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RESUMO

Os testudines sdo répteis que apresentam boa capacidade de viver longos anos em cativeiro,
sendo que as espécies do género Chelonoidis ocorrem em toda América do Sul. O jabuti-
piranga (Chelonoidis carbonaria Spix, 1824) é considerado o quelonio mais criado em
cativeiro no Brasil, porém pouco se conhece sobre sua reproducdo e as pesquisas sdo
escassas sobre as caracteristicas de suas células espermaticas. O objetivo deste estudo foi
avaliar a morfologia dos espermatozoides e suas alteracdes em jabuti-piranga. Foram
utilizadas amostras de s€émende nove animais colhidas anteriormente em outras pesquisas €
que se encontravam no Laboratério de Reprodugdo Animal da Universidade Federal de
Uberlandia. Foi analisada a conforma¢do do espermatozoide por fotomicrografias que foram
obtidas em um microscépiolLeica DM500 e a andlise das imagens capturadas foi realizada no
software “open source” Image J, para obter informacgdes relativas a dimensdes de
comprimento total, de cabeca, pecaintermediaria e cauda dos espermatozoides. A morfologia
espermatica foi avaliada pelo método de preparacio em camara Umida sob microscopia
optica de contraste de fase verificando os defeitos apresentados pelos espermatozoides.
Também foram feitos esfregacos do s€émen corados pelo vermelho congo. Os dados foram
apresentados de forma descritiva. As dimensdes médias de comprimento encontradas para
dos espermatozoides foram: cabeca 15,91 + 0,89 um; peca intermediéria, 4,64 + 0,32 um; e
cauda 47,56 = 1,61 um; sendoque o comprimento total encontrado foi de 68,12 + 1,74 um.
As anormalidades de maior ocorréncia encontradas foram defeitos de peca intermediaria,
contorno anormal de cabeca, cauda dobrada, cabeca isolada normal e cauda enrolada. Ainda
sdo necessarios mais estudos sobre estes répteis a fim de definir seus parametros

reprodutivos.

Palavras-chave: reproducio; s€men; répteis; testudines.



ABSTRACT

Chelonians are reptiles that has a good capacity to live for long years in captivity, this specie
belongs to genus Chelonidis and occur throughout South America. Jabuti-piranga (Chelonoidis
carbonaria Spix, 1824) is considered the most bred chelonian in captivity, but little is known
about its reproduction and research is scarce about the characteristics of its sperm cells. The
aim of this study was to evaluate sperm morphology and its alterations in jabuti-piranga. Semen
samples from nine animals previously collected in other studies and which were located at the
Animal Reproduction Laboratory of the Federal University of Uberlandia were used. The sperm
conformation was analyzed by photomicrographs that were obtained in a Leica DMS500
microscope and the analysis of the captured images was performed in the “open source”
software Image J, to obtain information regarding the dimensions of total length, head, middle
piece and tail of sperm. Sperm morphology was evaluated by wet-mount preparation (one drop
of semen in a glass slide covered by a coverslip) by phase-contrast microscopy, verifying the
defects presented by the spermatozoa. Semen was also stained with Red Congo in a glass slide.
Data were presented descriptively. The average dimensions in length found for the spermatozoa
were: head 15.91 + 0.89 um; middle piece, 4.64 + 0.32 um; and tail 47.56 £ 1.61 um; and the
total length found was 68.12 + 1.74 um. The most frequent abnormalities found were midpiece
defects, abnormal head shapes, bent tail, normal isolated head and folded tail. More studies are

still needed on these reptiles in order to define their reproductive parameters.

Keywords: reproduction; sperm; reptiles; testudines.
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1 INTRODUCAO

Os jabutis sdo testudines de habitos terrestres, pertencentes a classe Reptilia e a
familiaTestudinidae. No geral, os répteis ocorrem em zonas tropicais e subtropicais, sendo
dificilmente encontrados proximos aos polos (BAROUDI, 1970). Em territério nacional,
existem duas espécies de jabutis, o jabuti-tinga (Chelonoidis denticulata Linnaeus, 1766) e
o jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria Spix, 1824), sendo este o quelonio mais
encontrado em cativeiro devido ao fato de que o Brasil é responsavel por um vasto comércio
ilegal de animais silvestres, além de outros aspectos culturais existentes no pais (PINHEIRO
e MATIAS, 2004).

