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RESUMO

A identificacdo do sexo em tartarugas é feita pela andlise morfoldgica das
gbnadas. O exame é feito de forma visual utilizando um estereomicroscépio ou
histologico por meio da andlise microscopica. A sexagem visual requer experiéncia do
observador, no entanto, diversas falhas ocorrem devido as semelhancas anatémicas
entre as gbnadas, as quais dependem do grau de maturacdo. Baseado nisso, 66
exemplares de filhotes de tracaja, Podocnemis unifilis (Testudines: Podocnemididae)
provenientes do municipio de Terra Santa (Estado do Pard) e Oriximina (Estado do
Amazonas) foram sexados por dois examinadores diferentes (um mais experiente, LFM-
1; e outro de menor experiéncia, LMF-2). No geral, a correspondéncia entre os dois
observadores é positiva. Mas o grau de acerto é baixo, apenas cerca de 62% de
congruéncia no geral. As discordancias sdo maiores nos machos (54,3%) que nas fémeas
(43,2%). Provavelmente, as finas e delicadas estruturas gonadais do tracaja dificulta a
sexagem. Ainda que se adote os critérios estabelecidos para tartaruga da Amazobnia
(Podocnemis expansa), o grau de acerto para tracaja € menor que na tartaruga. Os erros
foram normalmente cometidos devido as semelhancas entre as estruturas das gbnadas.
Essas inconsisténcias serdo resolvidas na segunda fase do projeto, apds a sexagem
histologica que é conclusiva.

Palavras chave: Podocnemididae, sexagem visual, anatomia gonadal, tartarugas
aquaticas, testiculos, ovarios.



1. INTRODUCAO

1.1 Métodos de identificacdo sexual em filhotes e juvenis

Em diversos répteis, incluindo em tartarugas, a determinacdo sexual é
dependente da temperatura de incubacdo (TSD) descrita pela primeira vez em lagartos
em 1966 (Wilbbels, 2003), desde entdo esta descoberta tornou-se um consenso. Em
relacdo as tartarugas, uma determinada faixa de temperatura, onde mais baixas, produz
um maior numero de machos enquanto que outra, temperaturas maiores, tendem a
produzir mais fémeas, existindo ainda um intervalo de transicdo onde sdo gerados
ambos os sexos (Owens, 1997).

Como posto que o sexo é dependente da temperatura, a definicdo da proporc¢do
sexual torna-se particularmente significativo a esta espécie. A temperatura do globo
vem aumentado nos Ultimos anos e, com isso, pode produzir um impacto sobre as
populacdes de queldnios, fazendo com que seja necessaria a manipulacdo do
homem para evitar a producdo de apenas um sexo (Mrosovsky, 1994). A sexagem
em individuos adultos na maioria das espécies de tartarugas pode ser realizada por
meio da morfologia externa a partir do formato do plastrdo e altura da cauda dos
animais (Pritchard; Trebbau, 1984; Molina; Rocha, 1996), no entanto em individuos
imaturos isto ndo é possivel (Owens et al.,1978), embora que para modelar uma
populacdo é necessario conhecer a razdo sexual, uma vez que podem afetar a taxa
reprodutiva futura da populacdo (Delgado, 2010).

Em razao dos filhotes de tartarugas, na maioria das espécies, ndo possuirem
caracteristicas externas que possam ser utilizadas para a diferenciacdo sexual, levando
entdo a necessidade de realizar a identificagcdo sexual através de outros
meétodos, algumas técnicas foram desenvolvidas (Larios, 1999), entretanto uma das
grandes dificuldades na identificacdo sexual dos filhotes é a complexidade dos métodos
usados na sexagem (Wibbels, 2003). Portanto, dada a auséncia de caracteristicas
sexuais morfologicas externa e confidveis para identificacdo do sexo em tartarugas, 4

metodologias sdo atualmente mais usadas para sexagem:



a) a visualizacdo direta da gbnada, no caso de animais mortos incluindo
recém-eclodidos e juvenis, de preferéncia com validacdo histoldgica (Mrosovsky &
Benabib, 1990; Malvasio, 2002).

b) a visualizacdo direta da gbnada através de laparoscopia de animais vivos, no
caso de juvenis e sub-adultos (Limpus, 1985; Wibbels, 1999).

c) indiretamente determinando valores hormonais, que se correlacionam com
0 sexo (Xia, 2011; Owens, 1997).

d) Histologicamente, que é considerada a mais segura (Malvasio, 2012).

Enguanto a visualizacdo direta da gbnada, seja em animais mortos ou sob a
laparoscopia, baseia-se em a diferenciacdo macroscopico e/ou microscépico das
gbnadas em testiculos ou ovarios, a sexagem hormonal baseia-se no fato de que os
machos tém niveis mais elevados de testosterona do que fémeas. Técnicas cirurgicas
invasivas como a laparoscopia devem ser evitadas, apesar de ser um método confidvel,
existem dificuldades em se realizar o mesmo a campo, pois além de consumir grande
periodo de tempo, € extremamente invasivo e requer treinamento cirdrgico prévio
(Wibbels et al., 1987; Witzell et al., 2005) o que ¢é logisticamente dificil para amostras
grandes (Owens, 1997). Existem também os limites fisicos para o procedimento, estes
incluem: (1) As tartarugas devem ser grandes o suficiente para acomodar o
laparoscopio 2,7 milimetros e (2) deve haver espaco suficiente entre o laparoscopio e a
gbnada de modo que as caracteristicas possam ser observadas, ou seja, em tartarugas
recém-eclodidas o vitelo deve ser absorvido totalmente para ndo evitar o alcance
(Wyneken , 2007).

