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RESUMO

Caracterizacao morfo-histologica do segmento sexual renal e espermatogénese de
Notomabuya frenata (Cope, 1862) e Aspronema dorsivittatum (Cope, 1862) (Squamata,
Mabuyidae)

Dentre os estudos sobre caracteristicas reprodutivas de lagartos, muitos sdo realizados com
espécies de regides temperadas. Diferentes fatores podem influenciar no ciclo reprodutivo das
espécies de lagartos neotropicais como umidade, temperatura e pluviosidade, sendo este ultimo
determinante em regides tropicais. Estudos sobre a biologia reprodutiva de lagartos do género
Mabuya revelaram caracteristicas peculiares da reproducao e da histéria de vida; com isso pode
ser considerado um tdxon modelo para estudos sobre a evolugao dos padrdes reprodutivos em
vertebrados. As espécies Notomabuya frenata e Aspronema dorsivittatum, apesar de
apresentarem alguns aspectos reprodutivos conhecidos, muitas de suas caracteristicas ainda sao
desconhecidas. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar morfo-
histologicamente o segmento sexual renal (SSR) e a espermatogénese de N. frenata e A.
dorsivittatum. Os espécimes utilizados neste estudo foram coletados em uma drea do bioma
Cerrado no estado de Minas Gerais, Brasil. Os rins foram analisados através de microscopia de
luz e eletronica de varredura; e os testiculos apenas com microscopia de luz. Ao analisar os rins,
constatou-se a presenca do SSR apenas em machos sexualmente maduros. O SSR se apresentou
revestido por células colunares altas, com niicleo basal e a porcao apical repleta de granulos
secretores; tais caracteristicas morfo-histolégicas observadas em ambas as espécies sdo
similares as observadas em outros estudos com diferentes espécies de Squamata. Os testiculos
foram processados de acordo com técnicas de histologia convencional e analisados por
microscopia de luz. Todos os espécimes machos adultos analisados estavam em periodo
reprodutivo, pois apresentavam espermatozoides nos testiculos e/ou epididimos. O epitélio

germinativo de ambas as espécies era composto por células germinativas e células de Sertoli,



apresentando um ciclo reprodutivo continuo. O epididimo das espécies estudadas apresentou-
se revestido por epitélio colunar simples, com células altas, nicleos basais e o limen
completamente preenchido por espermatozoides. Os espécimes de N. frenata e A. dorsivittatum
analisadas apresentaram o epitélio germinativo organizado de forma similar a outros Squamatas
anteriormente estudados. Existem poucos estudos que abordem a descri¢io morfo-histoldgica
do segmento sexual renal, células germinativas e espermatogénese de lagartos brasileiros.
Dessa forma, o presente estudo acrescenta, ndo somente o conhecimento sobre a biologia
reprodutiva nessas espécies, mas auxilia numa maior compreensio sobre estratégia e biologia

reprodutivas em espécies viviparas e neotropicais.

PALAVRAS CHAVE: Mabuya, reproducao, histologia, rim, testiculos
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ABSTRACT

Morpho-histological characterization of the sexual segment of the kidney and
spermatogenesis of Notomabuya frenata (Cope, 1862) and Aspronema dorsivittatum

(Cope, 1862) (Squamata, Mabuyidae)

Among the studies on the reproductive characteristics of lizards, many are carried out with
species of temperate regions. Different factors may influence the reproductive cycle of
neotropical lizard species such as humidity, temperature and rainfall, being the latter
determinant in tropical regions. Studies on the reproductive biology of lizards of the genus
Mabuya revealed peculiar characteristics of the reproduction and the history of life; with this it
can be considered a model taxon for studies on the evolution of the reproductive patterns in
vertebrates. The species Notomabuya frenata and Aspronema dorsivittatum, although
presenting some known reproductive aspects, many of its characteristics are still unknown. In
this context, the objective of the present study was to characterize the morphologically the
sexual segment of the kidney (SSK) and the spermatogenesis of N. frenata and A. dorsivittatum.
The specimens used in this study were collected in an area of the Cerrado biome in the state of
Minas Gerais, Brazil. The kidneys were analyzed by light microscopy and scanning electron
microscopy; and the testis only with light microscopy. When analyzing the kidneys, the
presence of SSK was only found in sexually mature males. The SSK was coated by high
columnar cells with basal nucleus and the apical portion filled with secretory granules; Such
morpho-histological characteristics observed in both species are similar to those observed in
other studies with different Squamata species. The testes were processed according to standard
histology techniques and analyzed by light microscopy. All the adult male specimens analyzed
were in the reproductive period, as they had spermatozoa in the testis and / or epididymis. The
germinal epithelium of both species was composed of germ cells and Sertoli cells, presenting a

continuous reproductive cycle. The epididymis of the species studied was coated by simple



xii

columnar epithelium, with high cells, basal nucleus and the lumen completely filled by
spermatozoa. The specimens of N. frenata and A. dorsivittatum analyzed presented the
germinative epithelium organized in a similar way to other Squamata previously studied. There
are few studies that address the morpho-histological description of the renal sexual segment,
germ cells and spermatogenesis of Brazilian lizards. Thus, the present study not only adds
knowledge about reproductive biology in these species, but also aids in a better understanding

of reproductive strategy and biology in viviparous and neotropical species.