Apesar do jabuti-piranga ndo estar presente na lista de animais com risco de
extingdo, sua conservacdo e das tartarugas marinhas € um assunto internacional e
pertinente, pois estas espécies possuem crescimento lento, fator este que as predispdem a
riscos (BURKE et al., 1993; GIBBONS, 1994). Portanto, estudos relacionado a aspectos
basicos da biologia desses animais sdo fundamentais para construcdo de ferramentas e
estratégias que ajudem na manutencdo e restabelecimento de populagdes existentes e
ameacgadas (POUGH et al., 1999).

A reproducdo em cativeiro de jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria) pode resultar
em anormalidades reprodutivas, morfolégicas e comportamentais, principalmente quando a
criagdo desses animais ocorre em um ambiente diferente de seu habitat natural. Essa
condi¢cdo, por exemplo, pode levar a masculinizacdo das fémeas como consequéncia de
alteracdes nas temperaturas ambientais durante a fase do desenvolvimento embrionario ou
pelo desbalanceamento enddcrino causado pela temperatura média baixa durante a fase
pos-natal (GUIX et al., 2001).

A maturidade sexual dos jabutis € atingida entre 5 a 7 anos de vida e seu periodo
reprodutivo € diretamente relacionado as estacdes do ano, com tendéncias a ter inicio em
outubro e seu auge em janeiro (FRANCISCO, 1997). O ciclo reprodutivo de répteis €
diretamente influenciado por fatores ambientais como a temperatura e o fotoperiodo,
considerados fatores cruciais (GANS e CREWS, 1992).

Em relacdo a anatomia do sistema reprodutor dos jabutis-piranga, os machos
apresentam um falo de cor escura, longo, macio e expansivel que quando ereto, tem sua parte
muscular exposta para fora da cloaca, com uma prega seminal que tem como funcao realizar
o transporte do s€émen. Possuem os testiculos internos e localizados anteriormente aos rins

(BOYER e BOYER, 1999).
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A andlise do sémen que consiste em avaliar os aspectos fisicos (volume, motilidade,
cor, vigor e concentragdo) e caracteristicas morfologicas do espermatozoide e suas
anormalidades é uma ferramenta de extrema importancia no que se diz respeito ao
conhecimento reprodutivo dos machos de qualquer espécie animal. Por desenvolver um
papel fundamental na fecundacdo sabe-se que as anormalidades em espermatozoides estdo
diretamente correlacionadas com a infertilidade na maioria das espécies (CBRA, 2013).

Nos répteis, alguns estudos sobre a analise de sémen ja foram relatados para algumas
espécies dentre elas: crocodilos (ROMERO-SOLORZANO et al., 2010; JOHNSTON et al.,
2014), iguanas (HEALY; JAMIESON, 1994; ZIMMERMAN et al., 2013), jacarés
(ASSUMPCAO et al., 2017), tartarugas (TANASANTI et al., 2007), lagartos (TEIXEIRA
et al., 2002) e serpentes (INNOCENTI et al., 2006; TOURMENTE et al., 2007;
ZACARIOTTI e GUIMARAES, 2010).

Assim, pouco se conhece sobre sua reproducio e andlise de s€men em jabutis e as
pesquisas sdo escassas sobre as caracteristicas de suas células espermaticas. Diante disto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a morfologia dos espermatozoides de jabuti-piranga

(Chelonoidis carbonaria Spix, 1824) e suas alteragdes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Testudines

Aproximadamente 355 espécies de quelonios foram relatadas como pertencentes
filogeneticamente a ordem Testudines (VAN DIJK et al., 2014). Quando se analisa os dados
em relagdo a extingdo ou ameagados de extincdo, mais da metade das espécies de quelonios
se encontram nesta situagdo. A tartaruga-marinha-pequena (Lepidochelys kempii) € um

exemplo de espécie que se encontra em perigo critico de extincdo (IUCN, 2019).

