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RESUMO

Considerando as dificuldades na identificagdo do sexo em filhotes de tartarugas,
além do uso de métodos invasivos para a sexagem, varios métodos alternativos tém sido
propostos. Muitos dos quais sdo imprecisos e requer cautela para se estabelecer a razio
sexual de uma prole. Com isso, a andlise hormonal tem sido sugerida como um
procedimento alternativo. Para tanto, faz-se necessaria uma minuciosa analise do perfil de
horménios esterdides, descricdo histolégica dos componentes gonadais e avaliagdo
anatémica das génadas dos recém-eclodidos. Esses aspectos foram examinados em 48
exemplares neonatos de tartarugas-da-Amazdnia (Podocnemis expansa). Nos mesmos
animais foram obtidos os perfis de testosterona, estradiol e progesterona plasmaticos. A
sexagem visual foi baseada na bidpsia gonadal, enquanto a identificacdo sexual foi
estabelecida pela analise histoldgica das gonadas. Além disso, n6s avaliamos o grau de
erro cometido por examinadores com diferentes niveis de experiéncia. A sexagem
definitiva foi baseada na presenca de componentes ovarianos ou testiculares, os quais
foram quantificados em cada animal. Todos os métodos de sexagem (hormonal e visual)
foram significativamente associados ao sexo identificado pela analise histolégica. Para a
sexagem visual, o grau de acerto depende da experiéncia do examinador. Obviamente,
quanto mais experiente maior o grau de acerto (84,4% versus 72,2). Os erros estdo
associados aos equivocos considerados na identificacdo dos componentes anatomicos das
gbnadas. Durante a sexagem visual, a vascularizacdo da génada é normalmente um critério
utilizado. Nas andlises estereolégicas, nés observamos que a densidade de vasos nos
ovarios e testiculos é semelhante. Isso significa que a vascularizacdo gonadal pode nao ser
um critério preciso para identificar o sexo dos recém-eclodidos de tartaruga-da-Amazonia.
Nos machos, as células de Sertoli sdo mais numerosas que os gondcitos. Além disso, os
gondcitos podem ser encontrados tanto na regido central quanto na periferia dos corddes
seminiferos. Nas fémeas, os ovarios se diferenciam dos testiculos pela espessura do
epitélio e pela regido do estroma pouco organizado. Em relacio aos teores dos hormonios
esterdides, os filhotes do sexo feminino apresentam elevados niveis de estradiol (E2) e
progesterona, enquanto que os machos possuem alto teor de testosterona (T). Com isso, a
relacio E.. T permitiu diferenciar as fémeas dos machos (sexagem hormonal). A
correspondéncia entre a sexagem hormonal e a histoldgica foi de 96,6%, ou seja, é
superior a sexagem baseada na anatomia (visual) das gonadas. Com base nisso, a andlise
dos niveis hormonais apresenta-se com uma ferramenta promissora para sexagem de uma
grande quantidade de individuos dentro de uma prole de tartaruga-da-Amazonia.

Palavras chave: Podocnemididae; Recém-eclodidos; Gonadas; Histologia; Hormonios
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1. INTRODUCAO

1.1 Métodos de sexagem em tartarugas

A determinacdo sexual é dependente da temperatura de incuba¢do dos ovos
na maioria dos répteis, incluindo as tartarugas (Wibbels et al, 1987), onde a
formacao sexual dos embrides ocorre durante o terco médio de incubacdo,
conhecido como periodo termossensivel (Malvasio et al., 2005). Identificar o sexo
dos filhotes é importante para se conhecer a propor¢ao entre machos e fémeas da
populacdo e auxiliar tanto nos projetos de conservagdo da espécie quanto nas
praticas de manejo e criacdo em cativeiro (Owens, 1997).

Estudos relacionados a propor¢do sexual tém sido de grande interesse em
razdo da preocupacdo dos possiveis efeitos que podem ocorrer devido as
mudangas climaticas globais, os quais favorecem a feminilizagdo da populagdo nos
cendrios extremos previstos no Painel Intergovernamental para Mudangas
Climaticas (Wibbels et al., 1993; Kamel & Mrosovsky, 2006). Entretanto, em recém-
eclodidos e jovens o sexo ndo pode ser identificado com precisdo; por isso, existem
algumas metodologias para identificacdo sexual em tartarugas, no qual a escolha
do processo de sexagem esta relacionada a faixa etaria do animal (Malvasio et al,,
2002; Casale et al., 2006).

Alguns métodos de identificacdo sexual em filhotes foram desenvolvidos
devido a necessidade em se conhecer o sexo de grandes nimeros de animais
(Larios, 1999). Porém, ha grandes dificuldades na identificagdo sexual dos filhotes
em razao dos métodos usados na sexagem serem complexos (Valenzuela et al.,
2004). A metodologia mais utilizada na sexagem de neonatos é a analise visual da
anatomia das gonadas. Esse exame leva em consideragdo caracteristicas
morfolégicas distintas, tais como a cor, o tamanho, a vascularizacdo e textura da
gonada, bem como o tamanho e espessura do oviduto/ducto Miilleriano (Malvasio
et al.,, 2012). Souza & Vogt (1994) utilizaram esta técnica em Podocnemis unifilis
obtento um nivel de acerto de 80%. Esses autores afirmaram que o exame das
gonadas utilizando apenas esteromicroscopio é o suficiente para identificacdao
sexual. Porém, o grau de acerto esta relacionado a experiéncia do examinador.
Dependendo da espécie a ser estudada, os caracteres morfologicos citados acima
podem variar. Isso significa dizer que a presenca ou auséncia de uma caracteristica
morfolégica que ajuda a identificar o sexo numa dada espécie ndo pode ser
generalizada para o grupo (Ceriani & Wyneken, 2008). Com isso, faz-se necessario
o estabecimento de critérios espécie-especificos, além de uma analise simultanea
macro e microscopica das gonadas. Considerando isso, Yntema & Mrosovsky
(1980) concluem ser necessaria uma avaliacao histologica para uma identificagdo
sexual. Além disso, todos os demais métodos de sexagem precisam ser validados
por meio de uma minunciosa andlise histolégica das gonadas (Larios, 1999; Xia et
al., 2011; Malvasio et al., 2012).

