhecida. Desta forma, este estudo objetivou avaliar as
caracteristicas histolégicas e morfométricas do testiculo, e os niveis de
testosterona de juraras sexualmente maduros criados em cativeiro. Foram
utilizados nove animais adultos, onde trés destes tiveram seus testiculos
fixados em formaldeido a 10% e incluidos em paraplast e os seis restantes
tiveram seus testiculos fixados em glutaraldeido a 4% e incluidos em
metacrilato. Os cortes de 3mm foram corados em hematoxilina eosina e azul
de toluidina-borato de soédio a 1%, e analisados para microscopia de luz.
Amostras de sangue dos seis animais foram, ainda, colhidas para dosagem de
testosterona pelo método de radioimunoensaio em fase sélida (RIA). Os
resultados evidenciaram que os testiculos de jurara apresentavam-se
envolvidos por uma capsula de tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea,
enviando septos para o parénquima testicular envolvendo os tubulos
seminiferos. Estes apresentavam espermatogénese ativa com presenga de
células germinativas no epitélio seminifero em todas as fases de
desenvolvimento e espermatozdides liberados no lumen tubular. As analises
morfométricas demonstraram que os animais apresentavam peso corporal,
testicular e indice gonadossomatico de 330,58g, 792,5mg e 0,48%
respectivamente, com 59,8 milhdes de células de Leydig encontradas,
ocupando 5,91% do parénquima testicular e com volume individual de 43,22ul.
A média dos niveis de testosterona observada foi de 9,76pg/ml. Assim, os
resultados permitiram afirmar que os jurards encontravam-se sexualmente
maduros e com espermatogénese ativa, no periodo pesquisado, o que foi
comprovado pela presenca das células germinativas em diferentes fases de
desenvolvimento, com espermiacdo no lumen tubular, pela caracterizacao
morfométrica do testiculo e ainda com niveis hormonais considerados baixos
quando comparados aos de outros quelbénios, demonstrando que, para esta
espécie, os dados sao inéditos.

Palavras-chave: Testiculo; histomorfometria; Reprodugao; jurara; Kinosternon
scorpioides.



Veterinary Medicine Post graduation Teaching in Brazil OLIVEIRA. S. C. R.
Veterinary Medicine Post graduation Teaching in Brazil. [Histomorfometria
testicular e niveis séricos de testosterona de juraras (kinosternon scorpioides,
linnaeus, 1766] criados em cativeiro. 2009. 65f. Dissertagcdo (Mestrado em

Ciéncias Veterinarias) - Universidade Estadual do Maranhao, S&o Luis, 2009.

ABSTRACT

The scorpion mud turtle (Kinosternon scorpioides) is mainly found in the
northern and northeastern regions of Brazil, measuring approximately 15 cm in
length. While the species is of considerable economic importance as a protein
source for river communities in the state of Maranhao, it is threatened in nature.
Little is known regarding its reproductive aspects, especially its testicular
structure and spermatogenic process. The aim of the present study was to
assess histological and morhometric characteristics of the testicle and
testosterone levels in sexually mature scorpion mud turtles raised in captivity.
Nine adults were examined. Testicles from three specimens were fixed in 10%
formaldehyde and embedded in paraplast. Testicles from the remaining six
were fixed in 4% glutaraldehyde and embedded in methacrylate. Three-mm
slices were stained with hematoxylin eosin and toluidine blue-1% sodium borate
and analyzed under a light microscope. Blood samples from six turtles were
collected to determine the testosterone level through solid-phase
radioimmunoassay. The results revealed that the testicles of the scorpion mud
turtle were enveloped in a capsule of dense, conjunctive tissue - the tunica
albuginea — sending septa to the testicular parenchyma enveloping the
seminiferous tubules. These tubules exhibited active spermatogenesis, with the
presence of germinative cells in the seminiferous epithelium in all phases of
development and spermatozoids released in the tubule lumen. Morphometric
analysis revealed that the turtles had a body weight, testicle weight and gonad
somatic index of 330.58 g, 792.5 mg and 0.48%, respectively, with 59.8 million
Leydig cells occupying 5.91% of the testicular parenchyma and an individual
volume of 43.22 ul. The average level of testosterone was 9.76 pg/ml. The
results demonstrate that the specimens were sexually mature, with active
spermatogenesis during the period studied, which was proven by the presence
of germinative cells in different phases of development, with spermiation in the
tubule lumen, as well as by the morphometric characterization of the testicles
and hormone levels, which were considered low in comparison to other turtles.
This is the first description of such data for this species.

Keywords: Testicle; histomorphometry; reproduction; scorpion mud turtle;
Kinosternon scorpioides
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1 INTRODUGAO

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

Em algumas regides brasileiras, sob o ponto de vista econémico sdo os
queldnios os mais importantes répteis (SANTOS, 1995), visto que sao muito
utilizados por populagdes de baixa renda e também muito apreciados na
culinaria, e desta forma, tem seus destinos também a restaurantes, que apesar
de terem conhecimentos da infracdo as leis ambientais, ndo os incluem em
seus cardapios para nao serem punidos, mas continuam servindo. Os estoques
desses animais estdo conseqlentemente diminuindo de seu habitat natural. E
apesar disso tudo, é possivel que haja saida para essa problematica através do
incentivo a criagdo em cativeiro, facilitando o consumo, aumentando a renda e
contribuindo com a preservacao das espécies. Neste contexto esta incluido o
jurara (Kinosternon scorpioides), um quelbnio, pertencente a familia
Kinosternidae, de habitos semi-aquaticos (VANZOLINI et al.,1980; ACUNA-
MESEN, 1994).

O jurara ja vem sendo estudado desde o ano de 1996 no Nucleo de
Estudos e Preservacdao de Animais Silvestres - NEPAS do Curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual do Maranh&o, atualmente este nucleo é
licenciado como Criadouro Cientifico pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Renovaveis — IBAMA/MA, com o propdsito de conhecer
cientificamente os aspectos morfofisiolégicos desta espécie, o que ¢é
demonstrando com os trabalhos ja publicados em revistas e apresentados em
eventos cientificos relativos a descricdo macroscoépica do aparelho reprodutor
do macho e da fémea de jurara (CARVALHO et al., 2004;MACHADO-JUNIOR
et al.2006); vascularizagdo arterial das principais visceras da cavidade
celomatica de jurara (OLIVEIRA et al, 2007); extrativismo de jurara no
municipio de Sao Bento-MA (PEREIRA et al., 2007) entre outros. Ressalta-se a
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aplicagdo das informagdes encontradas como ferramentas em posteriores
programas de manejo e conservagao da espécie, por meio dos diversos
conhecimentos ligados ao habito alimentar, reprodutivo e da etologia, dentre
outras caracteristicas. Além disso, o uso das informagdées que envolvem o0s
aspectos reprodutivos fornecera subsidios para a reprodugdo em cativeiro
desta espécie, possibilitando o seu uso como recurso natural aliado a sua

preservacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar o processo espermatogénico de jurards sexualmente
maduros, criados em cativeiro, por meio da analise histoldégica, morfométrica e

dos niveis hormonais.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar o testiculo de jurara, por meio de analises morfométricas, tais
como: proporgdes volumétricas (%) entre os diferentes componentes do
parénquima testicular, didmetro tubular, altura do epitélio seminifero e
comprimento total dos tubulos seminiferos;

e Descrever morfologicamente o testiculo, as células germinativas e
intersticiais;

e Determinar o didmetro nuclear das células de Leydig, seu volume individual
e 0 numero de células por testiculo e por grama de testiculo;

e Determinar os niveis séricos de testosterona nos animais pesquisados.