As ameacas comumente relatadas para os queldonios, sdo o comércio ilegal para
manté-los como animais de estimacao e para venda de cascos, captura acidental, caga furtiva

para questdes medicinais e destrui¢ao de seus habitats (IUCN, 2019).

No Brasil, a ocorréncia de queldonios € basicamente limitada a duas espécies, sendo
o jabuti-tinga (Chelonoidis denticulata) e o jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria). O
jabuti- piranga é considerado o quelonio mais encontrado em cativeiro em nosso pais,
principalmente pelo amplo comércio ilegal de animais silvestres e por fatores culturais
(PINHEIRO e MATIAS, 2004). Assim, com ampla distribuicdo geografica, vivendo em
diversos tipos de ambientes, sdo comumente encontrados em areas de cerrado e matas, nas

regides do Nordeste, Sudeste e Sul do pais IBAMA, 2022).

As duas espécies de quelonios se assemelham fisicamente quando € levado em
consideracdo suas caracteristicas fisicas e anatdmicas, tendo o corpo coberto em sua maior
parte por um casco alto, e um plastrdo na parte inferior de onde surgem a cabeca, membros e
cauda. Além disso, o jabuti-piranga € conhecido também como “jabuti- vermelho” por
conter manchas vermelhas em sua cabeca, patas e cauda. Estes animais possuem
dimorfismo sexual externo quando atingem a maturidade sexual, assim, é possivel diferenciar
o macho da fémea por sua anatomia, sendo que as fémeas apresentam plastrdo reto com
cauda curta, e os machos um plastrdao concavo e cauda alongada (PRITCHARD, 1979;

POUGH, 1997; FARIA, 2000).

Os quelonios sdo animais onivoros e sua dieta consiste basicamente na ingestao de
frutas, folhas e cogumelos. Em relacdo ao tamanho desses animais, a f€mea de jabuti-piranga
¢ menor que o macho, medindo cerca de 28,9 cm e o macho 30,4 cm em média. O peso
desses animais varia entre 6 a 12 kg, atingem a maturidade sexual entre os 5 € 7 anos de vida,

podendo viver até 80 anos em média (FRANCISCO, 1997). Possuem periodo reprodutivo
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sazonal em dependéncia das estacdes do ano, normalmente se iniciando em outubro, com
alta incidéncia em janeiro, variando conforme o ambiente e regido em que se encontram
(FRANCISCO, 1997). A temperatura e o fotoperiodo sdo relatados como fatores de extrema
influéncia no ciclo reprodutivo de répteis em geral, ou seja, sdo animais dependentes de

condi¢cdes ambientais adequadas para reproduzirem normalmente (GANS e CREWS, 1992).

2.2 Espermatozoides

No reino animal a informacao hereditaria é carregada e conservada dentro do nicleo
na cabeca do espermatozoide. Sabe-se que a célula esperméitica no geral é basicamente
dividida em trés partes: cabeca, peca intermediaria e cauda (TEMPLE-SMITH et al., 2018).

A forma com que as estruturas se apresentam € variavel de acordo com as espécies (figura

1).

Figura 1 — Diferentes formas dos espermatozoides nas espécies.

T ——

Fonte: http://www.expertsmind.com/questions/structure-of-the-sperm-30129966.aspx.

Cada parte de um espermatozoide tem uma finalidade no processo de fertilizacdo. A

cauda € responsdvel por realizar os movimentos natatorios, produzindo a motilidade


http://www.expertsmind.com/questions/structure-of-the-sperm-30129966.aspx
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necessdria para que o mesmo consiga atravessar o trato reprodutivo feminino e alcance o
ovulo para o processo de fecundacdo. A peca intermedidria € composta basicamente de
mitocondrias, organelas celulares responsaveis por fornecer energia em forma de adenosina
trifosfato paraa movimentagdo. A cabeca aloja o nicleo com o material genético e seu
acrossoma com as enzimas necessirias para que o espermatozoide penetre no 6vulo

(TEMPLE-SMITH et al., 2018).