De fato, a forma mais segura e definitiva de determinar o sexo de filhotes
de tartarugas marinhas é através da dissecacao e avaliacdo histologica das gonadas
(Godfrey et al., 1997; Wibbels, 2003; Bonach et al., 2011). Para isso, é necessario a
observacao das caracteristicas microscépicas peculiares para identificar o sexo,
tais como a presenca do epitélio germinativo nas gonadas femininas (ovarios) e a
formacdo de corddes testiculares nas gonadas masculinas, testiculos (Ceriani &
Wyneken, 2008). Nas tartarugas fémeas jovens, o epitélio germinativo é
constituido pelas oogo6nias ou ovdcitos primordiais e células foliculares, enquanto



o estroma medular é formado pelo intersticio e rico em vasos (Yazawa et al., 2015).
Por outro lado, os testiculos dos jovens ainda nao possuem regido luminal e sdo
considerados como corddes seminiferos formados pelas células de Sertoli e
gondcitos (Larios, 1999). As células de Sertoli sintetizam o hormonio anti-
miilleriano que inibe o desenvolvimento do ducto miilleriano e evita a formagdo do
oviduto. Ja os gondcitos diferenciam-se em espermatogonias para formar
futuramente os espermatozoides (Hutson et al.,, 2012). O desenvolvimento dos
corddes medulares para tubulos seminiferos depende dSabe-se que essas
caracteristicas morfolégicas estdo presentes e ja foram descritas para tracaja
(Podocnemis unifilis) e tartaruga-da-Amazonia (P. expansa) (Malvasio et al., 2012).
No entanto, os componentes gonadais ndo foram quantificados.

Métodos alternativos foram adotados, tais como a laparoscopia, um
meétodo ndo-letal no qual se observa a gonadas de cada animal ainda vivo (Wibbels,
1999). Porém, a principal desvantagem desse método é que se trata de um
procedimento invasivo e potencialmente perigoso para o filhote. Além disso,
requer treinamento cirdrgico prévio e alto custo operacional (Owens, 1999;
Malvasio et al, 2012). Assim, devido as dificuldades em determinar o sexo de
filhotes associado ao dilema conservacionista devido o sacrificio dos animais,
tornou-se necessario a ado¢cao de métodos pouco ou ndo invasivos para sexagem
(Owens, 1997). Nesse contexto, uma variedade de metodologias de baixa letalidade
vem sendo desenvolvidas, visando um método ideal que minimize o estresse do
individuo (Owens et al., 1978; Wibbels et al., 1987). Um destes métodos sugere a
dosagem de testosterona, estradiol e progesterona no sangue que tem a vantagem
de ser menos invasivo e menos trabalhoso do que a histologia e a laparoscopia
gonadal (Xia et al., 2011).

1.2 A espécie Podocnemis expansa (Schweigger, 1812)

Podocnemis é um género pertencente a familia Podocnemididae
popularmente conhecida como tartarugas de agua doce, comum em rios da
América do Sul. Das seis espécies do género supracitadas, Podocnemis expansa, a
tartaruga-da-Amazonia é a maior espécie da América do Sul em proporgdes de
tamanho. Esse quel6nio possui a carapaca larga, achatada, lisa e uma coloracao
entre cinza a preto pesando em média 25 kg (Vogt, 2008; Andrade et al,, 2012). A
tartaruga-da-Amazonia é considerada em situa¢do vulneravel de alto risco pela
IUCN (2011), pois ha um consumo indiscriminado desta espécie devido sua carne
ser excelente fonte de proteina, bem como seus ovos, gordura e visceras sao de
grande interesse para as comunidades ribeirinhas, somado a destruicdo e/ou
ocupacao do seu habitat (Smith, 1979; Martins & Molina, 2008). Em decorréncia do
declinio populacional da tartaruga-da-Amazonia, projetos voltados a preservacao
sdo cruciais para esta espécie, por isso conhecer a proporcao entre machos e
fémeas é importante para a biologia da conservacdo e manejo em ambiente de
cativeiro.

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
(Malvasio et al,, 2012), porém como na maioria dos queldnios, as tartarugas-da-
amazOnia ndo mostram caracteristicas sexuais dimoérficos até a idade adulta. A
maioria dos estudos sobre razao sexual nessa espécie foi realizado por meio da
analise macroscépica das gonadas (Yntema, 1981). No entanto, os estudos de



Malvasio e colaboradores (2005; 2012) tém utilizado a andlise histolégica das
gbnadas para validar a sexagem visual nessa espécie. Informagdes recentes sobre a
razao sexual dessa espécie na natureza tém demonstrado uma curva em favor das
fémeas. Dos 128 exemplares capturados entre os anos de 2004 a 2012 na Reserva
Extrativista do Médio Jurua (Médio Rio Jurua, Amazonia Central), 89,1% foram
fémeas, 10,2% machos e 0,7% indeterminado (Andrade et al., 2012). No entanto, é
importante enfatizar que esses dados sdo de animais com idade estimada variando
de 0,6 a 30 anos. Em teoria, a razao sexual 1:1 é esperada, porém, para espécies
cuja a determinacdo do sexo depende da temperatura, a proporg¢ao sexual de uma
prole depende profundamente da temperatura no periodo sensivel critico durante
a incubacdo de 58 dias (Bonach et al, 2011). Para esses autores, o periodo
termossensivel ocorre préximo do 402 dia de incubacdo. Nesse periodo, o sexo
pode apresentar um padrdo fémea:macho:fémea, ou seja, temperatura >27,5 °C
nascem 80% fémeas, 28-28,5 °C nascem 40-55% machos e >30 °C nascem 90%
fémeas. Esse padrdao complexo deve ser levado em consideracdo durante os
programas de manejo, pois o sexo de uma prole pode ser profundamente
influenciado durante o transplante de covas. Com isso, o uso de ferramentas pouco
letais para identificar o sexo nessa espécie pode ser uma alternativa para aumentar
o esforco de amostragem evitando a eutanasia durante os protocolos de
amostragens.