Quanto a visualizacdo das gbnadas, esta pode produzir resultados duvidosos,
pois existem espécies onde as gbnadas ndo apresentam diferenciacdo nitida entre
machos e fémeas, devendo ser utilizado a avaliacdo histoldgica das gbnadas para a
confirmacdo em casos duvidosos devido a técnica ser segura e eficaz (Godfrey;
Barreto; Mrosovsky, 1997; Wibbels, 2003).

Embora os sistemas genitais sejam diferentes entre machos e fémeas, um sexo
frequentemente possui rudimentos das estruturas caracteristicas do outro. Durante a
identificacdo do sexo estes individuos sdo considerados intersexos. O termo refere-se a

um individuo de qualquer espécie que exibe ambas as caracteristicas de sexo masculino

e feminino (Limpus et al.,, 1982). Isto acontece devido ao fato de que durante algum



tempo durante a vida embrionaria ocorra um estdgio que a gbnada se apresenta
bipotencial, com caracteristicas de ambos os sexos. As gbdnadas podem atingir
tamanhos considerdveis sem mostrar caracteristicas especificas de ovarios ou
testiculos, podendo ser facilmente confundida, apresentando um grau considerdvel de
potenciais membros de ambos os sexos (Delgado, 2010). No entanto, ndo parece um
cendrio sexual definitivo, posteriormente as gbénadas se tornam especificamente
testiculos ou ovdrios, e somente estruturas acessodrias adequadas para um sexo ou
outro continuam o seu desenvolvimento. As estruturas ndo pertinentes, caracteristicos
do sexo oposto, geralmente cessam o desenvolvimento e pode ser reabsorvidas
(Merchant — Larios, 1989).

Vogt (1994) afirma que a histologia é uma técnica bastante adequada para
a identificacdo sexual dos filhotes de tartarugas, entretanto, esta técnica sé deve
ser usada em casos de duvida, pois é trabalhosa e requer a morte dos animais.
Estudos em Caretta caretta sobre a analise da morfologia externa das gbnadas,
com posterior estudo histoldgico, concluiram que o exame macroscopico das
gbnadas ndo é suficiente para identificar o sexo dos filhotes recém-eclodidos, sendo
necessaria uma avaliacdo histolégica (Yntema, 1981). No entanto, Souza e Vogt
(1994) obtiveram para Podocnemis unifilis um nivel de concordancia de 80%.
Em filhotes de Tartarugas, ainda ha controvérsias a despeito da metodologia
mais eficiente para sexagem.

Levando em conta os problemas descritos, a dosagem hormonal de
estradiol, testosterona e progesterona, surge como um método alternativo
menos invasivo, a analise dos niveis de hormobnios tem sido sugerida como um
procedimento alternativo, que pode ser realizado através de Radioimunoensaio
(RIA) que é preciso, confidvel e consiste na coleta de sangue (Wibbels et al,
1987, Owens et al, 1978), porém é caro e de dificil acesso. Todavia, a fim de
caracterizar melhor o dimorfismo entre os sexos a andlise também pode ser realidade
pelo Ennzyme Linked Immuno Sorben Assay (ELISA) que possui as mesmas caracteristicas
e o custo € menor. Neste estudo, foi utilizada uma avaliagdo combinada dos niveis
hormonais, métodos visuais e histoldogicos para sexagem de filhotes de Podocnemis

unffilis.



1.2 A espécie Podocnemis unifilis

Podocnemis unifilis ¢ uma espécie pertencente ao género Podocnemis
pertencente e a familia Podocnemididae de cagados, ou tartarugas de agua doce,
comum em rios da América do Sul. A tartaruga Podocnemis unifilis, € conhecido
popularmente no Brasil como tracaja, é considerada uma importante fonte de ovos e
carne e constitui uma atividade econémica para o os ribeirinhos que as usam como
proteina de alto valor em suas dietas (Fachin, et al., 1997). Dentre as espécies do
género, P. unifilis é a segunda espécie em propor¢des de tamanho, sendo menor
somente que a tartaruga gigante da Amazdnia (P. expansa). A espécie possui carapaca
achatada dorsoventralmente, de coloragcdo marrom ou verde oliva, que ndo ultrapassa
70 cm de comprimento (IBAMA, 1989). O dimorfismo sexual é evidente em animais
adultos, sendo os machos de menor tamanho e cauda maior e as fémeas de maior
tamanho e com cauda menor, entretanto recém-eclodidos e juvenis ndo apresentam
caracteristicas sexuais externas (Salera-Junior e Malvasio, 2005). A maturidade sexual

supBe-se que ocorra por volta dos sete anos (Valenzuela, et al., 2004).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral do projeto
Identificagdo sexual por meio da analise hormonal, histolégica e visual das

gbnadas de filhotes recém-eclodidos de tracajas, P. unifilis.