KEY WORDS: Mabuya, reproduction, histology, kidney, testis
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INTRODUCAO GERAL

1. Reproducio em Reptilia

A reproducdo € considerada um importante fator no sucesso evolutivo de um organismo
e os vertebrados mostram um conjunto surpreendente de comportamentos associados ao
acasalamento e a reproducdo (Pough et al., 2008). Em vertebrados existem trés termos para
definir os modos reprodutivos: oviparidade e viviparidade (Rocha-Barbosa et al., 2015). A
oviparidade € definida como a postura de ovos que tem embrides em fases relativamente
precoces de desenvolvimento. J4 a viviparidade é definida como a retencdo do embrido em
desenvolvimento dentro do udtero até que o desenvolvimento esteja concluido. Na viviparidade,
a organismo materno deve fornecer um ambiente uterino adequado para a troca de gés e dgua
necessarios para suportar o desenvolvimento embriondrio (Guillette, 1993; Pough et al., 2008;
Silva e Araujo, 2008; Rocha-Barbosa et al., 2015).

No grupo dos Répteis (lagartos, serpentes, anfisbaenias, tuatara, crocodilianos e
tartarugas) observa-se uma variedade de modos reprodutivos, desde a oviparidade até a
viviparidade (Zug et al., 2001; Pough et al., 2008; Rocha-Barbosa et al., 2015). Diversos autores
consideram que a viviparidade evoluiu da oviparidade, sendo esta uma condicdo ancestral
(Guillette, 1993; Lee e Shine, 1998; Shine, 2005; Pough et al., 2008; Blackburn, 2015). Entre
0os Squamata, a viviparidade evoluiu no minimo 100 vezes, pelo menos 45 vezes entre 0s
lagartos e 35 vezes entre as serpentes (Guillette, 1993; Thompson et al., 2004; Shine, 2005;
Pough et al., 2008; Blackburn, 2015). A evolugdo da oviparidade para viviparidade esta
associada a ambientes frios e favoraveis (Guillette, 1993; Shine, 2005); no entanto, outros
fatores sdo sugeridos como forcas seletivas da viviparidade, sendo estas o curto tempo de
crescimento materno e a alta predag¢do dos ovos (Guillette, 1993; Shine, 2014).

Espécies viviparas em geral apresentam duas formas de nutri¢io fetal: através da gema

(vitelo) ou por meio de placenta (Blackburn, 2015). A nutricdo por meio de uma gema €
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denominada viviparidade lecitotréfica; nesta forma, ndo existe uma conexdo placentdria
aparente entre mae e embrido sendo observada, por exemplo, no lagarto Ophiodes striatus
(Spix, 1824) (Anguidae) (Barros e Teixeira, 2007; Montechiaro et al., 2011). Na viviparidade
placentotréfica, hd uma conexd@o placentdria evidente entre mie e embrido, ou seja, a mae
fornece os nutrientes necessdrios para o desenvolvimento do embrido através de uma placenta
(Guillette, 1993; Thompson et al., 2004). Dentre as espécies de lagartos viviparas, as
pertencentes a familia Mabuyidae, como Brasiliscincus heathi (Schimdt e Inger, 1951), exibem
a maior de complexidade da placenta, uma vez que esta apresenta um papel importante no
transporte de nutrientes e trocas gasosas nessas espécies (Blackburn et al., 1984; Thompson et
al., 2004).

De acordo com Guillette (1993), sdo necessarias algumas modificacOes anatOmicas e
fisiol6gicas para a evolucdo da viviparidade, no entanto, muitas dessas modificagdes nas
estruturas podem ser observadas ou adquiridas apds a evolugdo, o que dificultam os estudos.
Estudos com espécies dos géneros Sceloporus Wiegmann 1828 (Phrynosomatidae) e Lacerta
Linnaeus, 1758 (Lacertidae) sugerem duas modificacdes precoces na evolucdo da viviparidade:
a evolucgdo da placenta (diminuicao significativa da espessura da casca do ovo, resultando numa
distancia de difusdo reduzida entre suprimentos e sangue embriondrio € materno) € o
alongamento do periodo de gestacdo (relacionado a manutencdo do corpo liteo) (Guillette,
1993). Weekes (1929, 1930,1935) em seus trabalhos observou que lagartos viviparos
apresentam menos glandulas de casca do ovo do que lagartos oviparos; esta redu¢cdo do nimero
de glandulas da casca estd associada a uma redu¢do na espessura da casca, mesmo ndo sendo
constante o nimero de glandulas da casca em lagartos (Guillette, 1993). A redu¢do no niimero
de glandulas da casca do ovo no ttero pode ser uma modificacdo diretamente relacionada a
evolucdo da viviparidade; entretanto, ainda sdo necessdrios novos estudos que contribuam para
elucidar os mecanismos e as modificagdes evolutivas do modo reprodutivo em lagartos (Shine,
2005; Blackburn, 2015).