2. Hipoteses

HO: Nao existem diferencas nos teores de hormonios ester6ides entre os sexos de
filhotes Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia);

HA: Existem diferencas nos teores de hormdnios esterdides entre os sexos de
filhotes de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia);

HO: Nao existem diferencas entre a sexagem visual realizada por examinadores
distintos em filhotes de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia);
HA: Existem diferencas entre a sexagem visual realizada por examinadores
distintos em filhotes de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia);

HO: Nao existem diferencas entre a sexagem visual e hormonal em filhotes de
Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia);
HA: Existem diferencas entre a sexagem visual e hormonal em filhotes de
Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia);



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo

Identificagcdo sexual por meio da andlise hormonal, histolégica e visual
das gonadas de filhotes recém-eclodidos de tartaruga-da-Amazonia, Podocnemis
expansa.

3.2 Objetivos especificos do projeto

- Analise dos hormonios: testosterona, progesterona e estradiol em filhotes
de Tartaruga-da-Amazonia, P. expansa.

- Sexagem através da histologia das gonadas de filhotes recém-eclodidos de

tartaruga-da-Amazonia, P. expansa.

- Identificacdo do sexo pela visualizagdo de caracteristicas morfolégicas das

gonadas de filhotes de tartaruga-da-Amazonia, P. expansa.

4. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Obtencao dos animais e visualizacao das gonadas

Quarenta e oito tartarugas-da-Amazoénia (Podocnemis expansa), recém
eclodidos (Figura 1) foram cedidos pelo Projeto Pé-de-pincha. A autorizacdo do
ICMBio para o estudo foi liberada por meio da licenga SISBIO N¢ 19.323/2011. Os
exemplares de tartaruga-da-Amazonia eram filhotes com tempo de vida em até dez
dias, oriundos de tabuleiros naturais da localidade de Carauari/AM (04252’S e
66253’'W) e de criadores do municipio de Iranduba/AM (03217’S e 60211'W). Os
animais foram pesados na balanca de precisdo com as medidas descritas na
(Tabela 1). As medidas da carapag¢a e do plastrao foram realizadas com o
paquimetro de precisdo de 0,1mm. Apds as morfometrias, o sangue foi retirado e o
plasma separado para analises dos hormonios esterdides. Seguida a obtencdo das
amostras de sangue, as tartarugas foram eutanasiadas utilizando baixa
temperatura para induzir a hipotermia seguida de contusdo cervical. A sexagem
visual foi imediatamente realizada em estereomicroscopio (nome do aparelho).
Apés isso, o animal foi inteiramente fixado em (GTA 2,5% em tampao fosfato 10
mM, pH 7,3) para a preservacdo das caracteristicas morfologicas antes do
processamento histologico. Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de
Morfologia Funcional do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do
Amazonas (LMF/DM/UFAM).



Figura 1. Exemplar neonato de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia). Foto:WPD.

Tabela 2. Biometria (mm) dos animais utilizados nas analises: comprimento (comp) de
carapaca, largura da carapaca, comprimento (comp) do plastrao, largura do plastrao e

peso (g).

Carapaca Plastrao
Comp Largura Comp Largura Peso
Fémeas 51,3+2,4 46+1,8 44,4+1,7 22,6x1,06 22+19
Machos 48,9+3,6  44,1+£3,7 43,3+£2,7 22,2+1,1 21,5+3,1

4.2 Coleta dos tecidos

Antes da eutanasia dos animais, amostras de sangue foram retiradas da veia
femoral por meio de uma seringa de 1 ml previamente heparinizada
(anticoagulante) e armazenado em local refrigerado. O tempo entre a coleta e a
centrifugacdo ndo ultrapassou uma hora. O plasma foi separado por meio de
centrifugacdo (5.000 rpm por 1 minuto) do sangue total e foi posteriormente
armazenado em -602C para as analises dos hormonios esterdides (testosterona,
progesterona e estradiol) pelo método ELISA. Apds a dissecacdo do animal em
decubito dorsal as analises visuais diretas das gonadas foram realizadas. O
plastrdo foi separado da carapaca tornando possivel a visualizacao das gonadas.

4.3 Analises dos hormonios esteroides

Para a realizagdo do ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), as
amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e numeradas para
identificacdo. Os hormonios: testosterona, progesterona e estradiol foram
avaliados conforme metodologia abaixo descrita.
a) Testosterona: O kit DRG testosterona usado. O imunoensaio enzimatico (ELISA)
em fase soOlida baseia-se no principio de competicio. Uma quantidade
indeterminada de testosterona presente na amostra e uma quantidade fixa de



antigeno marcado com enzima competem pelos locais de ligacdo dos anticorpos
que revestem os pocos. Depois da incubacdo, os pocos foram lavados para
interrompera reagdo de competicao. Apds a reacao do substrato, a intensidade da
cor desenvolvida foi inversamente proporcional a quantidade de testosterona na
amostra. Os resultados das amostras foram determinados diretamente usando a
curva padrao.

b) Estradiol (E2): O kit DRG Estradiol contém uma enzima em fase sélida ELISA.
Uma quantidade fixa de estradiol marcado com peroxidase compete com o
estradiol presente nas amostras. O complexo E2-HRP-anticorpo torna- se fixado
simultaneamente sobre as cavidades das placas de ELISA revestidas com excesso
de IgG. Apds 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente, as placas foram
lavadas com solugdo de parada. O cromé6foro (TMB em tampao de substrato) foi
adicionado e incubado durante 30 minutos. A reacdo foi parada com acido
sulfurico e a absorbancia sera medida. A intensidade do de coloracdo foi
inversamente proporcional a concentracao de E2 presentes na amostra original.

c) Progesterona: Foi utilizado o kit DRG 17 ALFA OH PROGESTERONA ELISA que é
um ensaio imunoenzimatico de fase s6lida baseado no principio de competi¢do por
sitios de ligacdo. As cavidades foram recobertas com anticorpo policlonal
direcionado a um sitio antigénico da molécula de 17 ALFA OH PROGESTERONA. O
17 ALFA OH PROGESTERONA end6geno da amostra competira pela ligacdo com 17
ALFA OH PROGESTERONA conjugado com peroxidase pela ligacdo ao anticorpo
recoberto. Depois da incubacao, o conjugado nao ligado foi desprezado na lavagem.
A quantidade de conjugado peroxidase ligado é inversamente proporcional a
concentracdo de 17 ALFA OH PROGESTERONA na amostra. Depois da adi¢ao da
solucdo de substrato, a intensidade de cor desenvolvida serd inversamente
proporcional a concentracao de 17 ALFA OH PROGESTERONA na amostra.