2.3 Morfologia espermatica nos répteis

Os répteis sdo vertebrados ectotérmicos que possuem uma variacdo magnifica em sua
forma fisica e comportamental. A célula espermatica desses animais é caracterizada como
filiforme e curvada, possuindo a mesma divisdao de cabeca, peca intermediaria e cauda, com
diferentes comprimentos em tamanho dentre as ordens dessa classe (figura 2). Possuem uma
caracteristica particular em que a motilidade espermatica se apresenta maior em temperaturas

mais baixas (TEMPLE-SMITH et al., 2018).

Figura 2 — Caracteristica do espermatozoide nos répteis.

Head
|.|.4

Midpiece Flagellum

Fonte: Kustra et al. (2019).

Estudos mostram que a morfologia espermatica béasica de crocodilianos sao
semelhantes a de quelonios, diferindo apenas em algumas caracteristicas em sua
ultraestrutura como, por exemplo, o arranjo de mitocondrias da pe¢a intermediaria. Lagartos
e serpentes também aparentam ter caracteristicas semelhantes em sua morfologia

espermaética (figura 3) (TEMPLE-SMITH et al., 2018).
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Figura 3 — Caracteristica dos espermatozoides nos lagartos (A) (Varanus panoptes) e

serpentes (B) (Crotalus spp).

Fonte: Campbell et al. (2020) e Mascorro et al. (2019).

Os répteis e as aves sdo pertencentes a um grupo de organismos e t€m o mesmo
ancestral em comum (Sauropsida). A morfologia da célula espermética de ambas as classes
também se assemelham, principalmente em relacdo a cabeca do espermatozoide, que se
apresenta em conformacio filiforme (figura 4) (GRIBBINS, 2011; SANTIAGO-MORENO
et al., 2016; FITRI et al., 2020).

Apesar da semelhanga morfol6gica, o comprimento dos espermatozoides varia muito
entre estas classes e espécies. A cauda do espermatozoide de codorna doméstica possui em
média 208 um e do galo doméstico aproximadamente 82 um (VERNON e WOOLLEY,
1999). J4 os répteis tém tamanho menor, sendo que Kimsakulvech e Suttiyotin (2020)
registraram o comprimento da cauda do espermatozoide de tartaruga-do-pantano-preto com
média de 48,53 pm. J4 em jacaré-tinga (Caiman crocodilus), Assumpgdo et al. (2017)

relataram a cauda do espermatozoide destes animais com 58,49 + 0,29 um em média.

Figura 4 — Morfologia do espermatozoide de ema-australiana (Dromaius novaehollandiae).

N |

Fonte: Plessis e Soley (2014).
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2.4 Anormalidades espermaticas

As alteracdes na morfologia espermatica estdo correlacionadas diretamente com a
fertilidade (CASAGRANDE et al., 1979; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). Lagerlof
(1936) relatou que se for encontrado a presenca de 20% ou mais de espermatozoides
anormais em uma amostra, junto da presenca de células espermaticas imaturas, esses dados
seriam sugestivos da ocorréncia de distirbios na espermatogénese. A classificacdo de
alteracdes morfoldgicas em espermatozoides de mamiferos, peixes e aves esta relatada pelo
Colégio Brasileiro de Reprodu¢ao Animal (CBRA, 2013), porém, ndo ha classificacdo para

animais selvagens e répteis.

A classificacdo bindria dos defeitos espermaticos em maiores e menores € utilizada
com maior frequéncia, inclusive na interpretacdo de resultados de espermograma. Os
defeitos maiores seriam aqueles que teriam maior impacto na fertilidade, normalmente
associados com doencas testiculares ou epididimarias. J4 os defeitos menores, teriam menor

importancia no quesito fertilidade (BLOM, 1972; SILVA et al., 1993).