Em Squamata, diferentes fatores podem influenciar no ciclo reprodutivo de uma espécie,
como o controle hormonal, padrdes de fotoperiodo, temperatura e pluviosidade (Ferreira, 2001,
2003; Ribeiro et al. 2012), sendo este ultimo o fator determinante em regides tropicais (Ferreira,
2001). Em lagartos, o processo de divisao, proliferacdo e maturacdo de células germinativas
segue um padrio de ciclo anual e bem definido. Este ciclo sofre variagdo nas diferentes espécies
relacionadas a fatores externos (como temperatura e umidade) e ao potencial de adaptacao das

espécies a esses fatores (Ferreira, 2001).
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Muitos dos estudos relacionados a caracteristicas reprodutivas sdo realizados com
lagartos de regides temperadas, existindo poucas informagdes sobre espécies tropicais (Ferreira,
2003). O ciclo reprodutivo de lagartos tropicais pode ser de trés formas: continua (acasalamento
e gametogénese ocorrem durante todo ano) e descontinua (ou sazonal — periodo de
acasalamento e gametogénese ocorrem em épocas diferentes do ano) (Ferreira, 2003; Silveira,
2009; Ferreira et al., 2009; Silva et al., 2016).

A defini¢ao do ciclo reprodutivo de uma espécie auxilia na compreensao de como esta
se comporta; pois, embora a reprodugdo nao seja crucial para a sobrevivéncia de um individuo,
a mesma € essencial para permanéncia de uma espécie (Loebens et al., 2016).

Os ciclos reprodutivos auxiliam na compreensdo da estratégia reprodutiva de uma
espécie. A identificacdo e a defini¢do de caracteristicas dos ciclos reprodutivos, em machos e
fémeas, tais como a espermatogénese e oogé€nese € suas mudancgas sazonais SA0 muito
importantes para estabelecer o ciclo reprodutivo de uma espécie (Silveira, 2009; Lozano et al.,

2015).

2. Segmento Sexual Renal

Gampert (1866) foi quem pela primeira vez, observou na serpente Natrix natrix
(Linnaeus, 1758) (Colubridae), o segmento sexual renal (SSR). Posteriormente, Heidenhain
(1874) evidenciou no mesmo animal a natureza granular da secre¢do que preenchia o
citoplasma das células que constituiam essa por¢ao diferenciada do tubo urindrio. Tribondeau
(1902), ao analisar o rim de Natrix maura (Linnaeus, 1758) (Colubridae) e Vipera aspis
(Linnaeus, 1758) (Viperidae), também notou a presenca de uma porc¢do alargada no tubo

urindrio, cujo didmetro variava entre as espécies estudadas.

Entretanto, Regaud e Policard (1903a-b) foram os primeiros pesquisadores a
interpretarem corretamente esta particularidade do rim de Squamata, ao constatarem que a
mencionada por¢do alargada do tubo urindrio existia apenas nos machos de algumas espécies de
serpentes. Como esses autores suspeitavam que este segmento do rim pudesse servir a funcdo
reprodutiva, deram-lhe a denominacado de “segmento sexual”. Além de atribuirem um significado
sexual a por¢do distal dos tubulos renais, os referidos autores fizeram uma alusdo a oscilagao
sazonal que poderia ocorrer nesta estrutura, relacionada com as variacgdes ciclicas dos 6rgaos
reprodutores.

O SSR € uma particularidade observada no rim de Squamata e caracteriza-se por ser

uma hipertrofia de uma por¢ao do néfron e/ou do ureter (Regaud e Policard, 1903a-b; Sanyal e
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Prasad, 1966; Gabri, 1983; Mendes et al., 2009; Rheubert et al., 2015). Geralmente nio esta
presente em fémeas e machos imaturos de Squamata (Kiihnel e Krisch, 1974; Del Conte e
Tamayo, 1973; Sever e Hopkins, 2005; Rheubert et al., 2015).

A funcionalidade do SSR demonstra-se ainda pouco elucidada (Misra et al., 1965;
Reddy e Prasad, 1970; Prasad e Reddy, 1972) e acredita-se que exista uma homologia entre
essa estrutura e as vesiculas seminais dos mamiferos, uma vez que ambos respondem de forma
similar aos hormonios andrégenos (Mendes et al., 2009). O segmento sexual apresenta-se
indispensdvel para a cpula e em atividades como espermatogénese e produgado de testosterona,
uma vez que possui funcdes associadas a producdo de feromoOnios e participa na producao de
secrecoes da ampola e dos ductos deferentes; separacao do sémen da urina na cloaca; nutricao
de espermatozoides; retengdo do sémen na cloaca da fémea; além de promover um
tamponamento da abertura genital da fémea impedindo que copule com outros machos (Sever
et al., 2002; Sever e Hopkins, 2005; Rheubert et al., 2015).

Apesar de sua importancia para a reproducdao de machos Squamata, existem poucos
estudos em espécies deste grupo que relatem a presenga/auséncia, fungdo e caracteristicas
morfologicas do SSR. Portanto, o presente estudo vem a acrescentar sobre o conhecimento

sobre 0 SSR em Squamata, ao analisar esta estrutura em espécies brasileiras.

3. Espermatogénese

A espermatogénese € o processo complexo em que células progenitoras
(espermatogdnias) se dividem mitoticamente, submetem-se a meiose, € entdo se diferenciam
em espermatozoides (Gribbins, 2011). A espermatogénese em lagartos sofre uma variacao
anual em periodos ativos e quiescentes (Sanyal e Prasad, 1966; Ferreira e Dolder, 2003;
Silveira, 2009), e estes tém sido investigado com o auxilio de diferentes métodos, desde
histologia convencional até ultra estrutural (Ferreira e Dolder, 2003; Boretto et al., 2007;
Lozzano et al., 2015).