4.4 Histologia e quantificacao das estruturas gonadais

ApOs a sexagem visual, as gonadas foram cuidadosamente retiradas com
tesoura de ponta fina e bisturi para, entdo, serem fixadas em glutaraldeido (GTA,
25%), tamponado (pH 7,3) e pos-fixadas em etanol 70%. As amostras foram
desidratadas em gradiente de etanol (80% e 96%) e emblocadas em resina
metacrilato. As seccbes (cortes) foram obtidas em 5um e posteriormente o
processo de coloracao foi dado pela Hematoxilina de Carazzi contracorada com
Eosina. Também foi utilizado o azul de toluidina (0,12%) contracorada com fucsina
acida. Adicionalmente, algumas laminas foram coradas com a técnica PAS (acido
periddico e regente de Schiff) e Alcian blue (AB, pH 2,5) para identificacdo de
mucinas neutras e acidas, respectivamente.

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 196 intersecg¢oes (Figura
2) dependendo da estrutura avaliada. Os componentes gonadais quantificados nas
fémeas foram: regido cortical e regido medular, no qual na regido cortical
compreendia as oogodnias e as células foliculares e a regiao medular, o intersticio e
vasos. Nos neonatos do sexo masculino contabilizamos os corddes seminiferos e
intersticio. No interior dos corddes seminiferos foram analisadas as células de
Sertoli e as espermatogonias e no intersticio os vasos.
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Figura 2. Exemplo de um sistema de intersec¢des (sondas estereoldgicas) do software
Stepanizer sobrepostas em uma imagem digitalizadas da histologia do testiculo de um
neonato de P. expansa. A densidade de volume (dv, %) dos componentes gonadais foi
quantificada como sendo o percentual das estruturas presentes na imagem projetada.

4.5 Analises macroscopicas

As analises macroscdépicas foram realizadas ap6s a dissecagdo do animal em
decubito dorsal. O plastrao foi separado da carapaga com auxilio de uma tesoura e
tornando possivel a visualizagdo das gonadas. A sexagem foi realizada conforme os
critérios descritos por Malvasio et al. (2002). Esses autores sugerem que é
relativamente seguro utilizar técnicas anatomicas para a identificagdo sexual dos
filhotes de tartarugas, tendo em vista que as génadas de machos sdo mais
alongadas e com maior didmetro que as gonadas das fémeas. Porém, um
observador inexperiente ou ndo familiarizado com os componentes anatomicos da
espécie pode encontrar dificuldades para distinguir os sexos. Nesse estudo, a
sexagem foi realizada por meio de um observador pouco experimento (LMF,
integrante do Laboratério de Morfologia Funcional) e outro mais experiente (LAS,
integrante do Laboratério de Animais Silvestres). Ap6s a identificacdo sexual,
imagens das gonadas foram obtidas utilizando um estereomicroscdpio da marca
Leica com uma camera de video acoplada para andlises futuras. Apds as andlises
das gbonadas, esses tecidos foram inteiramente fixados em (GTA, 25%), tamponado
(pH 7,3) em fosfato de salina para evitar decomposicdo ou alteragdes indesejadas
antes do processamento histolégico.



4.6 Analises estatisticas

Os dados estdo apresentados como média e erro padrdao da amostra. O teste
de normalidade de normalidade foi utilizado a priori. Andlise de regressao logistica
foi usada para verificar as relacdes entre os dados hormonais e a sexagem visual
(macho/fémea) ou a sexagem histologica (pela presenca do ovario ou testiculo,
caracterizando fémea ou macho, respectivamente). Analises de correlagdes e de
regressao linear foram utilizadas para se verificar as associacdes entre todas
variaveis continuas analisadas. Comparagdes dos niveis hormonais entre ambos os
sexos foram realizados por meio do teste Mann-Whitney. Em todos os casos, o
nivel de significancia aceito foi de 5% (p<0,05).

5. RESULTADOS
5.1 Sexagem visual e anatomia das gonadas

Macroscopicamente as gbénadas femininas possuem um aspecto granular,
coloracao translicida e alongados ultrapassando a extensao dos rins em ambas as
extremidades. O oviduto é bem desenvolvido e visivel em todos os individuos
analisados (Figura 3A). Por outro lado, os testiculos nos machos possuem um
aspecto liso com coloragdo esbranqui¢ada circundada por um tecido de cor preta.
O ducto miilleriano é residual e pouco desenvolvido (Figura 3B).

Esses mesmos critérios foram utilizados para realizar sexagem visual,
macroscépica ou anatdmica. Ainda que realizada por dois observadores
independentes (LMF, Laboratorio de Morfologia Funcional versus LAS, Laboratdério
de Animais Silvestres) os resultados foram sdo semelhantes (p<0,05; X2=4,50),
porém o coeficiente de correlacdo de Spearman foi considerado baixo (r2=0,34).
Como esperado, o observador mais experiente apresenta maior grau de acerto
(84,4 %). Se comparada a sexagem histolégica (forma mais precisa de identificagdo
do sexo em tartarugas), a sexagem visual realizada pelo observador do LAS
apresenta elevado coeficiente de correlacio de Spearman (r2=0,635). Essa
associagao é altamente significativa (p<0,001). O observador menos experiente do
LMF apresentou menor grau de acerto (72,2 %) e um baixo coeficiente de
correlagdo (0,386) com as andlises histoldgicas.
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Figura 3. Visualizagdo macroscépica (anatdémica) das gonadas de uma fémea (A) e um
macho (B) recém-eclodidos de Podocnemis expansa durante a sexagem. Foto: PCMA.




5.2 Sexagem histologica e Morfometria das gonadas

Dos 48 individuos analisados, 33 foram identificados histologicamente como
machos e 15 como fémeas. Assim sendo, a razao fémea:macho foi apenas de 0,45.
Nas gonadas femininas, o ovario e o oviduto sdao bem visiveis (Figura 4A).
Histologicamente, verifica-se no interior do ovario duas regides distintas: o epitélio
germinativo e o estroma medular (Figura 4B). Ja o oviduto apresenta uma regiao
luminal revestido por um epitélio colunar simples (Figura 4C). Na regido cortical
do ovario (correspondente ao epitélio germinativo) encontram-se as oogodnias
formando foliculos ovarianos primordiais (Figura 4D).