Para fazer a avaliagdo da morfologia espermética, se analisa os defeitos de forma e
estrutura, podendo classifica-los em defeitos de cabega e cauda (peca intermediaria e principal).
Os defeitos maiores na cabeca sdo: acrossoma subdesenvolvido, cabeca isolada anormal,
contorno anormal, estreita na base, piriforme, pequena anormal e pounch formation. Os defeitos
maiores de peca intermedidria sdo: gota citoplasmética proximal, pseudogota e peca
intermediaria rudimentar. Temos também na peca principal a cauda fortemente dobrada. As
formas teratoldgicas também sdo classificadas como defeitos maiores. Ja os defeitos menores
sdo: cabeca delgada, gigante, pequena normal, cabeca isolada normal, defeitos de implantacao,
cauda dobrada, gota citoplasmatica distal e cauda enrolada na porcdo final (BLOM, 1972;

CBRA, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucao

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais. Esta pesquisa
foi autorizada pela Comissio de Etica na Utilizacgdio de Animais, processo n°

23117.089609/2022-21.

3.2  Material utilizado

Foram utilizadas amostras de sémen de nove jabutis-piranga (Chelonoidis
carbonaria) provenientes de coletas de pesquisas anteriores e que estavam armazenadas no

Laboratério de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterindria.

3.3 Analise das amostras

A morfologia espermatica foi avaliada pelo método de preparagao em camara imida
sob microscopia Optica de contraste de fase, sendo contadas 200 células, verificando os
defeitos apresentados pelos espermatozoides em sua cabega, peca intermediaria e cauda.

Também foram feitos esfregacos do sémen coradas pelo Vermelho Congo.

Foram obtidas fotomicrografias dos espermatozoides em um microscopio Leica
DMS500 equipado com objetiva planocromética 100/1,25, condensadora pré-focalizada e pré-
centralizada, iluminacdo LED, intensidade da iluminagdo mantida sempre a0 maximo e o
diafragma da condensadora rotacionado na posicao 100x. As condi¢cdes de iluminacido foram
mantidas constantes para todas as laminas analisadas. As imagens avaliadas foram capturadas
por uma camera digital Leica ICC50 HD acoplada ao microscopio e software de captura Leica

LAS EZ (Leica Microsystems, Suica).

Como ndo ha classificacdo oficial para répteis foi seguida a classificacdo do tipo de

anormalidades descritas em mamiferos (CBRA, 2013).

3.4 Analise das imagens

A analise das imagens capturadas foi realizada no software “open source” Imagel,
através do qual obteve-se informacgdes relativas as dimensdes de comprimento total, de

cabega,peca intermedidria e cauda dos espermatozoides em micrometros (um).
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O aplicativo foi calibrado com o uso da ferramenta “Set Scale” seguindo as
instrucdes encontradas no proprio software. Sob as condi¢des Opticas utilizadas, onde 1 um

corresponde a 15,6 pixels.

3.5 Analise dos dados

A andlise dos dados encontrados foi feita de forma descritiva e registrados de acordo

com suas médias e desvios padrdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As dimensdes em comprimento encontradas para o espermatozoide de jabuti-piranga
(Chelonoidis carbonaria) foram, em média: cabe¢ca = 15,91 + 0,89 um; peca intermediéria
= 4,64 £ 0,32 um e cauda = 47,56 * 1,61 um; sendo que o comprimento médio total

encontrado foide 68,12 = 1,74 um (figura 5).

Figura 5 — Fotomicrografia de espermatozoide de jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria).

Coloracao Cerovsky. Aumento de 1000 x.

cauda

s |
cabega

pega
intermediaria

Fonte: O autor.

Os espermatozoides de jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria) apresentaram um
formato filiforme, com cabeca alongada e em forma de S. Caracteristicas semelhantes a outros
répteis como as serpentes (ZACARIOTTI e GUIMARAES, 2010), as tartarugas
(TANASANTI et al., 2007), os crocodilos (JAMIESON et al., 1997; GRIBBINS et al., 2011)
e os jacarés (ASSUMPCAO et al., 2017).