2.2 Objetivos especificos do projeto
Principais analises sdo para:
- Andlise dos seguintes hormonios: testosterona, progesterona, estradiol em
filhotes de Tracajas, P. unifilis.
- Sexagem através da histologia de gbnadas de filhotes recém-eclodidos
de tracajas, P. unifilis.
- ldentificacdo do sexo pela visualizacdo de caracteristicas morfoldgicas

das gbnadas de filhotes de tracajas, P. unifilis.



-Relacionar os dados hormonais, visuais e morfométricos das gdnadas

dos filhotes de tracaja.

3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Animais

Foram utilizados 47 animais da espécie Podocnemis unifilis (Figural) que foram

abatidos e cedidos pelo Projeto Pé-de-pincha (http://pedepincha.com.br). Foram

oriundos do municipio de Oriximina/Pa (01° 45' 36" S/55° 51' 45" O) e do tabuleiro de
Alianca, no municipio de Terra Santa/Pa (02° 06' 15" S/56° 29' 13" W) (Figura 2).
Adicionalmente mais 6 individuos de Terra Santa/Pa, do mesmo periodo de desova,
porém de um ano anterior (2014).

Os tracajas pesavam 10,6+2,1 g, comprimento da carapaca de 38,7+2,7 mm,
comprimento do plastrdo de 36,10+2,56 mm. Os exemplares de tracajas foram filhotes
recém-eclodidos com tempo de vida em até dez dias de vida. Os animais foram
mantidos por uma semana no Laboratério de Morfologia Funcional/ICB em
temperatura ambiente. Apds as biometrias, os tracajas foram abatidos. Antes do abate,
os animais foram submetidos a hipotermia. A baixa temperatura induz o animal a um
estado de torpor e evita procedimento desumano para o abate. Imediatamente apds o
abate, o sangue foi retirado e mantido em gelo. Apds isso, os animais foram fixados em
glutaraldeido tamponado (GTA 2,5 %) e/ou formalina tamponada (10%) durante 24
horas. Apds essa etapa foram pos-fixados em etanol 70% para posterior sexagem em
estereomicroscépio. Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Morfologia
Funcional do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Amazonas

(LMF/DM/UFAM).


http://pedepincha.com.br/
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Figura 2- Localidade de origem dos tracajas recém-eclodidos. Municipios de Terra Santa e
Oriximina, localizados no estado do Pard (imagem retirada do Google Earth).

3.2 Coleta de sangue

Antes da eutanasia dos animais, amostras de sangue foram retiradas da veia
femoral por meio de uma seringa de 1 ml previamente heparinizada repassado para
tubos de ensaio contendo heparina, o anticoagulante utilizado em tartarugas para
obtencdo de plasma. Este sangue foi armazenado em local refrigerado. O tempo entre a
coleta e a centrifugagdo ndo passou de uma hora. O plasma foi separado por meio de

centrifugacdo (5.000 rom por 1 minuto) do sangue total e foi posteriormente
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armazenado em -609C para as andlises dos hormodnios esterdides (testosterona,
progesterona e estradiol) pelo método ELISA.
3.3 Analises dos hormonios esteroides
As amostras de plasma foram analisadas por ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay), especificos para a testosterona, estradiol e progesterona. Para
a analise as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e numeradas para
identificacdo. Os hormonios: testosterona, progesterona e estradiol foram avaliados
conforme metodologia abaixo descrita.

3.3.1 Extragdo dos horménios

Para extracdo das amostras para analises dos hormoénios o liquido de 50ul de
plasma foi diluido em cinco vezes a quantidade do solvente, Eter etilico (CaH100),
fortemente homogeneizado. A camada superior foi separada. O processo foi repetido
por trés vezes. A evaporacdo do solvente foi feita em uma nuvem de nitrogénio
aquecida a uma temperatura de 302C. O extrato serd diluido em tampdo entdo essa
amostra sera utilizada para analise hormonal.

3.3.2 Protocolo de ensaio

Foi incubada 50 ul da amostra por 2 horas (Testosterona) ou 1 hora (Estradiol;
Progesterona) em temperatura ambiente sobre agitacdo, a reacdo foi desenvolvida
imediatamente apds a adicdo de 250 pl do Reagente de Ellman ( Ellman’s Reagent), a
leitura foi realizada em comprimento de onda de 405 nm (Figura 3). A concentracdo de
Testosterona, Progesterona ou Estradiol foi realizada utilizando uma equacdo logistica
de quatro pardmetros a partir de uma curva de calibracado.

3.3.3 Principio descritivo do ensaio
a) Testosterona: O kit ELISA Ache Quimico da Cayman foi usado para testosterona. O
imunoensaio enzimatico (ELISA) baseia-se no principio de competicdo entre a
testosterona livre e a testosterona conjugada a enzima acetilcolinesterase. Devido a
concentragdo de testosterona conjugada ser constante enquanto que a concentragao
de testosterona no plasma varia, a concentragdo de testosterona conjugada se liga ao
anticorpo de testosterona e depois da incubacdo, a concentracdo de testosterona no
plasma é inversamente a concentracao de testosterona conjugada na amostra e vice-
versa. Este complexo anticorpo testosterona que se liga ao anticorpo monoclonal anti

coelho GG tem sido previamente imobilizado na placa. A placa foi lavada para remover
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0s agentes que ndo se ligaram, entdo o reagente de Ellman que contém substrato para
acetilcolinesterase é adicionada na placa. O produto desta reacdo enzimatica tem uma
cor distintamente amarelada e absorve luz fortemente de 412 nm. A intensidade da cor
¢é determinada espectrofotometricamente e proporcional, ou seja, a testosterona presa
a acetilcolinesterase que é inversamente proporcional a testosterona livre presente na
placa durante a incubacdo.