Figura 4. Cavidade visceral de uma fémea evidenciando ovarios e oviduto (A). Detalhes
histolégicos do epitélio germinativo e regido medular (B). Observa-se ainda detalhes das
células colunares altas que revestem a luz do oviduto (C). As oogdnias e células foliculares
podem ser observadas na regido cortical (D). As escalas correspondem: (A) 2 mm, (B) 100
um, (C) 50 ym, (D) 10 pm.
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Nas andlises dos componentes gonadais das fémeas, o epitélio germinativo
corresponde a 30,7% do ovario, enquanto o estroma medular compreende 69,3%
das estruturas observadas nesse 6rgdo (Figura 5B). Se considerarmos apenas o
epitélio germinativo: 77,9% sdo células foliculares e 22,1% sdao ocupados por
oogonias (Figura 5C). A regiao medular apresenta uma baixa densidade de vasos
(<5% das estruturas presentes no estroma medular) (Figura 5D).
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Figura 5. Anatomia e histologia de um ovario e oviduto (A). Propor¢io relativa de tecido
epitelial germinativo e regido medular (B), células foliculares e oogonias no epitélio
germinativo (C) e densidade de vasos no estroma medular, intersticio (D).

Nos machos a caracterizacdo histolégica revela que nos testiculos (6A)
observam-se estruturas tubulares denominadas de corddes seminiferos (6B).
Nessa estrutura ndo existe regido luminal. O ducto miilleriano é residual possui a
luz reduzida (6C). As células de Sertoli e os gondcitos possuem vacuolizagdes
citoplasmaticas (estruturas esbranquicadas no interior dos corddes seminiferos)
observadas na Figura 6B). Tanto as células de Sertoli quanto os gondcitos formam
o epitélio germinativo, o qual esta envolvido pelas células midides peritubulares.
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Figura 6. A) Cavidade visceral de neonato macho de tartaruga mostrando os testiculos e o
ducto Miilleriano residual (A). Histologia do testiculo mostrando a presenca de corddes
medulares (corddes seminiferos) (B). Fotomicrografia do ducto Miilleriano residual (C).
Detalhes dos corddes seminiferos mostrando as células de Sertoli e gondcitos com
vacuolizacdes citoplasmaticas, células midides peritubulares e a regido intersticial (D). As
escalas correspondem: (A) 2 mm, (B) 100 pm, (C) 100 pum, (D) 20 pm.

Os corddes seminiferos representam mais de 64% das estruturas presentes
no interior dos testiculos (Figura 7B). As células de Sertoli sdo as mais numerosas
(>85%) que os gondcitos (7C). Na regido intersticial, os vasos ocupam menos de
5% dos componentes estruturais. Os dados de vascularizacdo sao
proporcionalmente semelhantes aos valores encontrados para as fémeas.
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Figura 7. Anatomia e detalhe histologico do testiculo e ducto Miilleriano residual de um
filhote macho de tartaruga (A). Proporgao relativa de corddes seminiferos e de intersticio
no testiculo (B). Considerando apenas o epitélio germinativo, a densidade de volume das
células de Sertoli e gondcitos (C). Proporgdo de tecido vascular no interior do intersticio

(D).

5.3 Relacdes entre as estruturas gonadais e os niveis dos hormonios
esterdides plasmaticos

Nos recém-eclodidos identificados como fémeas, a producao de estradiol
(E2) (Figura 8A) e a relacao E2:T (estradiol:testosterona) estdo positivamente
associadas a regido medular (Figura 8B e 8D). Obviamente, o inverso é verdadeiro
para o epitélio germinativo (Figura 8A e 8C). Os teores de progesterona estao
positivamente relacionados a vascularizacao gonadal (Figura 8E) e negativamente
associados a regido do intersticio (Figura 8F). Nenhuma associacdo entre
morfometria gonadal e hormonios esterdides plasmaticos foi nos filhotes machos
de tartaruga-da-Amazonia.
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Figura 8. Relagdes entre as estruturas gonadais e os niveis de hormdnios esterdides em
filhotes fémeas de tartaruga.

5.4 Hormonios esteroides e sexagem hormonal

Em todos os animais analisados, os niveis encontrados de testosterona (T),
estradiol (E2) e progesterona no plasma foram 2,1+0,2; 0,17+0,02; 1,4+0,18 ng/ml,
respectivamente. A relacdo E2:T foi de 0,08+0,01. Os machos apresentaram teores
maiores de testosterona (2,6+1,1 ng/ml) comparados aos niveis encontrados em
fémeas (1,6%0,3 ng/ml). Por outro lado, as fémeas apresentam valores de estradiol
(0,38+0,15 ng/ml), enquanto os teores Ez nos machos foram apenas 0,09+0,02
ng/ml (Figura 9). Nos observamos que os valores de testosterona ndo estdo
relacionados aos niveis E2. Baseando-se nos limites (inferiores e superiores) do
intervalo de confianga dos dados da relagdo E2:T, foram separados individuos do
sexo masculinos e femininos. Com isso, foram criados dados categdricos
(macho/fémea) para cada individuo (sexagem hormonal). Os dados de sexagem
hormonal foram relacionados com a sexagem histolégica. A andlise de regressao
logistica revelou uma associacdo de 96,6 % entre a sexagem hormonal e a
histolégica (p<0,05).
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Figura 9. Niveis plasmaticos dos hormdnios esterdides (testosterona, T; estradiol,
E2; progesterona, P e a relacdo estradiol/testosterona, E2:T) em tartaruga-da-
Amazoénia recém-eclodido. (*) Indica diferenca significa entre os sexos (teste
Mann-Whitney, p<0,05).

6. DISCUSSAO

6.1 Sexagem e anatomia das gonadas

Diferente dos adultos, nos filhotes de tartarugas nao € possivel distinguir
os machos das fémeas pelas caracteristicas externas do corpo. Em geral, isso
requer o uso de metodologias letais para identificar o sexo de cada animal
(Malvasio et al., 2012). O inconveniente deste método é o sacrificio de varios
animais para estudos de propor¢do sexual (Owens, 1997). No entanto, a
visualizacdo direta das gonadas ¢é ainda o método mais comum e facil de sexagem
entre os herpetologistas (Vogt, 1994). Se comparado ao método histologico (que é
0 mais preciso) o grau de acerto é relativamente elevado, pois, na maioria dos
casos esta em torno dos 80% (Malvasio et al.,, 2012).