18
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3. REVISAO DE LITERATURA

As poucas referéncias bibliograficas disponiveis sobre os aspectos
reprodutivos de jurara (Kinosternon scorpioides) ainda apontam elementos
limitados, sendo assim, nesta revisdo serdo mencionados trabalhos envolvendo

outras espécies de répteis e aves que servirdo como base para este estudo.

3.1 Jurara

3.1.1 Caracteristicas gerais

O jurara pertence a Classe Reptilia, Ordem Chelonia, Familia
Testunidae. Esta familia é representada por doze géneros e cerca de quarenta
espécies (ORR, 1986; MADER, 1996). Delduque (2000) descreve o jurara
como sendo uma tartaruga de pequeno porte, atingindo no maximo 15
centimetros, vive em campos alagados e em lagoas, de habito alimentar
diversificado (onivoro). A carapaga € marrom escura com manchas vermelhas
e apresenta trés quilhas no dorso. Para se defender, possui uma placa cornea
afilada (o equivalente aos dentes) e uma mandibula forte. Assim consegue dar
uma mordida dolorida. Nesta espécie a cauda possui uma estrutura
semelhante a uma unha no final do corpo, o que antigamente acreditava-se
que nela havia um ferrdo, usado para a defesa, tal como no escorpiao,
caracteristica esta que denominou cientificamente a espécie. Na verdade a
unica fungdo conhecida é para segurar a fémea durante o acasalamento
(PEREIRA et al., 2007). Ainda, pouco se conhece sobre a histéria natural desta
espécie, pois se trata de um dos animais menos estudados e, muitas das
informacdes a ela atribuidas, sao oriundas de outros quel6nios (PRITCHARD,
1979).
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3.1.2 Distribuigdo geogréfica

Esta espécie encontra-se bem distribuida na costa da América do Sul,
incluindo a Colémbia, as Guianas e Trinidad. No Brasil, o jurara, é encontrado
nos Estados do Para, Maranhao, norte de Goias, Ceara, Rio Grande do Norte e
Pernambuco (PRITCHARD & TREBBAU, 1984). No Maranhao sua presencga é
confirmada a beira de rios da Baixada Maranhense, mesorregidao Norte do
Estado, com uma é&rea total de 17.579,366 km?, abrigando 21 municipios e
também o maior conjunto de bacias lacustres do Nordeste, onde se destacam
os lagos Agu, Verde, Formoso, Carnauba e Jatobda; extensos manguezais,
babaguais, campos inundados e matas de galeria, uma rica fauna e flora.
(VANZOLINI et al, 1980; ACUNA-MESEN, 1994; PEREIRA, 2000; PEREIRA et
al, 2007).

3.1.3 Aspectos econbmicos

Pereira et al (2007) referenciam o jurara como importante fonte protéica
e econdmica para as populacoes ribeirinhas do municipio de Sao Bento-MA, e
que os animais apreendidos tem como destino as feiras e mercados da capital
maranhense, constituindo-se em iguaria da culindria maranhense servida na
propria carapaca sob a forma de casquinho de mucgua. Esta comercializacao
ocorre de forma clandestina, infringindo a lei federal n°® 9.605/98, de 12 de
fevereiro de 1998. Tal fato foi confirmado por Lima (2003), a qual demonstrou
que esta espécie silvestre foi uma das mais apreendidas pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis do
Maranhao, no periodo de 1999 a 2002 no municipio de Séo Luis, destacando-
se pelo seu consumo na alimentagdo. O Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS) ligado a geréncia do IBAMA em Sao Luis contabilizou em

seus registros no ano de 2005 o recolhimento de 39 animais.
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A coleta desta espécie, segundo relatos de pescadores do municipio de
Sao Bento-MA, ocorre no periodo de estiagem, compreendido entre os meses
de julho a janeiro, momento em que o animal vem ao ambiente terrestre para
se reproduzir e entdao é capturado. O fato de o animal ser encontrado na
estacdo seca potencializa sua coleta e venda, uma vez que na estacao
chuvosa ele encontra-se dentro dos lagos e campos e é apanhado em
quantidades minimas (PEREIRA et al, 2007).

3.1.4 Dimorfismo sexual dos adultos

Segundo Castro (2006); Carvalho et al (2002) e Pereira et al (2007), o
macho da espécie apresenta cauda longa, plastrdo mais céncavo e cabeca
bastante pigmentada chegando a ser negra. A fémea apresenta sua cauda
menor que a do macho, o plastrdao é reto e a cabeca é mais clara. O
comprimento médio de carapaca e do plastrdo desses animais € de14 e 12 cm

respectivamente, tanto para machos como para fémeas.

3.1.5 Aspectos macroscopicos do aparelho reprodutor de jurara

O aparelho reprodutor do macho, descrito por Carvalho et al (2002), é
constituido por um par de testiculos de formato ovdide e tamanho variavel com
coloragao entre o amarelo-claro ao amarelo-ouro, estando fixados pelo
mesorquio e o mesocolon; epididimos que sao estruturas bastante convolutas
de coloragao esbranquigada, os quais se encontram inseridos nos testiculos;
os ductos deferentes que sdo continuos aos epididimos e desembocam na
regiao da cloaca, observa-se um pénis sulcado, composto por raiz, corpo e
glande localizado no assoalho ventral da cloaca, fixado a ela através de um

musculo retrator, protegido pelo prepucio. O suprimento arterial dos testiculos &
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realizado através das artérias urogenitais que tem sua origem a partir da aorta
dorsal. Essas artérias correspondem aos principais vasos de distribuicao
sanguinea aos 6rgaos urinarios e reprodutivos. Os testiculos recebem
suprimento arterial através de varios ramos provenientes das artérias genitais,
que sao as artérias testiculares. O fluxo arterial destinado para as génadas
ocorre ao longo da tunica albuginea dirigindo-se para o interior do parénquima
(OLIVEIRA et al., 2007).

3.2. Maturidade sexual

O termo “adulto” recorre a uma espécie que atingiu a maturidade
reprodutiva. O critério utilizado para determinar a maturidade de machos de
Kinosternon flavescens flavescens é a presenca de espermatozoides no
testiculo e no epididimo (CHRISTIANSEN & DUNHAM, 1972). Todos os
machos que ndo apresentam este critério foram considerados jovens embora
houvesse variagado segundo o tamanho dos individuos. Outro dado da literatura
para a tartaruga Chelydra serpentina relata a variagdo no tamanho da carapaca
onde os machos maduros sexualmente apresentavam tamanho de carapaca
variando entre 16,8-17,8cm (GLESENKAMP et al.,2003).

Trabalhos realizados por Wibbles et al. (1991) sobre caracteristicas
sexuais de machos de tartarugas marinhas da espécie Carefta carefta,
descrevem que durante a espermatogénese, a testosterona estimula a
atividade das células de Sertoli e a consequente mitose de células germinais,
que se diferenciam em espermatdcitos primarios e migram em dire¢édo ao
[Umem dos tubulos seminiferos. Os espermatécitos primarios iniciam o
processo de meiose, dando origem aos espermatécitos secundarios, que apos
a segunda divisdo meidtica dao origem as espermatides. A puberdade nestas
tartarugas comecga quando os testiculos passam a produzir altas concentragoes
de testosterona, resultando em varios efeitos como: estimulo ao

desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias (alongamento da
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cauda e amolecimento do plastrao), maturagao dos tubulos seminiferos e inicio

da espermatogénese.

3.3. Morfofisiologia testicular

A caracterizagao testicular tem sua base descrita por diversos autores
em muitas espécies animais, porém apesar de poucos estudos envolvendo a
microscopia testicular e niveis de testosterona em outros queldnios, répteis e
aves, estes serviram como paradmetros para estudos destas caracteristicas em
jurara.