Os Amniota (Répteis, incluindo as Aves e Mamiferos) apresentam testiculos tubulares,
no qual diversas geragdes de células germinativas se desenvolvem de maneira sincronizada; e,
durante seu desenvolvimento, estas se deslocam dentro do epitélio seminifero (ou germinativo)
da membrana basal em dire¢ao ao limen central (Gribbins et al., 2003). No entanto, embora a
arquitetura testicular em Reptilia se assemelhe a dos demais amniotas, as células germinativas
nesse grupo amadurecem e migram para o limen e ficam centralizadas nos tibulos seminiferos

em grandes “coortes”, similar ao observado em ndo-amniotas (Gribbins e Gist, 2003; Rheubert
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et al. 2014). Rheubert et al. (2014) destacam que as células germinativas podem se desenvolver
de duas formas: tipica e atipica (ou temporal). Na forma ‘tipica’ de desenvolvimento das células
germinativas, os tibulos seminiferos podem ser divididos ao longo de seu eixo periférico em
secdes, que possuem geracdes de células germinativas especificas observadas em associa¢des
celulares sequenciais consistentes. Ja na forma ‘atipica’, a estratégia de desenvolvimento das
células germinativas é temporal, uma vez que os eventos espermatogénicos sdo separados
temporalmente (Rheubert et al., 2014).

Estudos sugerem que, em répteis, a estratégia de desenvolvimento das células
germinativas seja temporal, ou seja, estas células se organizam em associacdes celulares
consistentes, e até cinco espermatides se agrupam em geragdoes meidticas e mitdticas (Gribbins
et al., 2009). No entanto, existem variagdes nos ciclos espermatogénicos de lagartos, podendo,
portanto, existir variagdes na forma de estratégia de desenvolvimento dessas células.

O processo de espermatogénese ocorre nos testiculos, mais precisamente nos tibulos
seminiferos. E, baseado em modificagdes morfolégicas e funcionais, como observado em
vertebrados em geral (Pough et al., 2008), é possivel descrever trés fases para a

espermatogénese (Gribbins, 2011):

1. Fase Proliferativa ou Espermatogonial: acontecessem divisdes mit6ticas rapidas

e sucessivas das espermatogonias.

2. Fase Meidtica: ocorre sintese de DNA no espermatdcito em pré-leptédteno,

sintese de RNA no espermatdcito em paquiteno e finalizacao da meiose, durante
a qual ocorre uma divisao reducional acompanhada de recombinacdo génica e
uma divisdo equacional na qual, teoricamente, cada espermatdcito secundario
dard origem a quatro espermdtides hapldides.

3. Fase de Diferenciacio ou Espermiogénica: cada espermdtide passa por

profundas mudancas estruturais e bioquimicas e diferencia-se em

espermatozoide.

A compreensdo do ciclo espermatogénico de uma espécie pode auxiliar em diversos
estudos como de estratégias de conservacao e ecologia populacional. Gribbins (2011) destaca
que entender os eventos citolégicos basicos da espermatogénese em répteis podem auxiliar a
resolver as controvérsias e inconsisténcias existentes no que se refere a periodos resistentes,
efeitos de temperatura e estimulacdo hormonal dentro dos ciclos testiculares de Reptilia.

Diversos estudos descrevendo a espermatogénese em lagartos ja foram feitos. Ferreira

et al. (2002) descreveram a espermatogénese de Iguana iguana (Linnaeus, 1758) (Iguanidae) e
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correlacionaram as variagdes do ciclo espermatogénico com as variagdes sazonais do Pantanal
brasileiro. Gribbins e Gist (2003) caracterizaram as alteracdes citologicas que ocorreram nas
células germinativas de Podarcis muralis (Laurenti, 1768) (Lacertidae) coletados em
Cincinnati, Ohio. Boretto et al. (2007) estimaram alguns dados como o tamanho minimo do
adulto, dimorfismo sexual e caracteristicas gerais do ciclo reprodutivo de machos e fémeas de
Phymaturus punae Cei, Etheridge e Videla, 1985 (Liolaemidae) pertencentes a uma populacdo
dos Andes, na Argentina. Ribeiro et al. (2012) estudaram as mudangas sazonais de atividade e
massa de gordura corporal de machos e fémeas de Tropidurus hispidus (Spix, 1825) e
Tropidurus semiataeniatus (Spix, 1825) (Tropiduridae) de uma populacdo do Rio Grande do
Norte, Brasil. Silva et al. (2016) analisaram as células germinativas e a espermatogénese em
Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (Tropiduridae) provenientes de Cuiabd, Brasil.

Contudo, estudos que auxiliam na compreensao da biologia reprodutiva em lagartos
viviparos sdo escassos (Boretto et al., 2007; Hernandez-Franyutti e Uribe, 2012; Lozano et al.,
2015; Mesquita et al., 2016), portanto, o presente trabalho teve como finalidade acrescentar
informacdes relacionadas ao ciclo testicular de espécies viviparas brasileira, contribuindo assim

para o conhecimento da biologia e ecologia reprodutiva de lagartos brasileiros.