Os erros mais comuns sao: (i) inexperiéncia do pesquisador, (ii) uso de
critérios e estruturas anatémicas recomendadas para outras espécies, (iii) grau de
desenvolvimento gonadal do filhote, (iv) idade ou (v) a associacdo desses fatores.
De fato, a experiéncia do observador ajuda a eliminar uma série de varidveis que
podem comprometer a andlise. Em nosso estudo, isso ficou evidente, pois o
observador mais experiente do Laboratério de Animais Silvestre da UFAM
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apresentou maior grau de acerto (~85%). Um observador inexperiente ou ndo
familiarizado com os componentes anatémicos da espécie pode encontrar
dificuldades para distinguir os sexos devido as semelhangas entre as gonadas,
principalmente se o 6rgdo apresentar-se pouco desenvolvido. Em certos casos é
dificil distinguir facilmente um filhote macho de uma fémea. Em geral, o trato
reprodutivo de uma fémea neonato consiste de ovarios pares, oviduto (também
conhecido como ducto Miilleriano) e ligamentos suspensoérios ou mesentérios
(mesovarium, mesoalpinx e mesotubarium). Enquanto nos machos juvenis, os
testiculos sdo pares, assim como os ductos Miilleriano sdo residuais (Larios, 1999).
Descritivamente, a géonada masculina apresenta uma textura lisa e coloragdo
esbranquicada, enquanto as fémeas foram registradas gonadas que a coloragdo é
translucida e altamente vascularizada. Essas caracteristicas anatémicas sdo
semelhantes as descritas para filhotes de Chelonia mydas (Ceriani & Wyneken,
2008; Xia et al,, 2011), Caretta caretta, Dermochelys coriacea (Ceriani & Wyneken,
2008) e Trachemys dorbignyi (Malvasio et al., 2012). A semelhan¢a morfolégica
sugere que esses tracos sao bem conservados evolutivamente.

Durante a sexagem visual, a vasculariza¢do da gonada é normalmente um
critério utilizado. Nas analises estereoldgicas, nds observamos que a densidade de
vasos nos ovarios e testiculos é semelhante. Isso significa que a vascularizacao
gonadal pode ndo ser um critério preciso para identificar o sexo dos recém-
eclodidos de tartaruga-da-Amazonia. Outra dificuldade esta associada ao grau de
desenvolvimento gonadal. Por exemplo, uma ninhada de filhotes de Caretta
caretta, Dermochelys coriacea e Chelonia mydas apresentam grandes varia¢des no
grau de desenvolvimento gonadal dificultando a identificacio do sexo nesses
neonatos (Ceriani & Wyneken, 2008). O mesmo problema pode ser observado nas
gonadas dos filhotes de tartarugas-da-Amazodnia. Ainda que todos os filhotes
tinham idade semelhante, alguns individuos apresentam as gonadas bem
desenvolvidas (machos com corddes seminiferos bem visiveis e fémeas com
epitélio germinativo com oogdnias ou estruturas foliculares), enquanto outras com
as gonadas semelhantes aquelas bipotenciais (descritas para a fase embrionaria).

6.2 Identificacao histologica das gonadas

Neste estudo a analise histologica gonadal foi utilizada para determinacgao
sexual. Essa avaliacdo é considerada por muitos autores como o método mais
seguro para identificacdo sexual em tartarugas (Mrosovsky & Godfrey, 1995;
Larios, 1999). Isso se deve as caracteristicas morfologicas peculiares a cada sexo.
Por exemplo, nos machos o epitélio que reveste a gonada é achatado e separado
dos corddes medulares (ou seminiferos). Nas fémeas, o epitélio superficial é
espesso e a regido medular tem aspecto desorganizado ou apresenta corddes
medulares vestigiais (Larios, 1999). A histologia das gbénadas dos filhotes de
tartaruga-da-Amazonia revela caracteristicas semelhantes aquelas descritas para
neonatos de tartarugas-marinhas, Caretta caretta, Dermochelys coriacea, Chelonia
mydas (Ceriani & Wyneken, 2008) e Lepidochelys olivacea (Larios, 1999). Além
disso, corrobora as descri¢des microscopicas feitas por Malvasio et al. (2012) para
filhotes de tracaja (Podocnemis unifilis) e tartaruga-da-Amazoénia (P. expansa). No
entanto, diferente dos autores supracitados, nosso estudo descreve e quantifica
(densidade de volume, %) cada componente gonadal.