Semelhante resultados deste estudo foram obtidos por Kimsakulvech e Suttiyotin
(2020) que verificaram em tartaruga-do-pantano-preto (Siebenrockiella crassicollis)
comprimento total, de cabeca, peca intermediaria e cauda em espermatozoides de 71,33 +
1,55 pm, 14,00 + 0.38 pum, 4,92 + 0,16um e 48,53 + 0,25 um, respectivamente.
Adicionalmente resultados proximos aos desta pesquisa foram obtidos por Assumpg¢do e
colaboradores (2017) em espermatozoides de jacaré-tinga (Caiman crocodilus), sendo
cabeca com 20,09 % 0,85 um; peca intermedidria com 2,40 + 0,16 um e cauda com 58,49 +

0,29 um; e comprimento médiototal 80,98 + 1,29 um.
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Fitri et al. (2020) verificaram dimensdes menores das células esperméticas que as
deste estudo em Mauremys caspica e Chrysemys picta, com tamanho total de 50 pm e 50-55
um, respectivamente. Também Al-Dokhi et al. (2007) encontraram resultados diferentes
principalmente no tamanho da cauda do espermatozoide em Chelonoidis carbonaria e

Mauremys caspica.

Lagartos e crocodilos apresentam espermatozoides com comprimentos totais maiores
que os quelonios deste estudo com 75,58 ym e 97 * 2,3 um em média, respectivamente
(TEIXEIRA et al, 2002; GRIBBINS et al, 2011). Também as iguanas possuem
espermatozoides bem maiores, com tamanho aproximado em 146 um (HEALY e
JAMIENSON, 1994). As variacdes morfométricas dos espermatozoides entre as espécies tém

correlagdo direta com o ambiente em que vivem e com o padrao de acasalamento das espécies

(MORROW e GAGE, 2001).

Dentre as anormalidades espermaticas observamos principalmente cinco tipos delas,
sendo que as de maior frequéncia na espécie foram: defeitos de peca intermediéria, contorno

anormal de cabeca, cauda dobrada, cabecga isolada normal e cauda enrolada (Figura 6).

Existe uma classificacdo das anormalidades em espermatozoides para animais

domésticos, o que ainda ndo foi proposto para os répteis em geral (CBRA, 2013).
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Figura 6 — Fotomicrografia das alteracdes morfologicas nos espermatozoides dos jabutis-
piranga (Chelonoidis carbonaria). A) Defeito de peca intermedidria (seta); B) Contorno
anormal de cabeca (seta); C) Cauda dobrada; D) Cabeca isolada normal (seta); E) Cauda

enrolada. Coloracao Cerovsky. Aumento de 1000x.

Fonte: O autor.

Ha poucos relatos na literatura sobre alteracdes morfologicas das células
espermadticas em jabutis e outros répteis. Assumpg¢ao e colaboradores (2017) evidenciaram a
ocorréncia das mesmas alteragdes morfologicas em espermatozoides de Caiman crocodilus,
que foram: cauda dobrada e enrolada, contorno anormal de cabeca, defeitos de peca
intermediaria e cabeca isolada normal. Ja Sandmaier e colaboradores (2021) relataram a
elevada presenca de espermatozoides com cauda dobrada em crocodilos (Crocodylus
mindorensis), o mesmo observado em iguana-verde (Iguana iguana) por Zimmerman e

colaboradores (2013).
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5 CONCLUSAO

A morfologia dos espermatozoides em jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria) é
semelhante a de outros répteis, com pouca diferenca no formato da cabeca. O s€men
demonstrou boa qualidade morfolégica, com poucos tipos de anormalidades celulares.
Existem poucos relatos sobre a reproducao de jabutis e os pardmetros reprodutivos para a
espécie ainda ndo foram definidos. Ainda sdo necessarios mais estudos sobre esses répteis a

fim de contribuir para a sua conservacio e preservacao.
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