b) Estradiol (E2): O kit ELISA Ache Quimico da Cayman foi usado para estradiol. O
imunoensaio enzimatico (ELISA) baseia-se no principio de competicdo entre o estradiol
livre e o estradiol conjugada a enzima acetilcolinesterase. Devido a concentragdao de
estradiol conjugada ser constante enquanto que a concentracdo de estradiol no plasma
varia, a concentracdo de estradiol conjugada se liga ao anticorpo de estradiol e depois
da incubacédo, a concentracdo de estradiol no plasma é inversamente a concentracdo de
estradiol conjugada na amostra e vice-versa. Este complexo anticorpo estradiol que se
liga ao anticorpo monoclonal anti coelho GG tem sido previamente imobilizado na
placa. A placa foi lavada para remover os agentes que ndo se ligaram, entdo o reagente
de Ellman que contém substrato para acetilcolinesterase é adicionada na placa. O
produto desta reacdo enzimatica tem uma cor distintamente amarelada e absorve luz
fortemente de 412 nm. A intensidade da cor é determinada espectrofotometricamente
e proporcional, ou seja, o estradiol presa a acetilcolinesterase que é inversamente
proporcional a estradiol livre presente na placa durante a incubacao.

c) Progesterona: O kit ELISA Ache Quimico da Cayman foi usado para progesterona. O
imunoensaio enzimatico (ELISA) baseia-se no principio de competicdo entre a
testosterona livre e a progesterona conjugada a enzima acetilcolinesterase. Devido a
concentragdo de progesterona conjugada ser constante enquanto que a concentragdo
de progesterona no plasma varia, a concentracdo de progesterona conjugada se liga ao
anticorpo de progesterona e depois da incubacdo, a concentracdo de progesterona no
plasma é inversamente a concentragdo de progesterona conjugada na amostra e vice-
versa. Este complexo anticorpo progesterona que se liga ao anticorpo monoclonal anti
coelho GG tem sido previamente imobilizado na placa. A placa foi lavada para remover
0s agentes que ndo se ligaram, entdo o reagente de Ellman que contém substrato para
acetilcolinesterase é adicionada na placa. O produto desta reacdo enzimatica tem uma

cor distintamente amarelada e absorve luz fortemente de 412 nm. A intensidade da cor
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é determinada espectrofotometricamente e proporcional, ou seja, a progesterona
ligada a acetilcolinesterase que é inversamente proporcional a progesterona livre

presente na placa durante a incubacao.

Figura 3- Leitora de microplaca com a placa para leitura de nivel de testosterona.

.3.4 Histologia e quantificagdo das gbnadas.

Apds a sexagem visual, as gbnadas previamente fixadas foram desidratadas em
radiente de etanol (80% e 96%) e emblocadas em resina metacrilato. As seccdes
(cortes) foram obtidas em 5um e corados em Hematoxilina de Carazzi e eosina aquosa
(HE). Adicionalmente, algumas amostras foram coradas em azul de toluidina (0.12%) e
Tricrémico de Mallory (Fast green 1%, Acido fosfotunguistico 1% e Orange G. 2%) .

Conforme Malvasio (2012), a identificacdo dos individuos dos machos imaturos é
feita pela observacdo no testiculo por corddes medulares nas gbnadas com a presenca
de células esféricas ou planas, com nucleo densamente corado, espermatogonias, no
interior de estruturas tubulares, aderidas ao epitélio seminifero. No intersticio algumas

células poliédricas, denominadas células de Leydig. Nas fémeas, as gonadas (os ovarios)
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caracterizam-se histologicamente pela presenca de epitélio germinativo espesso e bem
desenvolvido, regido medular mais homogénea e indiferenciada. Além disso, o oviduto
¢ comprido e bem desenvolvido (Danni E Alho, 1985; Hidelbrand e Goslow, 2006).

A quantificacdo das estruturas presentes nas gonadas foi realizada pelo software
Stepanizer (http://www.stepanizer.com), no qual foram utilizados um sistema de testes
(sondas estereoldgicas ou grides) com 144 interseccbes (Figura 4) dependendo da
estrutura avaliada. Os componentes gonadais quantificados nas fémeas foram: na
regido cortical compreendia as oogonias e as células foliculares e a regido medular, o
intersticio e vasos. Nos neonatos do sexo masculino contabilizamos no interior dos

corddes seminiferos as células de Sertoli e as espermatogodnias e no intersticio os vasos.
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Figura 4- Exemplo de um sistema de intersec¢Ges (sondas estereoldgicas) do software Stepanizer
sobrepostas em uma imagem digitalizadas da histologia do ovério de um neonato de P. unifilis. A
densidade de volume (dv, %) dos componentes gonadais foi quantificada como sendo o percentual das
estruturas presentes na imagem projetada.
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3.5 Sexagem Visual