Abas et al. (1998) descrevem de forma sucinta que os testiculos de
jurara estdo envolvidos pela tunica albuginea; os tubulos seminiferos
constituidos de células da linhagem espermatogénica e de Sertoli; com células
intersticiais pouco observadas. Por outro lado, é descrito em crocodilo da
espécie Caiman crocodilus crocodilus que seu testiculo esta coberto por uma
capsula de tecido conjuntivo fibromuscular, limitada ventro-lateralmente pelo
peritdnio parietal e dorsalmente por uma adventicia de tecido conjuntivo. Esta
capsula inclui o epididimo e a glandula adrenal, dispostos sobre a superficie
dorso-medial do testiculo. Semelhante aos mamiferos, a capsula testicular
penetra no parénquima, em forma de trabéculas de tecido conectivo laminar,
dividindo este em pequenos lébulos. Os testiculos de Caiman crocodilus
crocodilus, observados em corte transversal, nao evidenciam um mediastino
testicular macroscopicamente visivel, nem tao pouco possuem uma estrutura
que se pode identificar macroscopicamente como refe festis (CABRERA et al.,
2007).

Trabalhos realizados por Gribbins et al., 2006, para a espécie de jacaré
Alligator mississippiensis descrevem a morfologia de todas as células
germinativas e somaticas do testiculo, com presenga de espermatogdnias do
tipo A e B, células em leptéteno maiores em didmetro que os pré-leptdtenocs,

células em zigéteno marcadas por filamentos grossos de cromatina dentro do
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nucleo e células em paquiteno, espermatécitos em diacinese caracterizados
pela condensagdo de cromossomos entremeados com grandes areas
translucidas de nucleoplasma. Células de metafase | foram encontradas com
aglomeragao condensada de cromossomos localizados na placa equatorial,
espermatdcito secundario normalmente proximo entre diacinese, metafase | e
metafase Il. O processo de espermiogénese nesta espécie foi dividido em oito
fases baseadas no desenvolvimento do sistema acrossédmico, alongamento do
nucleo, e condensacao de cromatina.

Em geral, o tamanho, o numero e a aparéncia das células intersticiais de
Leydig variam com o ciclo reprodutivo dos répteis. Estas células podem ser
poliédricas, alongadas ou ovais. Elas tém um nucleo grande e redondo e um
citoplasma alveolar e vacuolizado. Encontradas isoladas ou formando grupos
proximos aos vasos sanguineos ao redor dos tubulos seminiferos (FOX,1977).
Sua principal fungao é bastante relatada para mamiferos na literatura. Segundo
Stanbenfeldt & Edquist (1996) a principal fungdo das células de Leydig é a
producao de testosterona responsavel pela manutencao e desenvolvimento da
espermatogénese. Este hormdnio é controlado pelo LH que tem efeito tdpico
sobre estas células, estimulando-as a se hipertrofiar. A remoc¢ao do LH cessa a
producdo de testosterona e leva a uma grande redugcdo no tamanho das
células de Leydig. Estes autores revelam que a testosterona é levada para
dentro dos tubulos seminiferos por difusdo simples ou facilitada e que a acao
dos horménios via espermatogénese acontece via célula de Sertoli que
converte a testosterona em dihidrotestosterona.

Foram observadas durante o periodo de pico reprodutivo da espécie de
lagarto Tropidurus itambere, todas as fases da espermatogénese. Com células
germinativas apresentando organizagao regular, espermatogénias localizadas
na camada basal, espermatécitos, ocupando a metade da camada do epitélio
espermatogénico (camada ad-luminal). Proximo ao lumen, uma grande
quantidade de espermatides e espermatozéides encontram-se entre os
prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli (FERREIRA et al.,
2003).
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Para as espécies de serpentes T7Thamnophis sirtalis, Thamnophis
tetraenia e Thamnophis elegans, localizadas na Peninsula de Sdo Francisco, é
descrito por Fox (2005) que as células de Sertoli obliteram o lUmen dos tubulos
seminiferos nos meses de inverno, porém torna-se restrita a periferia do tubulo
durante o periodo de espermatogénese ativa. A morfologia destas células, nos
lagartos Sceloporus occidentalis e Leiolopisma rhomboidalis, descritos por
Wilhoft & Quay (1961); Wilhoft (1963) apresentam-se com nucleo de formato
piramidal ou raramente ovdide, com nucléolo grande, membrana nuclear
proeminente e com finos granulos de cromatina dispersos.

Durante a espermatogénese, a testosterona exerce o papel de estimular
as células de Sertoli, proporcionando, diferenciacdo celular nos tubulos
seminiferos, conforme foi observado por Lutz et al. (2003) em espécies de
tartaruga marinha Chelonia mydas, Lepdochelys olivdcea e Carefta caretta. A
atividade deste horménio nos machos de algumas espécies de quelbnios
demonstra variagdes na literatura citada. Em jabuti macho (Geochelone nigra),
espécie exodtica da Coldmbia, conhecida como tartaruga dos Galapagos,
estudos dos niveis de testosterona no plasma tem sido realizados através da
técnica de radioimunoensaio (RIA), onde foi observado niveis plasmaticos
deste hormbnio aumentados poucos meses antes do inicio da estacao
reprodutiva (que corresponde as estagdes quente e chuvosa). O pico hormonal
coincidiu com a maioria das copulas, em altas temperaturas. Os niveis
plasmaticos baixos foram observados durante a estagdo de nidificacdo, (que
corresponde ao periodo seco e frio). Para esta espécie, a variagdo hormonal foi
de 1 a 69ng/ml (CASARES et al, 1999).

As espécies de tartarugas Lepidochelys kempi de origem em British
West Indies (territério do Caribe) e 7Tryonyx sinensis originada do sul da China,
exibiram niveis elevados de testosterona no periodo pré-nupcial, ou seja, antes
do acasalamento. Porém estes niveis cairam durante o periodo de
acasalamento e de intensa atividade espermatogénica (ROSTAL et al.,1997;
LOFTS & TSUIL,1997). No més de setembro (outono- inverno), periodo que

antecede a hiberngéo, a testosterona plasmatica observada foi de 0,3ng/ml em
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tartaruga Chrysemys picta (0,3ng/ml) sendo considerada baixa (ERNST, 1971;
GANZHORN & LICHT, 1983).

A concentracdo de testosterona, em codornas em Cofurnix coturnix,
provenientes da regidao de Maringa, PR, varia sazonalmente, com picos no
inicio da fase reprodutiva e redugao progressiva durante a fase de regresséao
testicular, ou seja no final da primavera. Além disso, este horménio nao
demonstrou variagao evidente no peso testicular desta espécie (AMOROSO et
al., 2008).

3.4. Ciclo testicular anual

Em trabalhos realizados com a espécie de tartaruga do sul da China
Trionyx sinensis, o ciclo testicular anual foi dividido em 3 fases sucessivas e
sazonais de reprodugao: fase / — periodo de reprodugdo (margo a abril),
considerado o periodo de codpula, com reducdo no peso epididimal,
espermatozoéides liberados para o ducto deferente, peso testicular baixo,
regressdo tubular e espermatogénese inativa; Fase /I — periodo de
recrudescéncia espermatogénica e pos-nupcial (maio a outubro), onde é
observado o resurgimento da atividade espermatogénica resultando na
elevagdo do peso testicular, com numerosas espermatogdnias se dividindo,
espermatocitos e algumas espermatides (maio), continuando ativamente ao
longo de junho acompanhado por um aumento no didmetro tubular e em
outubro o epitélio seminifero contém espermatides e espermatozdides
fechando o lumen tubular; Fase Ill — Periodo de hibernagdo (novembro a
fevereiro), observa-se reducdo rapida no peso testicular e no didmetro dos
tubulos seminiferos, com a eliminacdo dos espermatozdides dos tubulos
seminiferos para o canal epididimal, sendo observado aumento no peso deste.
Sao observadas somente espermatogbnias e células de Sertoli no epitélio
seminifero. (LOFTS & TSUI, 1977).