Os machos neonatos da tartaruga-da-Amazdnia possuem epitélio que
recobre os testiculos do tipo monoestratificado, semelhante ao pavimentoso
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simples descrito por Malvasio et al. (2012) para essa mesma espécie. No interior
da gonada visualizam-se os corddes medulares (ou seminiferos) revestidos por
células miodides peritubulares. Tal como em mamiferos (Wilhelm et al, 2007),
essas células formam uma camada que circunda células de Sertoli e as células
germinativas. Nos adultos, o papel das células miodides peritubulares esta
associado a reducao da regiao luminal dos tubulos seminiferos auxiliando na saida
dos espermatozoides dos testiculos. Nos filhotes de tartaruga-da-Amazoénia as
células de Sertoli sdo mais numerosas (>80% das células presentes nos corddes
seminiferos) que os gondcitos (células germinativas, possivelmente
espermatogonias). Esses resultados sao diferentes de Malvasio et al. (2012). Tais
autores relataram que as células de Sertoli sdo raras. E provavel que esses autores
possam ter confundido células de Sertoli com gondcitos. As células de Sertoli tém
nucleo oval e fortemente basofilico. Além disso, tem papel critico no inicio da
diferenciacao gonadal, pois agem como centro organizador para formar os corddes
testiculares a partir da gonada ambissexual (Wilhelm et al.,, 2007). Essa célula
origina-se a partir do epitélio celémico (Yao et al., 2004) e sintetiza o hormdnio
anti-Miilleriano impedindo o desenvolvimento do ducto Miilleriano nos machos
(Hutson et al,, 2012). Por outro lado, os raros gondcitos dos filhotes de tartarugas-
da-Amazdnia tém nucleo globoso e fracamente basofilico. Raras células
germinativas também foram relatadas para L. olivacea (Larios, 1999). Em nosso
estudo, os gondcitos de tartarugas-da-Amazodnia podem ser encontrados tanto na
regido central quanto na periferia dos corddes seminiferos. Essa observacdo é
consistente com aquela descrita por Malvasio et al. (2012), tanto para tartaruga-
da-Amazoénia quanto para tracaja (P. unifilis). Esses autores relatam que as
espermatogonias estdo aderidas ao epitélio seminifero. Em mamiferos, os
gondcitos fetais ou neonatais também estao localizados na regido dos corddes
espermaticos, porém, na infdncia migram para a periferia entre as células de
Sertoli (Hutson et al.,, 2012). Nos corddes seminiferos dos filhotes de tartarugas-
da-Amazdénia numerosas vesiculas lipidicas (vacuolizagdes) podem ser
encontradas tanto nas células de Sertoli quanto nos gondcitos. Tais estruturas
também foram observadas nos exemplares filhotes de P. unifilis e P. expansa
analisados por Malvasio et al. (2012). No caso dos gondcitos, essa caracteristica é
semelhante aquela observada nas espermatogonias A-escura dos mamiferos
(Hutson et al., 2012). Na regido intersticial do testiculo de tartaruga-da-Amazonia
podem ser encontrados numeros fibroblastos, células intersticiais e infiltrados, tais
como heterofilos.

Nos filhotes fémeas de tartaruga-da-Amazonia, os ovarios se diferenciam
dos testiculos pela espessura do epitélio e pela regido do estroma pouco
organizado. As células que formam o epitélio tém aspectos colunares. Os foliculos
ovarianos apresentam tipicas oogonias semelhantes aquelas descritas por
Malvasio et al. (2012) para filhotes de P. unifilis e P. expansa. Durante o periodo
sensivel critico a temperatura, se as gonadas bipotencial comegam a se diferenciar
em ovarios, os cordoes medulares comecam a se desagregar e rearranja-se para
formar as lacunas circulares, enquanto as células germinativas comecam a se
proliferar na regido cortical (Barske & Capel, 2010).

Em todos os vertebrados, os ovarios tém duas fun¢des importantes: (i)
produgdo de esterdides e, (ii) formacao de células germinativas. A unidade basica
do ovario é o foliculo ovariano. Nos adultos esta circundado pelas células
granulosas e tecais. As oogoOnias de tartaruga-da-Amazonia sdo células grandes
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com nucleos proeminentes com basofilia fraca e apresentando de 1 a 2 nucléolos
visiveis. No citoplasma também se observam numerosas vesiculas lipidicas
(vacuolizagdes). As células corticais possuem basofilia acentuada e nucleos
alongados. Essas células juntamente com as oogoOnias estdo aderidas a uma
membrana basal que claramente separa o cdrtex do estroma medular. Diferente
dos machos, os corddes medulares das fémeas de tartaruga-da-Amazonia estdo
ausentes ou sdo vestigiais naqueles individuos com pouca diferenciagdo gonadal.
Essa caracteristica é semelhante a descrita para L. olivacea (Larios, 1999), Emys
orbicularis, L. olivacea e D. coriacea (Pieau & Dorizzi, 2004). Mas também mostra
profundas semelhang¢as com a histologia ovariana de mamiferos embrides e/ou
neonatos (Wilhelm et al., 2007).

Em répteis, o desenvolvimento do coértex ovariano é controlado pelos
estréogenos. As células da teca produzem os androgenos, enquanto as células da
granulosa sintetizam estrégenos a partir dos androgenos (Yazawa et al., 2015). Em
nosso estudo, os niveis de estradiol estio associados ao volume do estroma
medular ovariano de tartaruga-da-Amazénia. E provavel que na fase inicial do
desenvolvimento gonadal dessa espécie a sintetize do estradiol possa ocorrer na
medula ovariana. Nos vertebrados machos adultos, as células de Leydig localizadas
na regido intersticial dos testiculos sdo responsaveis pela producdo de
testosterona (Hutson et al.,, 2012). Porém, em varios vertebrados, as células de
Sertoli podem converter androstenediona em testosterona durante a vida fetal
(Yazawa ey al,, 2015). No entanto, a presenca da enzima aromatase nas células de
Leydig de Chelonia mydas imaturos sugere que essa célula também pode estar
envolvida na produgdo de estrogenos a partir de testosterona (Otsuka et al., 2008).
Essas diferentes fontes celulares de hormoénios esterdides podem explicar a
variabilidade hormonal observada entre individuos neonatos do mesmo sexo ou
entre individuos cuja sexagem hormonal ndo foi resolutiva para a tartaruga-da-
Amazonia. Além disso, a auséncia de qualquer relacdo entre os hormonios
esterdides (testosterona, progesterona e estradiol) com as estruturas testiculares
estudadas nessa espécie sugere que outras fontes extra-gonadais, tais como as
glandulas adrenais possam ter papel relevante na sintese desses hormonios.