4. Espécies estudadas

Hegdes e Conn (2012) realizaram uma revisao sistematica de espécies do género Mabuya
de Ilhas do Caribe, utilizando caracteres morfolégicos convencionais (como formato e ndmero
de escamas da cabeca) e ndo convencionais (andlises de sequéncias de DNA). Os referidos
autores propuserem 61 espécies que se agruparam em 16 gé€neros, sendo 3 nomes genéricos ja
disponiveis (Copeoglossum, Mabuya e Spondylurus) e 13 novos gé€neros, € estes, por sua vez, se
agruparam na Familia Mabuyidae (Subfamilia Mabuyinae) Mittleman, 1952. Dentre as espécies
analisadas por Hedges e Conn (2012), destacam-se Mabuya frenata e Mabuya dorsivittata. Para
estas foi proposta uma nova combinacao Notomabuya frenata (=Mabuya frenata) e Aspronema
dorsivittatum (=Mabuya dorsivittata). Com isso, o presente estudo optou por utilizar a nova
organizacao taxondmica proposta por Hedges e Conn (2012).

Grande parte das origens da viviparidade em Squamata ocorreu na familia Scincidae,
enquanto € desconhecida em lagartos Teiidae e ocorre em dois géneros de Lacertidae (Guillette,
1993; Thompson et al., 2004; Pough et al., 2008; Silva e Aradjo, 2008). Entre os scincideos, os
lagartos do género Mabuya Fitzinger (1826) apresentam a forma mais avancada de viviparidade

em Squamata. Estudos sobre a biologia reprodutiva com espécies pertencentes a esse género
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revelaram caracteristicas peculiares da reproducdo e da histéria de vida, com &énfase para a
estrutura placentdria andloga a dos mamiferos eutérios, ao alto grau de placentotrofia, a
reproducdo precoce e a gestagdo que pode variar de 8 a 12 meses (Vitt e Blackburn, 1983; 1991;
Blackburn e Vitt; 1992; Blackburn et al., 1984; Avila-Pires, 1995; Silva e Aratjo, 2008).

De acordo com Blackburn e Vitt (1992), o género Mabuya pode ser considerado um tdxon
modelo para estudos sobre a evolucdo dos padrdes reprodutivos em vertebrados, por apresentar
caracteristicas peculiares (como descrito anteriormente). Os autores destacam que as
caracteristicas reprodutivas observadas para Brasiliscincus heathi (Schmidt e Inger, 1951) e
Copeoglossum nigropunctatum (Spix, 1825) (Mabuyidae) sejam comuns a maioria, senio a todas
as espécies nas Américas. Tal ideia é refor¢ada por evidéncias presentes em estudos com outras
espécies neotropicais do género Mabuya (Vanzolini e Rebougas-Spieker, 1976; Vitt, 1991;
Stevaux, 1993; Vrcibradic e Rocha, 1998; Rocha e Vrcibradic, 1999) e pelo fato de que esses
representantes nas Américas constituir um grupo monofilético originado a partir de uma
linhagem africana (Shine, 1985; Bauer, 1993; Greer et al., 2000; Hedges e Conn, 2012). Apesar
de aspectos bioldgicos e ecoldgicos de espécies do género Mabuya serem estudados por vdrias
décadas no Brasil, estudos que elucidem a biologia e estratégias reprodutivas nessas espécies
ainda sdo escassos, quando relacionado a sua grande riqueza.

Notomabuya frenata (Cope, 1862) (Mabuyidae) (Fig. 1) ocorre na América do Sul,
Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil (Dunn, 1935; Gallardo, 1968). No Brasil, é uma espécie
amplamente distribuida, tendo sido registrada do Tocantins ao sul do Pard e no Rio Grande do
Sul (Pinto e Aratjo, 2000; Vrcibradic e Moura-Leite, 2003). E uma espécie tipica do Cerrado
e dominios de Chaco (Vanzolini, 1988; Colli et al., 2002), onde ocorre na maioria das
fitofisionomias, sendo mais abundante em ambiente de Matas Mesofilas, Cerraddo ou Cerrado
sensu strictu com densa cobertura arbdrea (Lucas et al., 2016) e podendo ser ausente ou rara
em dreas de Campos (Colli et al., 2002; Nogueira et al., 2005). Pode também ser encontrada em
Mata Atlantica, geralmente nas bordas de florestas (Sazima e Haddad, 1992; Sousa et al., 2012).

Aspronema dorsivittatum (Cope, 1862) (Mabuyidae) (Fig. 2) apresenta uma distribui¢ao
relativamente ampla na América do Sul (Peters e Donoso-Barros, 1970; Vrcibradic et al., 2004).
Distribui-se no Brasil de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul, bem como no Uruguai e Norte
da Argentina (Forlani et al., 2010). E encontrada nos dominios da Mata Atlantica (Costa et al.,
2009; Rocha et al., 2004; Sousa et al., 2012), e em fisionomias Savanicas e Campestres
habitando preferencialmente dreas com grande densidade de gramineas (Vitt e Caldwell, 1993;
Nogueira et al., 2005) e também em areas de Cerrado, frequentemente associada a formagoes

abertas (Nogueira et al., 2005; Mesquita et al., 2007) e também observada no Cerrado stricto
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sensu e na Mata de Galeria, como também observado por Novelli et al. (2012a, b). E uma
espécie com hébito diurno, que forrageia no folhico atrds de pequenos artrépodes (Silva e
Aragjo, 2008). No Cerrado, A. dorsivittatum é mais abundante em ambientes de campo limpo,
campo sujo e bordas de campo imido, geralmente com densa cobertura de gramineas (Nogueira

et al., 2005).