As analises macroscopicas foram realizadas apds a dissecacdo do animal em
decubito dorsal (Figura 2). O plastrdo foi separado da carapaga com auxilio de uma
tesoura e tornando possivel a visualizacdo das gbnadas (Figura 3). A sexagem foi
realizada conforme os critérios descritos por Malvasio et al., (2002). Vogt (1994)
salienta que é relativamente seguro utilizar técnicas anatébmicas para a identificacdo
sexual dos filhotes de tartarugas, tendo em vista que as gdbnadas de machos sdo mais
alongadas e com maior diametro que as génadas das fémeas. Porém, um observador
inexperiente ou ndo familiarizado com os componentes anatdmicos da espécie pode
encontrar dificuldades para distinguir os sexos. Na pratica, isso tem acrescentado
inUmeros erros nas anadlises, principalmente quando diferentes observadores
participam da mesma amostragem. Para reduzir o viés amostral, apenas um observador
participou da sexagem visual. Apds isso, imagens (Figura 3) das gonadas foram obtidas
utilizando um estereomicroscépio da marca Leica com uma camera de video acoplada
para analises futuras. Apds as anadlises das gbnadas, esses tecidos foram inteiramente
fixados em (GTA, 25%), tamponado (pH 7,3) em fosfato de salina para evitar

decomposicdo ou alteracdes indesejadas antes do processamento histoldgico.

Figura 5- Exemplar de tracaja com o plastrdo removido para observacdo e retirada das gbnadas (go:
gbdnadas).
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3.6 Andlises estatisticas

Os dados estdo apresentados como média e erro padrdo da amostra. A pesar de
analisarmos 47 animais, foram encontrados apenas 2 individuos machos. O baixo
numero amostral de machos ndo permitiu comparagdes entre sexo. Portanto, o

trabalho tornou-se meramente descritivo e sem comparagdes estatisticas.

4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas macroscopicas da gdnada

As gbnadas de recém-eclodidos sdo orgdos pares localizados na cavidade
celomatica, extendendo-se do peritdnio que sobrepde os pares de rins para os pulmdes,
com diametro a partir de 1 a 2 mm. As gbnadas ainda encontravam-se muito imaturas,
o que dificultou a analise visual dos individuos até mesmo a identificagcao histologica.
Individuos sexados como machos foram identificados visualmente com gbénada de
textura lisa, na cor do branco palido ao alaranjado e de forma aproximadamente
fusiforme (Figura 6D). Enquanto que as gbdnadas femininas possuiam um aspecto
granuloso, pode-se descrevé-la como uma estrutura com coloracdo variando de
esbraquicada para transllicida, o oviduto encontrava-se lateralmente a gbénada e
ultrapassava regido dos rins, ligado ao um tecido de cor preta (Figura 6B). Dois
individuos foram atribuido como intersexo. O termo refere-se a um individuo de
gualquer espécie que exibe ambas as caracteristicas de sexo masculino e feminino
(Limpus et al., 1982).

A avaliacdo foi realizada com bases nos critérios de Malvasio (2002) (Tabela 1)
e realizada por dois observadores independentes (LMF1, Laboratério de Morfologia
Funcional 1 versus LMF2, Laboratério de Morfologia Funcional 2). Os resultados foram
distintos (p<0,01) e apresentou um baixo coeficiente de correlacdo de Spearman
(r?=0,37). Impreditavelmente o observador mais experiente do LMF1 apresentou um
menor grau de acerto (48%). Com base na histoloia das gbnadas, o observador LMF1
obteve um alto coeficiente de correlacdo de Spearman (r?=0,01) e foi considerado
altamente significativo (p<0,903). Enquanto que o observador menos experiente

apresentou um grau de acerto um pouco maior (64%), apresentando uma alta
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sinificancia (p<0,896) e um coeficiente de correlacdo alto (r?=0,01) com base nas

analises histoldgicas.

Tabela 1- Estruturas, caracteristicas gonadais e critérios para distinguir o sexo em juvenis e recém-eclodidos
de tartarugas.

Estrutura Caracteristicas Critério
Posicdo Lateralmente ou sobre a
gbnada
Ducto Parasonéfrico
Tamanho Pequeno, médio ou grande
GoOnada Forma Fusiforme ou arredondada
Tamanho Pequena, média ou grande
Textura Lisa ou granular
Cor Branca, amarelada ou

transltcida

Pulméo J
& . . "4
'3 . A "Oviduto

Testiculq\"\

' Ducto Mullerian

."l.k

Figura 6- Visualizacdo das gbnadas de uma fémea (A/B) e um macho (C/D) recém-eclodidos de P. unifilis,

logo apOs a evisceragao.
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4.2 Sexagem histoldgica e Morfometria das gdnadas

Dos individuos analisados 100% foram identificadas como fémeas (n= 46) e
outros animais oriundos de ninhos do ano anterior foram identificados com machos (n=
5). O diagndstico de sexo foi baseado no desenvolvimento das regiGes corticais e células
germinativas e presenca ou auséncia de cordBes seminiferos (Ver tabela 2). Nas
gbnadas femininas, o ovario e o oviduto sdo bem visiveis. Nas se¢Ges histoldgicas, o
epitélio germinativo pode ser visto na superficie do ovario (cértex) e o estroma
medular, abaixo do epitélio germinativo, desorganizado e bem pouco desenvolvido
(Figura 7A). J& o oviduto apresenta uma regido luminal revestido por um epitélio
colunar simples semelhante as caracteristicas encontradas em Podocnemis expansa
(PIB-B/0080/2014-2015). Na regido cortical do ovario (correspondente ao epitélio
germinativo) encontram-se as oogobnias formando foliculos ovarianos primordiais
(Figura 7B).