6.3 Niveis hormonais

Devido as dificuldades de identificacao do sexo por meio da anatomia da
gonada, além do dilema conservacionista devido a morte do animal, diversas
técnicas alternativas para sexagem foram testadas. Algumas consideradas pouco
invasivas, tais como a mensuracdo didria da temperatura dos ninhos (Wibbels,
2003), identificacdo por meio dos antigenos H-Y (Owens, 2000), laparoscopia
(Vogt, 1994) e marcadores genéticos ou epigenéticos (Hernandez-Echeagaray et
al.,, 2012). No entanto, muitos desses métodos falharam em identificar o sexo. Por
exemplo, o uso de marcadores genéticos ou epigenéticos nao foi resolutivo para
avaliar a razao sexual em L. olivacea (Hernandez-Echeagaray et al, 2012). A
laparoscopia requer cautela para analisar individuos pequenos, em alguns casos
devem ser usados apenas em individuos >100 g (Larios, 1999). Por outro lado, a
andlise hormonal baseada nos niveis de esterdides plasmaticos tem se mostrado
uma ferramenta promissora para identificacdo do sexo (Larios, 1999; Xia et al,,
2011).
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Véarios autores recomendam que os perfis dos horménios ester6ides dos
recém-eclodidos de uma dada espécie sejam previamente estudados, e suas
relagdes com o sexo também devem ser substancialmente bem estabelecidos, antes
de usar a dosagem hormonal como critério para sexagem (Larios, 1999; Eckert,
1999). Para isso, nds descrevemos aqui pela primeira vez os teores de testosterona
(T) (3,07£1,2 ng/ml), progesterona (1,34+0,11 ng/ml) e estradiol (E2) (0,17+0,16
ng/ml) para a tartaruga-da-Amazonia. As fémeas possuem baixos niveis de
testosterona e elevados niveis de E2 em relacdo aos machos. Com esses dados, nds
observamos que a relacao E2.T foi 2,9 vezes maior nas fémeas que nos machos.
Baseado nos limites inferiores e superiores do intervalo de confianca dessa
relacdo, nés diferenciamos as tartarugas fémeas dos machos. Em Chelonia mydas,
uma espécie de tartaruga marinha, a razdo E2:T foi cerca de 2,5 vezes maior nas
fémeas que nos machos (Xiu et al, 2011). Nessa espécie os niveis de testosterona
foram de 0,186+0,05 ng/ml nos machos e 0,105+0,03 ng/ml nas fémeas, enquanto
os teores de estradiol foram de 0,132+0,03 ng/ml nos machos e 0,205+0,05 ng/ml
nas fémeas. Em um estudo similar realizado com Caretta caretta, a relacdo E2:T foi
3,3 vezes maior nas fémeas que nos machos (Gross et al.,, 1995). Segundo esses
autores, esses dados permitiram separar individuos machos de fémeas. E
importante enfatizar que a andlise hormonal feita nessas espécies marinhas foi
realizada por meio da técnica de radioimunoensaio. Em nosso estudo, os
hormonios esterdides da tartaruga-da-Amazoénia (P. expansa) foram quantificados
pelo do método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Isso pode
parcialmente explicar as diferencas dos valores entre essas espécies. Outra
explicacdo possivel pode estar associada as diferengas espécie-especifica. Por
exemplo, em Lepidochelys kempii, outra espécie marinha, os niveis de testosterona
nos machos foram 0,09 ng/ml (Owens, 1997). Esse valor é 2 vezes menor que 0s
valores relatados para Caretta caretta, conforme Gross et al. (1995). O método
ELISA tem se mostrado bastante eficiente e resolutivo. Como reportado
anteriormente, a sexagem baseada na razao E2:T demonstrou elevada
correspondéncia com a sexagem histolégica e visual. Em Podocnemis expansa a
congruéncia da analise hormonal com sexagem histologica foi de 96,6%.
Resultados semelhantes foram obtidos para Chelonia mydas (Xia et al. (2011) e
Caretta caretta (Gross et al., 1995) entre os individuos de sexados hormonalmente
e a histologia das gonadas. Se considerarmos que a dosagem hormonal utiliza
apenas uma pequena amostra de sangue do animal, o protocolo de sexagem
hormonal, por ser de baixa letalidade, podera melhorar as estimativas da razao
sexual dos filhotes quelonios nos tabuleiros da bacia Amazbnica, sem a
necessidade de abater o animal. Com esses dados, a avaliagdo pelos hormdnios
esterdides consolida-se como uma ferramenta promissora para sexagem de uma
grande quantidade de individuos dentro uma ninhada ou populagao.

Informagdes sobre a razdo sexual dos filhotes em uma ninhada é
fundamental para os estudos populacionais. Em geral, em popula¢des naturais
espera-se que a proporcao de machos:fémeas seja de 1:1. No entanto, nos
quelonios, a determinacdo do sexo é dependente da temperatura. Com isso, o
manejo dos ninhos pode afetar o sexo do embrido e alterar a razao sexual da prole.
Mudancas na razao sexual pode em teoria afetar a dinamica populacional em
poucas geragdes. Em situagdes de cativeiro, o manejo dos ovos para desviar a razao
sexual em favor de mais fémeas pode ser desejavel. Para o setor produtivo, as
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fémeas sdo valiosas devido ao seu tamanho e produzem ovos. Enquanto os poucos
machos podem inseminar varias fémeas.

7. CONCLUSOES

e Durante a sexagem anatdmica (macroscépica ou visual, por meio de um
estereomicroscépio) de tartaruga-da-Amazodnia, um observador experiente
demonstra um grau de acerto ~85%. Por outro lado, um observador
inexperiente ou nao familiarizado com os componentes anatémicos da espécie
encontra dificuldades para distinguir os sexos devido as semelhangas entre as
gonadas e acerta ~75% da sexagem;

e Nas anadlises estereologicas, n0s observamos que a densidade de vasos nos
ovarios e testiculos é semelhante. Isso significa que a vascularizagao da génada
pode ndo ser um critério preciso para identificar o sexo dos recém-eclodidos de
tartaruga-da-Amazonia;

¢ Nos filhotes de tartaruga-da-Amazodnia as células de Sertoli sdo mais numerosas
(>80% das células presentes nos corddes seminiferos) que os gondcitos (células
germinativas, possivelmente espermatogonias);

e Em nosso estudo, os gondcitos de tartarugas-da-Amazénia podem ser
encontrados tanto na regido central quanto na periferia dos corddes
seminiferos;

e Nos corddes seminiferos dos filhotes de tartarugas-da-Amazonia numerosas
vesiculas lipidicas (vacuoliza¢des) podem ser encontradas tanto nas células de
Sertoli quanto nos gondcitos;

e Nos filhotes fémeas de tartaruga-da-Amazonia, os ovarios se diferenciam dos
testiculos pela espessura do epitélio e pela regido do estroma pouco organizado;

e Nos observamos que a relacao E2.T (estradiol:testosterona) foi 2,9 vezes maior
nas fémeas que nos machos. Essa razdo permitiu diferenciar fémeas de machos.
As fémeas possuem niveis de testosterona baixos em relagdo aos machos;

e Os dados de sexagem hormonal foram relacionados com a sexagem histoldgica.
A analise de regressdo logistica revelou uma associacao de 96,6 % entre a
sexagem hormonal e a histoldgica.
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