Fig. 1. A-B. Fotografia de Notomabuya frenata (A) e Aspronema dorsivittatum (B) coletado

na drea de Cerrado sensu strictu na Reserva Bioldgica Unilavras — Boqueirdo, Ingai, Minas

Gerais. Foto: Novelli, I.A.

Alguns aspectos reprodutivos de Notomabuya frenata e Aspronema dorsivittatum ja
foram anteriormente estudados (Vitt e Blackburn, 1991; Rocha e Vrcibradic, 1999) como ciclo
reprodutivo, tamanho da ninhada, ciclo dos corpos gordurosos e tamanho minimo para
maturidade sexual (Vrcibradic e Rocha, 1998; Vrcibradic et al., 2004). Entretanto, estudos
relacionados a caracterizacdo morfo-histolégica do sistema urogenital dessas duas espécies,
assim como a presenca e a caracteriza¢cao morfo-histolégica do segmento sexual renal (SSR) e

a descricao da espermatogénese sao inexistentes.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:
Estudar morfo-histologicamente os rins, testiculos e epididimos de Notomabuya frenata
e Aspronema dorsivittatum provenientes de ma drea do bioma Cerrado do estado de Minas

Gerais.

Objetivos especificos:

e Descrever a morfologia externa dos rins e caracterizar histologicamente o segmento
sexual renal em N. frenata e A. dorsivittatum.

e Descrever a morfologia externa dos testiculos e caracterizar histologicamente a
espermatogénese e a organizacdo do epitélio germinativo em N. frenata e A.
dorsivittatum.

e Descrever a morfologia externa e caracterizar histologicamente os epididimos de N.

frenata e A. dorsivittatum.
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CAPITULO 1

Caracterizacao morfo-histologica do segmento sexual renal de Notomabuya
frenata (Cope, 1862) e Aspronema dorsivittatum (Cope, 1862) (Squamata,
Mabuyidae)

RESUMO

Os rins de duas espécies viviparas de lagartos neotropicais, Notomabuya frenata e Aspronema
dorsivittatum (Mabuyidae) foram analisados através de microscopia de luz e eletronica de
varredura a fim de constatar a presenca e estudar a morfologia do segmento sexual renal (SSR).
Os espécimes utilizados neste estudo foram coletados em édreas do bioma Cerrado no estado de
Minas Gerais, Brasil. Observou-se o SSR apenas em machos sexualmente maduros (com
espermatozoides no testiculo/epididimo), mostrando-se ausente em fémeas e machos
sexualmente imaturos. O néfron em ambas as espécies € composto por corpusculo renal, tibulo
contorcido proximal, tiibulo contorcido distal, tibulo coletor e segmento sexual renal. A morfo-
histologia do SSR em ambas as espécies estudadas apresentou-se similar a observada em outros
estudos com diferentes espécies de Squamata, acrescentando assim informagdes importantes

sobre o SSR neste grupo.

PALAVRAS CHAVE: Mabuya, reproducao, rins, histologia.



36

ABSTRACT

The kidneys in two viviparous species of Neotropical lizards, Notomabuya frenata and
Aspronema dorsivittatum (Mabuyidae) were analyszed by light and scanning electron
microscopy, in order to determine the presence of the sexual segment of the kidney (SSK) and
to study its morphology. The specimens used in this study were collected from the Cerrado
region in the state of Minas Gerais, Brazil. The SSK was present only in sexually mature males
(with sperm in the testis / epididymis), while it was absent in females and sexually immature
males. The nephron in both species consists of renal corpuscle, proximal convoluted tubule,
distal convoluted tubule, collecting duct and sexual segment of the kidney. The morphology of
SSK in both species was similar to that observed in other studies with different species of

Squamata, thus adding important information about the SSK in this group.

KEY WORDS: Skinks, reproduction, kidneys, histology.

INTRODUCAO

Estudos sobre a biologia reprodutiva de espécies de lagartos pertencentes a Familia
Mabuyidae revelaram caracteristicas peculiares sobre a reproducdo e a histéria de vida.
Apresentam caracteristicas andlogas a dos mamiferos eutérios, como uma estrutura placentdria,
com viviparidade placentotrdfica, reproducdo precoce e gestacdo que pode variar de 8 a 12
meses (Vitt e Blackburn, 1991; Blackburn e Vitt; 1992; Silva e Araujo, 2008; Hernandez-
Franyutti e Uribe, 2012).