27



Da mesma forma, a sazonalidade reprodutiva foi descrita em pato
domeéstico (Anas platyhrynchus), proveniente de Jaboticabal-SP, apresentando-
se dividida em 4 fases: de regressao, de quiescéncia e de recrudescéncia, de
acordo com as modificagdes histoldégicas do epitélio seminifero. A fase
reprodutiva iniciou-se em julho, estagcdo de inverno, atingindo o seu pico
maximo no inicio de outubro, estacdo de primavera. Nesta, observou-se
processo completo de espermatogénese, com presenga de espermatogdnias,
espermatdcitos primarios nos diferentes estagios da profase | da meiose,
diferenciagdo das espermatides (redondas e alongadas) e dos
espermatozoéides no lumen tubular. A fase de regressdo ocorreu no final da
primavera, no més de novembro, € no inicio da estacao de verdo, no més de
dezembro, em que se notou a involucdo do epitélio seminifero e
espermatogénese incompleta. A principal caracteristica dessa fase regressiva
foi a esfoliagdo do epitélio seminifero que recobria o lumen tubular. Na estagao
de verao, meses de janeiro e fevereiro, iniciou-se a fase de quiescéncia ou de
repouso testicular. Nessa fase, o epitélio seminifero apresentou somente
espermatogébnias e células de Sertoli em sua estruturagao histologica. A fase
de recrudescéncia ocorreu durante todo o outono, entre os meses de marcgo a
junho, sendo essa a mais longa fase do ciclo reprodutivo. Caracterizou-se pela
renovagdo do epitélio seminifero, com a retomada do processo
espermatogéniico, com células de Sertoli, espermatogbnias, espermatdcitos
primarios em diferentes estagios da profase | da meiose e espermatides
arredondadas em maturacéo (SIMOES et al., 2005).

Em outras espécies de tartarugas, néo foi observada descrigdo acerca
da sazonalidade, porém periodos diferenciados da espermatogénese ativa
foram descritos para cada uma delas. No més de julho, segundo Altland (1951),
0s espermatdcitos estavam presentes e 0 processo espermatogénico
encontrava-se bastante ativo em Terrgpene carolina Carolina, espécie
proveniente de Adams (Pensilvania) e Montgomery (Maryland). Julho e agosto
foram os periodos mais ativos de producdo espermatica, onde foram
observados espermatozdides maduros liberados no Iumen tubular na espécie

de tartaruga da Pensilvania, Chrysemys picta (ERNST, 1971). Em tartaruga
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Chelydra serpentina, do sudeste da Virginia, em julho e agosto observou-se um
rapido progresso espermatogénico e divisbes espermatogoniais reduzidas,
porém, nos meses de agosto e setembro observam-se espermatozdide livres
no lumen tubular desta espécie (GLESENKAMP et al.,2003). No inicio de julho
comega a espermiogénese e a maioria dos tubulos contém espermatozoides,
na metade deste més os espermatdcitos primarios e secundarios sao as
células mais abundantes do processo espermatogénico e em agosto observa-
se espermatides e espermatozéides no lumen tubular da tartaruga do Novo
México, Kinosternon flavescens flavescens ( CHRISTIANSEN & DUNHAN,
1972).

Em iguana (/guana iguana) encontrada na regido do Pantanal, Mato
Grosso do Sul, em julho, que corresponde ao periodo de seca, ocorreu maxima
atividade espermatogénica, com células germinativas em todas as fases e
espermatozoéides no lumen tubular (FERREIRA et al.,2002), semelhante ao que
foi encontrado para tartarugas, porém diferindo de outra espécie de lagarto
originado de Berkeley, California (Sceloporus occidentalis) onde este processo
ocorre do més de novembro (WILHOFT & QUAY, 1961).

No sudeste dos Estados Unidos, a espécie de crocodiliano Alligator
mississipplensis apresentou seu o0 processo espermatogénico ativo entre os
meses de junho e julho (GRIBBINS et al., 2006).

3.5. Biometria Testicular e Morfometria testicular

No que se refere ao peso testicular, as espécies de tartaruga
Lepidochelys olivacea apresentaram dados morfométricos relativos de 100g
(OWENS,1980), enquanto a tartaruga da regidao central do Alabama
(Sternoferus odoratus) 1200mg (MACPHERSON & MARION,1981). Na
espécie de lagarto (sceloporus occidentalis), o didametro tubular no més de
novembro apresentou a maior média com 241,5 ym e maior altura do epitélio
de 88,1uym (WILHOFT & QUAY, 1961). Para a tartaruga (7errapene carolina

carolina), o maior didametro tubular observado foi no més de margo com 249
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um. (ALTLAND, 1951). Tryonyx sinensis apresentou diametro tubular e altura
do epitélio seminifero nos meses de setembro e outubro com 400 um (LOFTS
& TSUI,1997). As espécies de serpentes provenientes de Grantshville e Toele -
Utah (Masticophis taeniatus e Pituophis melanoleucus) apresentaram, no més
de setembro, o didmetro tubular e a altura do epitélio seminifero de 260 ym e
65,3 um respectivamente (GOLDBERG & PARKER, 1975). Em codorna
Couturnix couturnix, de Maringa-PR, o diametro tubular e a altura do epitélio
chegou ao maximo no periodo de maior atividade espermatogénica e
apresentou valores de 400 ym e 120 ym respectivamente (AMOROSO et al.,
2008)

Durante o més de julho, na espécie de tartaruga T7errgpene carolina
Carolina, foi observado um grande numero de espermatécitos primarios
presentes e 0 processo espermatogénico encontrava-se muito ativo, com
grandes quantidades de espermatozéides maduros levados ao epididimo. Os
dados para esta espécie de tartaruga, revelaram que o indice gonadossomatico
para a ela, foi mais alto nos meses de julho (0,20 mg/g) e agosto (0,21 mg/g).
Durante as primeiras duas semanas de agosto os tubulos seminiferos sao
compostos predominantemente de espermatdcitos secundarios, espermatides,
e espermatozoides. As divisdes de espermatogdnias diminuem gradualmente
em julho e cessam no més de agosto (ALTLAND, 1951)

Os componentes principais dos tubulos seminiferos da espécie de
tartaruga Chrysemys picta sao as células de Sertoli, espermatogbnia, e
algumas espermatides residuais e espermatozoides. Esta espécie, mantida a
temperatura de 28°C, nos meses de setembro e outubro, teve a média do
indice gonadossomatico de 3,94mg/g, com epitélio germinativo ativo com
espermatozoides maduros (GANZHORN & LICHT, 1983).