Tabela 2 - Sumario da caracterizagdo histoldgica de gonadas de filhotes.

Descricao das estruturas histoldgicas

Fémeas Machos Intersexos Espécies/Autor
Ovério dividido em Podocnemis expansa
duas regides distintas  Cord&es seminiferos e Podocnemis unifilis,
(epitélio germinativo  em desenvolvimento (Malvasio, 2012);
Ndo descrita
e regido medular); com auséncia do Podocnemis expansa
Odcitos em [Umen. (PIB-B/0080/2014-
desenvolvimento; 2015)
Estrutura medular Epitélio germinativo
mais organizada; parcialmente
Estroma Células germinativa desenvolvido; Chelonia mydas
. o Miller and Limpus,
desorganizado usualmente visiveis Estroma medular ( 1981) P

com corddes em

desenvolvimento.
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Células corticais

Epitélio germinativo

»
97 3
Regidomedular”" Foliculos

Estroma medular

-

Figura 7- Corte histoldgico de um aparelho reprodutivo da fémea de Podocnemis unifilis (A), com objetiva
de 20X, destacando o epitélio germinativo (B), obtido por miscroscopia éptica em aumento de 40X (
secdo em 5pc, Azul de toluidina).

Nas andlises dos componentes gonadais das fémeas, se considerarmos apenas o
epitélio germinativo, 78,36% sao células foliculares e 21,64% correspondem & oogonias.
Na regido medular, os vasos ocupam <2% das estruturas presentes no estroma medular

(Figura 5D).

100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -

20,00 -

Densidade de volume (dv, %)

10,00 -

0,00 T
Qogonia Células corticoides

Figura 8. Proporcdo relativa de oogbnias e células corticais no ovario de Podocnemis unifilis.

A caracterizacdo histoldgica dos machos revelou que nos testiculos (6A)
observam-se estruturas tubulares denominadas de corddes seminiferos. Estes cordBes
seminiferos sao revestidos por um eptélio seminifero onde sdo encontradas células da
linhagem espermatogénica e células de Sertoli (Figura B). A regido luminal é ausente

nos tubulos seminiferos. Um estroma de tecido conjuntivo circunda os tubulos
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seminiferos e abriga as células de Leydig e as células midides peritubulates ligadas umas

as outras por tecido conjuntivo.

intersticio

Células/midides
peritubulares’

-

o

Figura 91- Anatomia (A) e histologia (B) do aparelho reprodutivo do macho imaturo de Podocnemis unifilis
de, destacando o corddo seminifero, obtido por miscroscopia 6ptica em aumento de 40X (se¢do em 5uc,
HE).

No interior dos corddes seminiferos a presenca de células de Sertoli correspondem a
(>17%) e os gondcitos mais numeroso com um percentual de 83% (7C). Os vasos

ocupam menos de 6% dos componentes estruturais presentes na regido intersticial.

100,00
120,00
90,00
80,00 | R 100,00 |
>
70,00 - S
@ 20,00
60,00 - E
=
i o
30,00 > 60,00 -
)
40,00 - T
Q
30,00 - ® 4000
B
(7]
20,00 2
@ 20,00 |
10,00 - a |
0,00 0,00 T
Espermatogdnia Células de Sertoli Intersticio Vascularizagdo

Figura 9. Proporc¢do relativa de células de Sertoli e espermatogbnias e de tecido vascular no interior do
intersticio.
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4.4 Niveis hormonais

Como todos os individuos foram sexados como fémeas na identificacdo
histologica, nao foi possivel estabelecer um intervalo de confianga dos dados da relagao
E2:T, para separar individuos do sexo masculino e feminino, devido. Com isso,
impossibilitou que os animais fossem categorizados, dado a auséncia de dados
hormonais para machos de Podocnemis unifilis (Tabela 4).

Em P. unifilis, os valores minimos e maximos encontrados para testosterona,
estradiol e progesterona em fémeas foram respectivamente 5,09 e 12,36 pg/ml; 3,09 e

16,48 pg/ml; 6,32 e 47,67 pg/ml.