Apesar de aspectos bioldgicos e ecoldgicos de espécies pertencentes a essa familia
serem estudadas por vérias décadas no Brasil, estudos que elucidem a biologia e estratégias
reprodutivas nestes lagartos ainda sdo escassos, quando relacionado a sua grande riqueza.
Alguns aspectos reprodutivos de Notomabuya frenata (Cope, 1862) e Aspronema dorsivittatum
(Cope, 1862) (Mabuyidae) ja foram anteriormente estudados (Vitt e Blackburn, 1991; Rocha e
Vrcibradic, 1999) como ciclo reprodutivo, tamanho da ninhada, ciclo dos corpos gordurosos e
tamanho minimo para maturidade sexual (Vrcibradic e Rocha, 1998; Vrcibradic et al., 2004).
Entretanto, estudos relacionados a caracterizacdo morfo-histoldgica do sistema urogenital
dessas duas espécies, assim como a presenga e a caracterizagao morfo-histolégica do segmento

sexual renal (SSR) sdo inexistentes.
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O SSR € uma estrutura observada no rim de Squamata e caracteriza-se por ser uma
hipertrofia de uma por¢do do néfron e/ou do ureter (Regaud e Policard, 1903a-b; Sanyal e
Prasad, 1966; Gabri, 1983; Mendes et al., 2009; Rheubert et al., 2015). O SSR geralmente nao
estd presente em fémeas e machos imaturos de Squamata (Kiihnel e Krisch, 1974; Del Conte e
Tamayo, 1973; Sever e Hopkins, 2005; Rheubert et al., 2015).

A funcionalidade do SSR demonstra-se ainda pouco elucidada (Misra et al., 1965;
Reddy e Prasad, 1970; Prasad e Reddy, 1972; Loebens et al., 2016) e acredita-se que exista uma
homologia entre essa estrutura e as vesiculas seminais dos mamiferos, uma vez que ambos
respondem de forma similar aos hormoénios andrégenos (Mendes et al., 2009). O segmento
sexual apresenta-se indispensdvel para a cépula e em atividades como espermatogénese e
producdo de testosterona, uma vez que possui fungdes associadas a producio de feromonios e
participacao da produc¢do de secre¢Oes da ampola e dos ductos deferentes; separacdo do s€men
da urina na cloaca; nutricdo de espermatozoides; retencao do s€men na cloaca da fémea; além
de promover um tamponamento da abertura genital da fémea impedindo que copule com outros
machos (Server et al., 2002; Sever e Hopkins, 2005; Rheubert et al., 2015; Loebens et al., 2016).
Dessa forma, o estudo do SSR auxilia na compreensdo da biologia reprodutiva e estratégias
reprodutivas em Répteis.

Em fun¢do da importancia do segmento sexual renal para a atividade reprodutiva e
fisiolégica dos Squamata e a escassez de estudos que abordem essa estrutura em espécies
viviparas neotropicais, o presente estudo teve como objetivo caracterizar morfo-

histologicamente o segmento sexual renal em Notomabuya frenata e Aspronema dorsivittatum

MATERIAL E METODOS

Espécimes estudados

Foram estudados sete espécimes de N. frenata (cinco machos adultos e dois machos
jovens) e sete espécimes de A. dorsivittatum (cinco machos adultos e dois machos jovens),
pertencentes a Cole¢do Herpetoldgica da Universidade Federal de Juiz de Fora — Répteis
(CHUFJF-Répteis) com os respectivos numeros de depdsito: CHUFJF1127, CHUFJF1140,
CHUFJF1149, CHUFJF1180, CHUFJF1236, CHUFJF1238, CHUFJF1240, CHUFJF1241,
CHUFIJF1247, CHUFJF1273, CHUFJF1303, CHUFJF1343, CHUFJF1345, CHUFJF1408. Os
lagartos foram coletados em estudos anteriores (Novelli et al., 2012; Lucas et al., 2016) entre o

periodo de setembro de 2008 a janeiro de 2012 na Reserva Bioldgica do Boqueirdo
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(21°20°47’S; 44°59°27” W), no municipio de Ingai, bioma Cerrado, Minas Gerais, Brasil. De
acordo com os registros da CHUFJF-Répteis, todos os espécimes foram fixados em formalina
10% e conservados em dlcool etilico 70%.

Durante a necropsia dos espécimes, parte do sistema urogenital de cada individuo foi
retirada para, posteriormente, ser submetida as técnicas histologicas. A peca anatdomica (Fig. 1)
foi clivada em cortes transversais (nas por¢des cranial, mediana e caudal) ou mantida inteira
para o processamento. Apds o processamento, o material foi incluido em parafina histoldgica,
em posicao longitudinal e/ou transversal. O rim direito de dois espécimes de N. frenata e o rim
esquerdo de dois espécimes de A. dorsivittatum foram preparados para andlise em microscopia
eletronica de varredura, enquanto a outra por¢do (esquerda e direita, respectivamente) foi
preparada de acordo com técnicas de histologia convencional para andlise em microscopia de

luz.

Microscopia de Luz (ML)

Para os estudos do material em microscopia de luz, parte do sistema urogenital foi
desidratado em concentracdes crescentes de dlcool, diafanizados em xilol e
impregnados/incluidos em parafina. Posteriormente, foram feitos cortes seriados com 4um de
espessura (Tolosa et al., 2003). As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E),
acido periddico de Schiff (PAS), Alcian Blue (AB) ph 2,5% (Rheubert et al., 2011) e tricrdmio
de Gomori. Todo processamento histologico foi realizado no Laboratério de Histologia, do
Departamento de Morfologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais. A andlise do material e a respectiva
fotodocumentacao foi realizada em microscépio Olympus BX41 com equipamento fotografico
digital Canon A3100S e ocular micrométrica acoplados ao referido microscopio alocado no