Com relagao ao didmetro nuclear e células de Leydig foi observado para
a espécie de tartaruga, Tryonyx sinensis, que entre os meses de maio e
outubro a atividade espermatogénica é ativa, as células intersticiais comeg¢am a
tornar-se lipoidais, havendo um declinio na secrecdo de androgenos,
acompanhado de uma reducdo no didmetro nuclear das células intersticiais
(LOFTS & TSUI,1997). Porém, na espécie de lagarto Uromastix hardwicki, de
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Lahore (Paquistdo), em novembro, o tecido intertubular estava moderado e
consistia de um agregado de células de Leydig. As células tinham um
citoplasma vacuolizado e continham um nucleo esférico com didmetro médio
de 3,7um. Este didmetro baixo acompanhado de um aumento no didmetro dos
tubulos seminiferos, no peso testicular e com niveis de testosterona reduzidos
(JALALI et al. 1976).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizados testiculos de 9
juraras (Kinosternon scorpioides) adultos provenientes do Criadouro Cientifico
para Pesquisa em Kinosternon scorpioides da UEMA sob licenca
(1899339/2008). O material foi coletado nos meses de janeiro de 2008 e janeiro
de 2009. A pesquisa foi licenciada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Renovaveis (IBAMA-MA) sob licenga n° 12726-2 e Autorizada
pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal do Curso de Medicina
Veterinaria (CEEA/UEMA) sob protocolo n° 034/2007. No criadouro, os animais
foram mantidos em baias com a presenca de fémeas, alimentados em dias
alternados com ragao comercial para peixes (Nestlé Purina ® Pet Care

Company, Brasil), com 32% de proteina, na propor¢ao de 10g/animal.

4.2. Colheita e fixagéo dos testiculos

Na época programada para a colheita do material foram tomados dados
biométricos dos animais referentes ao comprimento e largura de carapaca e
plastrdo, altura e peso dos animais, que posteriormente foram anestesiados
com cloridrato de xilazina (4mg/kg/IM) e cloridrato de quetamina (60mg/kg/IM)
e eutanasiados pela administragdo de tiopental sédico a 2,5% (60mg/Kg/EV)
através da canulagao da veia jugular externa, de acordo com a técnica descrita
por Schumacher (1996). Posteriormente sera realizada a abertura da cavidade

celomatica, com auxilio de serra manual de aco, para a desarticulacdo da
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ponte dssea que une a carapaca ao plastrao, para a remocao das visceras,

visualizacao e retirada dos testiculos e separagao dos respectivos epididimos.

4.2 1. Fixacao em formol e inclusao em paraplast

Foram usados 3 animais, para a descricdo histolégica dos testiculos,
fixados em solucao de formaldeido a 10% por um periodo de 24 horas. Em
seguida foi realizada a desidratagcdo em concentragdes crescentes de alcool
(70°, 90° e 100°) e diafanizados em xilol, e incluidos em paraplast. Realizou-se
cortes histolégicos, com 5um de espessura corados pelas técnicas de
hematoxilina-eosina (HE) e do 4&cido periddico de Schiff (PAS) com
Hematoxilina de Harris, montadas com Entellan, e analisadas em microscopio

Carl Zeiss.

4.2.2. Fixacédo em glutaraldeido e inclusdo em resina plastica

Seis animais usados para a analise histolégica e morfométrica, tiveram
seus testiculos fixados em solugcdo de glutaraldeido a 4% em tampao fosfato
0,05M, pH 7.2, pelo tempo aproximado de 24 horas, a 4°C. Apds fixagdo, os
testiculos foram separados dos respectivos epididimos e pesados em balanca
de precisao Gehaka. A partir dos pesos testicular e corporal, foi estimado o
indice gonadossomatico (relagao percentual entre a massa testicular e o peso
corporal). Em seguida foram obtidos, de varias regides do testiculo, fragmentos
de aproximadamente 3mm de espessura que foram desidratados em
concentragdes crescentes de alcool (70° 80°, 95° e 100°) com trocas a cada
1hora. Apds a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em glicol
metacrilato (Leica Historesin Embedding Kit, Leica Instruments), e

posteriormente seccionados na espessura de 4um em micrétomo com
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navalhas de vidro. As seccdes obtidas foram coradas com azul de toluidina-
borato de sdédio a 1%, montadas com Entellan (Merck), e analisadas em
microscopio Olympus BX-41, registro fotografico foram realizados para a

devida documentacgéo.

4.3. Percentual da Tunica Albuginea

No momento da pesagem dos testiculos, a tunica albuginea foi retirada
tendo seu percentual estimado em relacdo ao testiculo. O valor percentual
médio obtido nesta abordagem foi utilizado para estimar o peso liquido do
testiculo (peso do testiculo menos o peso da tunica albuginea) na analise

morfométrica.

4 4. Analise Morfométrica do Testiculo

4.4 1. Didametro Tubular e Altura do Epitélio Seminifero

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracao
ao acaso de 30 secgdes transversais de tubulos seminiferos que apresentaram
contorno o mais circular possivel, utilizando-se ocular micrométrica de 20x,
com aumento final de 200x. Nas mesmas seccdes utilizadas para se medir o
didmetro tubular, foi mensurada a altura do epitélio seminifero, a qual foi
tomada da membrana basal até a borda luminal. O valor encontrado para a
altura do epitélio em cada tubulo representou a média de duas medidas

tomadas de forma diametralmente opostas.
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4.4.2. Proporgdes Volumétricas (%) e Volumes dos Componentes do Testiculo

As proporgdes volumétricas (%) foram estimadas utilizando-se reticulo
com 441 intersecgdes (pontos) por campo, em aumento de 400x. Para cada
animal foram analisados 15 campos, escolhidos ao acaso, perfazendo um total
de 6615 pontos. Do compartimento tubular foi avaliados a tunica prépria,
epitélio seminifero e lumen; enquanto que do compartimento intertubular foram
analisados as células de Leydig, células e fibras do tecido conjuntivo, e vasos
sanguineos e linfaticos. O volume de cada componente testicular, expresso em
mL, foi estimado a partir do conhecimento do volume liquido do testiculo. Como
a densidade do testiculo € muito proxima de 1 (1,03 a 1,04; Franga, 1991, Leal

& Franga, 2006) o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

4.4.3. Comprimento Total dos Tubulos Seminiferos

O comprimento total dos tubulos seminiferos (CT) por testiculo,
expresso em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado
pelos tubulos seminiferos no testiculo, e do didmetro tubular médio obtido para
cada animal. A seguinte formula foi empregada (ATTAL & COUROT, 1963;
DORST & SAJONSKI, 1974):

CT = VTS/nR?

Onde, VTS é o volume total dos tibulos seminiferos no testiculo, e nR? é a

area da seccgao transversal de tubulos seminiferos (R = didmetro tubular/2).

O comprimento do tubulo seminifero por grama de testiculo corresponde a
razao entre o comprimento tubular total e o peso liquido do testiculo (peso total
do testiculo menos o peso da tunica albuginea). Pelo fato do mediastino
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testicular ser muito pequeno e pouco evidente o valor percentual do mesmo foi

desprezado.

4.5. Volume Individual e Niamero de Células de Leydig por Testiculo

O célculo do volume individual das células de Leydig foi investigado
empregando-se reticulo com 441 intersecgdes (pontos), em aumento de 400x.
Mil pontos sobre o citoplasma e o nucleo das células de Leydig foram contados
por animal, com a finalidade de se determinar a proporc¢ao (%) entre nucleo e
citoplasma. Em outra etapa, o didmetro nuclear médio destas células foi obtido
com o auxilio de ocular micrométrica 10x acoplada a objetiva de 100x,
resultando em aumento final de 1000x. Trinta nucleos de células de Leydig
foram medidos para cada animal. Os nucleos medidos foram aqueles que
apresentaram o contorno mais arredondado possivel e com cromatina
perinuclear e nucléolos bastante evidentes. A partir dos dados acima obtidos
foram aplicadas as formulas abaixo e calculados o volume nuclear, o volume
do citoplasma e, consequentemente, o volume da cada célula de Leydig, por

animal. Estes valores foram expressos em micrémetros cubicos.