Sexo Testosterona (T) Estradiol (E2) Progesterona Espécie/Autor
0,186 £ 0.058 0,132 £+0.037
Macho & pg/ml pg/ml Chelonia mydas (Xia,
Nao ha descricdo
Fémea @ 0,105 £ 0.030 0,205 £0.050 2011).
pg/ml pg/ml
Podocnemis expansa
Macho & 2,6%1,1 ng/ml 0,38+0,15 ng/ml 1,1740,41 ng/ml
(PI1B-B/0080/2014-
Fémea @ 1,6+0,3 ng/ml 0,09+0,02 ng/ml 2,16+0,92 ng/ml
2015).
N3o ha descricdo N3o ha descri¢do Ndo ha descri¢do | Podocnemis unifilis
Macho &
29 06411.07 (PIB-B/0070/2015-
Fémea ? e
8,38+1,76 pg/ml 4,86+1,51 pg/ml 2016)
pg/ml '
5. DISCUSSAO

5.1 Sexagem e anatomia das génadas

O dismorfismo sexual em quelbnios torna-se evidente apenas na vida adulta,
com o0s machos que mostram caudas mais longas do que as fémeas e grandes garras
desenvolvidas sobre patas dianteiras usadas para prender as fémeas durante a cépula
(Owens, 1997). Por ndo terem dimorfismo sexual e havendo a necessidade em
determinar o sexo de grandes numeros de tartarugas em um grupo, tornou se

necessario a utilizacdo de uma técnica confidvel e de facil aplicacdo (Owens et al. 1978).
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Portanto, a determinacdo do sexo pelo exame visual das gonadas e estruturas
associadas, durante a disseccdo de individuos mortos é certamente o método mais facil
e mais acessivel sexagem em juvenis e tem sido amplamente utilizado em numerosos
estudos (Por exemplo, Malvasio, 2002; Vogt, 1994; Bull & Vogt, 1979; Yntema, 1981;
Casale et al., 2006; Lazar et al., 2006) .

A morfologia das génadas masculinas e femininas é semelhante em todas as
espécies de tartarugas e € bem descrito em literatura (Malvasio, 2002; Delgado, 2010;
Wyneken, 2001; Miller & Limpus, 2003). No entanto, em filhotes pelo menos, a
morfologia das gbnadas ndo é considerada o melhor indicador do sexo e pode ser
influenciado pela experiéncia de um observador (Whitmore et al., 1985). Em nosso
estudo, os animais sdo provenientes de um periodo de incubacdo onde ocorreu um
evento climatico atipico, prejudicando seu desenvolvimento gonadal, muitos individuos
eclodiram com gonadas muito imaturas implicando nos resultados da avaliacdo
macroscopica. Os observadores apresentaram baixos graus de congruéncia com a
histologia (o método mais seguro), no qual o observador mais experiente (LMF1)
apresentou 48% e o observador pouco experiente (LMF2) 64%. Parcialmente isso pode
explicado devido a diferenca das caracteristicas espécie-especificas e sazionais de cada
espécie associada ao pequeno tamanho da gobnada, onde na maioria das vezes é
impossivel distinguir um ovario de um testiculo a olho nu (Vot, 1994). Yntema &
Mrosovsky (1980), no qual concluem que para Caretta caretta, a analise das
caracteristicas morfoldgicas das gbnadas ndo é suficiente para identificar o sexo do
individuo, sendo necessdria a avaliacdo histoldgica. Individuos de Podocnemis expana
da mesma localidade (Terra Santa/PA) e com o mesmo periodo de vida, até dez dias,
conseguiram obter um grau de congruéncia de 85% de corrrespondéncia com a
histologia, em um ano que ndo houve intervencdo do El Nifio. Um observador
familiarizado com caracteristicas pré-estabelecidas para sexagem ird encontrar
dificuldades para identificar imaturos se deparado com uma populacdo fortemente
influenciada por fatores climaticos. Estudos anteriores descobriram que a cor das
gbnadas e textura eram ambiguas (Van der Heiden et al ., 1985; Whitmore et al., 1985
;Wyneken et al., 2007); nosso estudo encontrou-os sendo inconsistente também. Na
verdade, muitas varidveis podem influenciar a morfologia da superficie e cor de gbnada

como a desidratacdo da amostra, a decomposicdo e a presenca de contaminacado
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microbiana, influéncia climatica. Wyneken et al., (2007 ) descartou a presenca de
granulos como critério para filhotes de Caretta caretta, afirmando que esta
caracteritica também varia sazonalmente e a considerou como um critério ndo

confidvel na identificacdo de sexo.

5.2 Identificagdo histoldgica das gbnadas

Neste estudo, a precisao da avaliagao visual foi verificada através de critérios
histoldgicos das gbnadas de tartarugas, que é considerado a metodologia mais precisa
para diagnosticar o sexo (Mrosovsky e Benabib, 1990). Wibbels (2003) e Hamann et al.,
(2010) afirmam que o método mais preciso de filhotes de sexagem atualmente
disponivel é o exame histoldgico das gbnadas de filhotes . Por essa razao, a identificacao
tem sido rotineiramente verificada por meio de histologia.

Durante o desenvolvimento embrionario o cume gonadal desenvolve a partir
epitelial e a parte basal desenvolve os tubulos por volta do 17° estdgio do
desenvolvimento. Na crista genital, uma lamina basal separa os corddes medulares
epiteliais das células mesenquimas soltas do estroma gonadal (Merchant - Larios et al.,
1989; Miller e Limpus, 2003). Durante esta fase as gbnadas sdo ainda bipotenciais, uma
vez que a diferenciacdo sexual ocorre apenas durante o periodo termossensivel da
embriogénese (Yntema e Mrosovsky, 1982). Este termossensivel periodo (TSP) ocorre
entre os estagios 22-27 (Miller, 1985), quando as ocorrer uma reoorganizacdo das
células do gonadais primordias, tanto para o cortex e medula. O tempo para a
diferenciacdo sexual é espécie-especifico.

Assim como na morfologia anatémica das génadas, histologicamentre houve
dificuldades para identificar o sexo destes individuos, por se encontrarem ainda muito
imaturos. Alguns autores argumentam que goénadas podem ser consideradas
morfologicamente e fisiologicamente imaturas em algumas espécies de tartaruga
(Merchant- Larios, 1999; Mrosovsky e Benabib, 1990), sendo motivos de controvérsias
entre muitos autores. Além disso, as gbnadas das diversas espécies revelam variacGes
no grau de diferenciacdo na eclosdo, onde as condicoes ambientais tem uma alta
influencia nesta etapa (Merchant - Larios, 1999).

Varias caracteristicas histoldgicas do ovario de filhotes P. unifilis foram

semelhantes as que foram relatadas anteriormente por outros, tais como em
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Podocemis expansa (PIB-B/0080/2014-2015), onde em fémeas os ovarios sdo estruturas
de forma irregular constituido por duas zonas: 1) a zona medular, a regido mais interna;
2) a zona cortical mais superficial, com foliculos ovarianos primordiais e circundados por
células corticais. Também relatada em mamiferos, onde as regides corticais e
medulares sdo facilmente reconhecidas. A distincdo também foi relata em aves, embora
nesta espécie a regido medular fosse menos desenvolvida como em Podocnemis unifilis
(Wyneken et al., 2007; Banks, 1992). A medula é formada por estroma com pequena
vascularizagdo, diferentemente a outros estudos onde ocorre uma alta vascularizagao,
incluse é utilizada como critério de sexagem nos estudos de Malvasio, (2012).

Histologicamente, machos foram identificados pela presenca de tubulos
seminiferos imaturos na regido medular, com um epitélio superficial monoestratificado
peculiaridades relatado também em Caretta caretta, por Vogt, (1994). Observamos
a presenca de um par de ductos mullerianos. Como em mamiferos, os ductos de Muller
estdo presentes nos embrides de ambos os sexos, no momento em que as génadas
estdo bipotenciais, mas somente nas fémeas eles desenvolvem-se em d&rgdos
reprodutivos. Nos machos, ocorre degeneracdo, sob a influéncia de HAM ou hormdnio
antimdlleriano, secretado pelas células de Sertoli e, como resultado, o desenvolvimento
de Midller é inibido. (Yazawa et al., 2015). No intersticio, pode ser visto a presenca de
células de Leydig estas células secretam uma hormonio que desempenha um papel no
estabelecimento e manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas secundarias
(Wilhelm et al., 2007).

Como 2015 experimentou o fendmeno climatico El Nifio (temperaturas mais
altas), decidimos comparar os niveis pluviométricos registrados no periodo de
incubacdo destes individuos, de setembro &8 dezembro de 2015, com a proporgdo sexual
destes filhotes. Para Packard et al.,, (1985), os ambientes hidrico e térmico estdo
intimamente relacionados. A auséncia de chuva ocasiona climas mais quentes, no qual
se esperaria que as temperaturas maiores produzissem um aumento no sexo feminino
dentro da proporc¢do sexual. Se por um lado a umidade ndo influencia a determinagdo
sexual é quase um consenso a importancia do ambiente hidrico no sucesso da eclosdo,
na taxa de desenvolvimento embriondrio e no tamanho dos filhotes (Foley et al., 2000;
Tucker & Paukstis, 2000). Como esperado, observamos que devido a este fato ocorreu

uma feminilizacdo da populacdo com a identificacdo de 100% fémeas. Ndo fomos
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capazes de obter registros de temperatura da praia de Terra Santa e Oriximing,
portanto, foram utilizados os registros pluvimétricos fornecidos pelo Hidroweb ANA
(Agéncia nacional de aguas) (<Http:// http://www2.ana.gov.br/>) da praia mais préxima
em Oriximina. Durante o més de setembro a dezembro de 2015 houve a ocorréncia de
14 picos de chuvas, todas essas categorizadas em chuvas fracas (Precipitacdo cuja
intensidade é menor do que 50 mm/h) & chuvas moderadas (Precipitacdo cuja
intensidade estd compreendida entre 5,0 e 25 mm/h). A auséncia de chuvas elevou a
temperatura da regido, consequentemente afetou todos os estagios reprodutivos da
espécie, a desova, o desenvolvimento embrionario e eclosdo dos filhotes. Estes
resultados ndo refletem necessariamente um efeito negativo do aquecimento global,
este é apenas um estudo de um ano. Para obter dados mais precisos em relacdo
tendéncia da propor¢do do sexo nesta praia, é necessario para um banco de dados que
nos permite prever relagdes sexuais ao longo do tempo (modelagem populacdo) como
discutido por Mrosovsky & Godfrey (2010), levando em conta os acontecimentos
climaticos como El Nifio, La Nifla e alteragBes climaticas contemporaneas. Uma
alteracdo no ciclo das chuvas e enchentes provavelmente causara impactos diretos nas
populacdes de queldnios da familia Podocnemididae na Amazonia (Eisemberg et al.
2015). Com areias cada vez mais quentes, a populacdo pode se tornar majoritariamente

feminina, colocando em risco a propria sobrevivéncia da espécie.
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