Volume nuclear = 4/37R?3, onde R = raio nuclear
Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear /% nucleo

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico

De posse do volume (um®) das células de Leydig, da proporgéo
volumétrica (%) das mesmas no testiculo e do volume total (mL) ocupado por
estas células no testiculo, calculou-se o numero de células de Leydig por

testiculo e por grama de testiculo, em cada animal.
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4.6. Dosagem de Testosterona

4.6.1. Validagdo dos conjuntos diagndsticos

A falta de um conjunto de reagentes especificos para a espécie em
estudo tornou-se necessario validar os testes executados. Essa validagao
permitiu verificar se as amostras apresentavam um padrdo de resultados
compativel com o esperado, diante de diluicdes especificas. Isto significaria
que os hormdnios contidos nas amostras ligar-se-iam aos anticorpos contidos
no teste de forma homogénea. Para tanto, foi realizada a validagdo do conjunto
diagndéstico comercial para uso em soro de fémeas de jurara.

A técnica de paralelismo utilizando matriz depletada consiste em indicar
se os horménios da espécie que se quer estudar estdo interagindo com o
anticorpo do conjunto diagnostico de forma similar ao horménio usado como
padrao.

Foi utilizado um pool de amostras de baixa concentracdo hormonal
(valores préximos aos limites inferiores da curva padrdo). A esta amostra
adicionamos valores conhecidos a fim de aproxima-los aos pontos da curva

padrao fornecidos pelo conjunto diagndstico.

4.6.2. Coleta do material para obtencao dos niveis de testosterona

Para a realizacdo das dosagens hormonais foi coletado sangue de
6 juraras, diretamente do seio cervical dorsal com uma seringa de 3ml e agulha

25x7. Posteriormente o sangue foi centrifugado e o soro armazenado em tubos
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de microcentrifugas 1,5ml eppendorffes e armazenado em freezer a -20°C,
conforme método recomendado por (OWENS & RUIZ,1980)

4.6.2. Procedimento do radioimunoensaio (RIA)

Para dosagem de testosterona sérica usou-se a técnica de
radioimunoensaio (RIA) em fase soélida, por meio de conjunto diagnostico
comercial (COATA—COUNT Testosterone, Siemes) desenvolvido para
avaliagdo quantitativa de testosterona em soro humano. Estes conjuntos
diagnésticos utilizam como elemento tragador o horménio marcado com '#| e
apresentam pouca reacao cruzada com 0s precursores especificos para cada
hormébnio estudado. Todos os parametros de controle de qualidade dos ensaios
hormonais foram analisados conforme rotina empregada no Laboratério de
Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de Reprodugao da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP.

4.7. Analise Estatistica

Os resultados obtidos através das analises morfométricas dos testiculos
foram expressos como média e erro padrao, e a analise de correlacao entre os
diversos parametros foi obtida com auxilio do programa STATISTICA 6.0, onde

o nivel de significancia considerado foi de p< 0,05.

39



40



RESULTADOS E DISCUSSAO




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Maturidade sexual de jurara

Baseado nos modelos disponiveis na literatura, os animais utilizados
neste experimento foram considerados adultos e maduros sexualmente, pois
apresentaram média de comprimento de carapaca, plastrao e peso corporal
respectivamente de 13,5cm; 11,6cm e 330,58, com a presenga de
espermatogénese ativa, observado na analise histoldgica. Estas caracteristicas
foram observadas para a mesma espécie (Kinosternon scorpioides) por Castro
et al. (2006) onde esta espécie foi considerada adulta com média de
comprimento de carapaca e plastrao respectivamente de 14,8 e 12,3cm. Da
mesma forma, Christiansen & Dunhan (1972) utilizaram como critério para
determinar a maturidade de machos de Kinosternon flavescens flavescens a
presenca de espermatozéides no testiculo e no epididimo, porém o macho
maduro mais jovem desta espécie estudada tinha 6 anos e 10cm de carapaga,
sendo portanto de tamanho menor aos juraras desta pesquisa, mesmo sendo
espécies de mesma ordem. Por outro lado, a espécie de tartaruga Chelydra
serpentina, apresentou carapaga com tamanho de 17,1cm com maturidade
sexual observada com presenga de espermatécitos secundarios, espermatides
arredondadas e espermatozoides maduros no lumen tubular (MURPHY &
WHITE,1973; GLESENKAMP et al.,2003). Estes valores foram variaveis,

porém bem proximos, entre os juraras e as espécies pesquisadas.
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5.2. Caracteristicas histolégicas do testiculo

Os testiculos de jurara encontravam-se envolvidos por uma capsula de
tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea, circundando os tubulos
seminiferos e fornecendo sustentagédo. (Fig.1A). Estes achados também foram
observados por Goldberg & Parker (1975) em testiculos das serpentes
Masticophis taeniatus e Pituophis melanoleucus, em que os tubulos
seminiferos mostravam-se como uma massa cercados pela capsula de tecido
conjuntivo, a tunica albuginea, com septos circundando estes tubulos.

O epitélio seminifero de jurard encontrava-se envolvido por uma tunica
prépria (Fig. 1C) e formando a superficie externa dos tubulos seminiferos onde
se observava a presenga de multiplas células germinativas em todas as fases,
desde a camada basal até o lumen, mostrando o processo espermatogénico
completo (Fig. 1C). Neste aspecto Xiangkun et al., (2007) descreveram, para a
espécie de tartaruga Trionyx sinensis que a espermatogénese ativa é
caracterizada pelo aparecimento de células em proliferagéo regular arranjadas
no epitélio seminifero.

As células de Sertoli do jurara estao localizadas na camada basal dos
tubulos seminiferos proximas as espermatogbnias (Fig. 2C, 2D).
Morfologicamente caracterizam-se por apresentarem um nucleo piramidal, com
um nucléolo evidente, com granulos de cromatina dispersos na membrana
nuclear. Caracteristica semelhante foi observada nas espécies de lagartos
sceloporus occidentalis e Leiolopisma rhomboidalis, onde essas células
apresentavam nucleo piramidal ou raramente ovoide com nucléolo grande e
membrana nuclear proeminente e finos granulos de cromatina dispersos
(WILHOFT & QUAY, 1961; WILHOFT, 1963). Em espécies de serpentes
Thamnophis sirtalis, Thamnophis tetraenia e Thamnophis elegans, originadas
da Peninsula de Sédo Francisco (Califérnia), as células de Sertoli obliteram o
[Umen dos tubulos seminiferos nos meses de inverno, retornando a periferia
tubular durante o periodo de espermatogénese ativa que ocorre na primavera

(FOX, 2005). No que se refere ao posicionamento destas células no tubulo
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seminifero ndo foi observado em jurara obliteracdo do lumen no periodo
avaliado.

A descrigao preliminar das células espermatogénicas dentro do testiculo
de jurara foi baseada em caracteristicas morfolégicas de mamiferos, conforme
metodologia descrita por Russell et al (1990) e também utilizada por Gribbins et
al (2006) em Alligator mississippliensis o qual descrevem a espermatogénese
dividida em trés fases: a proliferativa ou mitdtica, a meidtica e a
espermiogénica ou maturacional. Dessa forma observamos em jurara, na fase
proliferativa ou mitética, dois tipos distintos de espermatogénias, localizadas
em contato com a membrana basal do epitélio seminifero. A espermatogdnia
tipo A que possuia um nucleo de formato ovéide com nucléolo proeminente e
cromatina firmemente granular. A espermatogbnia tipo B com nucleo
proeminente (Fig.2A,C). Na fase meidtica, estas células sao caracterizadas por
seu nucleo aumentado, com cromatina nuclear em condensagao gradual,
passando para a fase de espermatécito primario em leptdéteno apresentando-se
com delgados filamentos de cromatina ocupando todo o nucleo da célula (Fig
2C). Foram observados espermatocitos primarios em fase de paquiteno em
maior quantidade no epitélio seminifero, com nucleo grande, fibras de
cromatina bastante espessa em relagéo ao leptéteno (Fig 2C e E). Além disso,
foi possivel observar a fase de espermatdcito primario em dipléteno, com fibras
de cromossomos condensados e com areas translucidas de nucleoplasma
grande (Fig. 2E). A fase de espermatdcito primario em metafase observada no
epitélio seminifero do testiculo de jurara, apresentavam condensagao de
cromossomos, localizados na placa equatorial desta célula, sem limites
nucleares aparentes (Fig 2F). Espermatdcitos secundarios (Fig. 2C) séo
freqientes e localizados na regidao intermediaria do epitélio seminifero,
possuem caracteristicas morfologicas semelhantes as espermatides com
nucleo visivelmente maior que os das espermatides arredondadas (Fig 2D).
Também foram observados espermatécitos em segunda divisdo meidtica no
epitélio seminifero de jurards, apresentando nucleo menor que o0s

espermatocitos em metafase | (Fig 2F).
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Na fase espermiogénica foram observadas espermatides arredondadas
e alongadas, estas podem estar agrupadas, formando feixes e ainda nesta
mesma fase sao observados espermatozdides liberados no Iumen do tubulo
seminifero (Fig. 2C,D). Em relacdo a descrigdo morfologica das fases
espermatogénicas (espermatogonial, meidtica e espermiogénica) ndo foram
encontrados relatos, na literatura pesquisada, para aves, tartarugas e outras
espécies de répteis, exceto aos crocodilianos da espécie Alligator
mississipplensis, descritos por Gribbins et al (2006), que relataram a presencga
destas fases, com caracteristicas bastante semelhantes as encontradas nos
testiculos de jurara. Porém, devido ao método utilizado por nds, nesta
pesquisa, nao foi possivel identificar com detalhes, em jurara, todas as fases
espermiogénicas ja relatadas na literatura, inclusive para a espécie Alligator
mIiSsIsSSippiensis.

O espaco intersticial do testiculo de jurara apresentou vasos
sanguineos, espacos linfaticos (Fig 1B) e células de Leydig dispostas de forma
isolada ou agrupadas (Fig 2D), nucleo das células de Leydig esféricos e
citoplasma vacuolizado contendo, provavelmente, granulos de lipidios. Estas
células sao responsaveis pela producao de testosterona, sendo sua presenca
importante para a determinacdo dos niveis deste horménio. Dados
semelhantes aos encontrados em jurard sao relatados em lagartos das
espécies Sceloporus occidentalis e Leiolopisma rhomboidalis por Wilhoft &
Quay (1961) e Wilhoft (1963) e também nas serpentes Thamnophis sirtalis,
Thamnophis tetraenia e Thamnophis elegans (FOX, 2005)

5.3. Atividade espermatogénica

Os testiculos de jurara encontravam-se histologicamente com a
espermatogénese completa, pois havia células germinativas em todas as fases
espermatogénicas e presenca de espermatozdides liberados no lumen tubular
(Fig. 1A), o que permitiu confirmar nestes animais, criados em cativeiro, que

eram sexualmente maduros. Processo espermatogénico completo, semelhante
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ao observado em jurara, foi também retratado para outras espécies de répteis
em diferentes periodos do ano, como no més de julho, por Altland (1951);
Ernest (1951) e Gribbins et al (2006) que confirmaram presenga de
espermatogbnias, espermatocitos primarios em diferentes estagios,
espermatides arredondadas e alongadas e espermatozoides no lumen tubular
de tartarugas T7errapene carolina Carolina (Adams-Pensilvania e Montgonery-
Maryland), Chrysemys picta (Pensilvénia) e em crocodilo Alligator
mississippliensis (sudeste dos Estados Unidos). Também foi descrito
espermatogénese completa ocorrendo no més de agosto por White & Murphy
(1973) e Christiansen & Dunhan (1972) em Chelydra serpentina (Rutherford,
Tennessee) e em Kinosternon flavescens flavescens (Novo México), No més
de setembro foi observado em tartaruga 7rionyx sinensis (Sul da China) por
Lofts & Tsui (1977) e em outubro para pato doméstico, Anas platyrhynchus
(Jaboticabal-SP) por Simdes et al (2005). A maioria destes relatos demonstra
que estas espécies tinham periodos reprodutivos que variaram entre os meses
de julho a outubro, fato este que pode estar relacionado ao ciclo sexual anual
descrito para cada uma delas. Estudos posteriores, nos periodos seco e
chuvoso, serado realizados para verificar se existe sazonalidade reprodutiva em

juraras mantidos em cativeiro.

5.4. Analise Morfométrica dos testiculos

5.4.1. Biometria Testicular e indice Gonadossomatico

Os dados biométricos e o indice gonadossomatico (IGS) dos testiculos
de jurara estdo apresentados na Tabela 1, onde se observa valores médios do
peso corporal e testicular de aproximadamente 330,6g e 792,5mg,
respectivamente. O indice gonadossomatico encontrado para esta espécie foi
de aproximadamente 2,39mg/g (equivalente a 0,48%). Neste aspecto a

46



tartaruga T7errapene carolina carolina descrita por Altland (1951) apresentou
indice gonadossomatico de 2 mg/g e a Chrysemys picta 4mg/g. (GANZHORN
& LICHT, 1983). Estes resultados demonstram que as espécies aqui discutidas
tinham peso corporal e testicular bem préximo ao jurara.

A média do peso testicular de jurara foi de 792 mg, enquanto os tubulos
seminiferos ocuparam 79,64% do parénquima testicular, desse total 72,07%
estar preenchido pelo epitélio seminifero, enquanto o limen tubular e a tunica
prépria ocuparam respectivamente 6,62% e 0,95%. De um total de 20,4% do
compartimento intertubular 5,91% encontra-se preenchido pelas células de
Leydig e 7,35% por tecido conjuntivo. O didmetro tubular e a altura do epitélio
seminifero ficam respectivamente em torno de 348 ym e 118,6 ym. Com
relacdo ao comprimento tubular foi encontrada média de 8,4 metros por grama
de testiculo e 6,28 metros por testiculo. Para o comprimento tubular total por
testiculo houve correlagéo significativa com o peso testicular (r= 0,94), volume
tubular (r= 0,97) e indice gonadossomatico (r= 0,90). Com referencia ao peso
testicular foi descrito por Owens (1980) para Lepidochelys olivacea peso médio
de 100 g e por Macpherson & Marion (1981) para Sternoterus odoratus peso de
1200 mg, mostrando valores variaveis em relagdo ao jurara por se tratar de
espécies de tamanhos diferentes. Em relagdo ao didmetro tubular foram
encontrados na literatura consultada, para tartarugas, valores varidveis entre
120 a 250 ym nas espécies Terrapene carolina carolina, Tryonyx sinensis,
Chrysemys picta e sternoferus odorafus segundo Altland (1951); Wilhoft &
Quay (1961); Ernest (1971); Lofts & Tsui (1997). No que se refere a altura do
epitélio seminifero, somente Mitchell (1985) descreveu que o Sternotferus
odoratus apresentou média de 34,99 um no estagio 6 da espermatogénese
(atividade esperamatogénica maxima). Este € um dado que ndo se aproxima
dos obtidos para o jurara.

Sobre o aspecto dos volumes ocupados pelos diferentes componentes
do parénquima testicular, os quais sao listados na Tabela 2, ndo foi possivel
identificar na literatura pesquisada autores que fizessem relatos a eles, por
outro lado, aqui sera descrito os dados obtidos em jurara. Para isso foi

necessario estimar o volume liquido médio encontrado nos testiculos, o qual foi
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obtido utilizando-se o valor médio encontrado para a tunica albuginea que
ocupou 6,04% do testiculo. Dessa forma, verifica-se que o valor encontrado
para o volume liquido do testiculo foi de aproximadamente 748,3 ul, sendo os
tubulos seminiferos responsaveis por cerca de 601,5 yl do volume deste 6rgao.
Observa-se também que o volume ocupado pelas células de Leydig € de
aproximadamente 43,3 pl, apresentando baixa correlagdo com o volume

ocupado pelos vasos sanguineos (r= 0,17).

5.5. Morfometria e Populagdo de Células de Leydig

Os dados relativos as células de Leydig (Fig 2C) foram obtidos a partir
da analise morfométrica dos testiculos, tomando-se como pontos principais de
referéncia o volume ocupado por elas no compartimento intertubular e o
volume individual das mesmas. Desta forma, a Tabela 3 mostra que cada
célula apresenta volume de aproximadamente 738 pm®, sendo o ntcleo e o
citoplasma responsaveis por cerca de 26,3% e de 73,7 % desse volume,
respectivamente. A partir do volume das células de Leydig foi possivel estimar
que o testiculo de jurard possui aproximadamente 59 milhdes desse tipo
celular, enquanto que 80 milhdes destas células sdo encontradas por grama de
parénquima testicular. O didmetro nuclear, encontrado foi de 7,2 ym. O namero
de células de Leydig por testiculo ndo apresentou correlagdo positiva com o
peso corporal (r= 0,15) e nem com o volume de vasos sanguineos (r= 0,36).
Dentre os autores, foi relatado por Lofts & Tsui (1977) em tartaruga 7ryonyx
sinensis a redugcdo no didmetro nuclear das células intersticiais em periodo de
atividade espermatogénica, sem descricgdo de valores numéricos dessas

células, como os apresentados para o jurara.
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5.6. Dosagem de Testosterona

Os valores para os niveis de testosterona de jurara sexualmente
maduros foram expressos em picograma (pg/ml) de soro por demonstrarem
niveis muito baixos. A média do nivel sérico desse hormonio foi de 9,76 pg/ml,
com variagao individual de 2,92 a 16,77 pg/ml. Dados de declinio desse
androgeno foram observados por Lofts & Tsui (1977) no Tryonyx sinensis,
espécie de tartaruga, porém eles nao relataram os valores séricos. Por outro
lado, Ganzhorn & Licht (1983) em Chrysemys picta, em periodo ativo da
espermatogénese, descrevem variagdes nos niveis desse hormdnio, ora
aumentados (1,9ng/ml) ora reduzidos (< 0,3ng/mL). Percebe-se que os valores
referendados para essas espécies de tartarugas apresentam-se semelhantes
no que se refere a redugéo dos niveis de testosterona encontrados para jurara,
justifica-se que os valores encontrados para o jurara sédo inéditos pois ndo ha

na literatura relato semelhante.
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FIGURA 1: Aspectos histologicos do testiculo de jurara sexualmente maduro: A- tunica albuginea (Ta);
septo de tecido conjuntivo denso da tunica albuginea (S); B- Espaco linfatico (seta); C- Lumen tubular (£);
epitélio seminifero (ES); Tunica prépria (seta); D- Tubulos seminiferos (Ts); vasos sanguineos (seta).
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e~ : gl :
FIGURA 2: Componentes celulares dos testiculos de juraras sexualmente maduros. Azul de toluidina: A-
Espermatozoide (E); Paquiteno (P); B- Figuras de mitose em espermatogbnias (Mi); C-; Espermatogbnia
tipo (A); Espermatogbnia tipo (B); célula de Sertoli (S); Leptéteno (L); Zigéteno (Z); Paquiteno (P);
Espermatdcito secundario (II) Espermatide alongada (Al); D-; Espermatide arredondada (Ar) ; Paquiteno
(P); célula de Sertoli (S); agrupamento de células de Leydig (setas); E- Paquiteno (P); Dipléteno (D);
Espermatide alongada (Al); F- Espermatide arredondada (Ar); Espermatdcito secundario (Il); Metafase | (MI)
e Metafase Il (MII).

51



Tabela 1 . Biometria e morfometria do testiculo de juraras sexualmente maduros. Sao

Luis-MA, 2009.

Parametro Média + E.P.
Peso Corporal (g) 330,58 +5,7
Peso Testicular (mg) 792,50 +106,2
Testiculo Direito 801,67 +105,7
Testiculo Esquerdo 783,33 +£119,6
Indice Gonadossomatico (%) 0,48 +0,1
Propor¢ao Volumétrica
(%)
Total De Ttbulos Seminiferos 79,64 +2,7
Thnica Propria 0,95 +0,1
Epitélio Seminifero 72,07 +3,1
Lamen 6,62 +14
Espaco Intersticial 20,36 +2,7
Célula de Leydig 5,91 +0,4
Tecidos Conjuntivos 7,35 +0,6
Vasos Sangiiineos
Parede Vascular 0,86 +0,2
Lumen Vascular 1,70 +0,23
Espaco Linfatico 4,54 +2,1
Diametro Tubular (um) 347,78 +3,6
Altura do Epitélio Seminifero 118,64 +7,0
Comprimento do Tubulo Seminifero
Por Grama de Testiculo (m) 8,40 +0.3
Total por Testiculo (m) 6,28 +0,8
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Tabela 2. Volume (ul) dos diferentes componentes dos testiculos de juraras sexualmente
maduros. Sao Luis-MA, 2009.

Parametro Média +E.P.
Testiculo Liquido (parénquima) 747,92 +103,7
Tubulos Seminiferos 601,23 + 87,5
Thnica Propria 6,76 +1,1
Lamen 4543 + 8,0
Epitélio Seminifero 549,05 + 84,6
Espaco Intersticial 146,69 + 23,5
Célula de Leydig 43,22 +6,2
Tecidos Conjuntivos 56,29 +10,8
Vasos Sangiliineos
Parede Vascular 6,19 +1,5
Lumen Vascular 13,28 +3,1
Espacgo Linfatico 27,70 +94

Tabela 3. Morfometria ¢ nimero de células de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo em juraras sexualmente maduros. Sao Luis-MA, 2009.

Pardmetro M¢édia +E.P.
Diametro Nuclear (um) 7,2 +0,1
Volume da Célula de Leydig (um?) 7379 + 38,3
Volume Nuclear (um?) 192,0 +4.5
Volume Citoplasmatico (um?) 5459 + 36,5
Propor¢ao Volumétrica (%)
Nucleo de Célula de Leydig 26,3 +1,3
Citoplasma de célula de Leydig 73,7 +1,3
Numero de Células de Leydig por grama de Testiculo (x 10°6) 80,5 +5,4
Numero de Células de Leydig por Testiculo (x 1076) 59,8 +9,2
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CONCLUSAO




6. CONCLUSAO

Os resultados permitram afirmar que os juraras encontravam-se
sexualmente maduros e com espermatogénese ativa, no periodo pesquisado, o
que foi comprovado pela presenga das células germinativas em diferentes
fases de desenvolvimento, com espermiacdo no Iumen tubular, pela
caracterizacdo morfométrica do testiculo e ainda com niveis hormonais
considerados baixos quando comparados aos de outros quelbnios,
demonstrando, desta forma, dados inéditos para a espécie através desta

pesquisa.
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