Laboratorio Avangado de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Em dois espécimes macho sexualmente maduro de cada espécie, uma por¢ao do rim
(direita ou esquerda) foi processada para andlise em microscopio eletronico de varredura
(MEV). A peca anatdmica, fixada em formalina 10%, foi desidratada em concentracdes
crescentes de etanol (70°GL, 80°GL, 90°GL, 96°GL, absoluto). Apds a desidratacdo o material
foi submetido a 1,1,1,3,3,3-Hexametildisilazano a 97% para secagem. O material foi montado
em stubs com fita adesiva e metalizado em ouro e, posteriormente, analisados em microscopio

FEG Quanta FEI operando a 10 kV.
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Fig. 1. A-C. Macrofotografias do sistema urogenital de Aspronema dorsivittatum. Fotografia
dos rins de N. frenata (B) e de A. dorsivittatum (C). Testiculo direito (Td); Testiculo esquerdo
(Te); Epididimo direito (Ed); Epididimo esquerdo (Ee); Rim direito (Rd); Rim esquerdo (Re).
Foto: Novelli. LA.

RESULTADOS

Aspecto geral macroscopico do rim
Os rins de ambas as espécies analisadas se localizaram na por¢do posterior do tronco.
Quanto a morfologia externa, os rins de N. frenata apresentaram uma textura lisa enquanto nos

rins de A. dorsivittatum observou-se uma textura granular (Fig. 1B,C).

Aspecto geral microscopico do rim
A andlise morfo-histolégica dos rins de N. frenata e de A. dorsivittatum indicou que
ambas as espécies apresentaram a organizacdo dos componentes do néfron nos espécimes
analisados de forma serial, ou seja, ndo ha separacdo evidente entre cortex e medula. (Fig. 2).
O parénquima renal (Fig. 2A,C) caracterizou-se por apresentar os componentes do
néfron bem definidos (corpuisculos renais, tibulos contorcidos proximais e distais, tibulo
coletor). Nos corptisculos renais identificou-se o glomérulo e o espago corpuscular (revestido

por epitélio pavimentoso simples) (Fig. 2). Os tubulos contorcidos proximais (TCPs) eram
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constituidos por epitélio ctubico simples, com células fortemente acidéfilas e com bordas mais
intensamente coradas (bordas estriadas ou borda em escova), consistente com a presenca de
microvilos (Fig. 2). Os tibulos contorcidos distais (TCDs) se destacaram dos TCPs por
apresentarem diametros menores e revestimento epitelial cibico simples, fracamente aciddfilas
(Fig. 2). Os tibulos coletores (TCs), estavam revestidos por epitélio colunar, com células
baixas, e leve indicio de atividade secretdria.

Ao analisar o TC observou-se uma modificagdo ao final deste tibulo, que assume
caracteristicas diferentes das apresentadas anteriormente; e estas sdo similares as apresentadas
pelo SSR (Fig. 2). Dessa forma, pelas andlises morfo-histolégicas o SSR de N. frenata e de A.

dorsivittatum se caracteriza por derivar de uma por¢ao hipertrofiada dos tibulos coletores.

Segmento Sexual Renal (SSR)

O SSR foi observado nesse estudo apenas em machos adultos de N. frenata e de A.
dorsivittatum, ndo estando presente nos espécimes machos jovens analisados.

O SSR analisado em microscopia de luz, corado com H&E, apresentou revestimento
por células colunares altas, com o nucleo na porcao basal da célula (Fig. 2). O polo apical
apresentou na por¢ao luminal granulos acidéfilos em torno de um limen centralizado (Fig. 2).

Na por¢do mediana das células que revestem o SSR de ambas as espécies, foram
observados os vacuolos lipidicos (Fig. 2B,D). Ao entorno dos tibulos do SSR destacam-se
células fusiformes, com citoplasma delgado, denominadas células mioepiteliais. Estas
provavelmente estdo relacionadas a contracdo do SSR, promovendo a liberacao dessa secrecao

no ldmen.
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Nos rins dos machos sexualmente maduros de N. frenata (Fig. 3A,B) e de A.
dorsivittatum (Fig. 3C,D) corados com Acido Periédico de Schiff (PAS), as células epiteliais
do SSR nao apresentaram reacao positiva ao PAS; ou seja, o SSR em ambas as espécies nao
apresentou glicosaminoglicanos neutros. Em algumas regides observou-se uma porg¢ao tubular
de didmetro estreito, revestida por um epitélio mais achatado, embora colunar, cujas células
apresentaram uma leve a moderada positividade ao PAS na porcdo apical (possivelmente
associada a composi¢ao secretéria da mesma). Em ambas as espécies estudadas, evidenciou-se
areas de transi¢do entre o TC e o SSR, sendo estas por¢des PAS positivas (Fig. 3).

A fim de analisar a presenca de glicosaminoglicanos &dcidos, os rins de machos
sexualmente maduros de N. frenata (Fig. 4A,B) e de A. dorvittatum (Fig. 4C,D) foram corados
com Alcian Blue (AB). Os rins dos espécimes de N. frenata analisados apresentaram de leve a
moderada positividade na por¢do apical de alguns tibulos, revestidos por um epitélio colunar
baixo e na continuidade deste tibulo observou-se as modificagdes do mesmo caracterizando o
SSR (Fig. 4A,B). O SSR apresentou reacdo negativa ao Alcian Blue nos granulos e nos
vacuolos. A coloragdo Alcian Blue também evidenciou a drea de transi¢do entre TC e SSR (Fig.
4A,B). Em A. dorvittatum, o SSR apresentou reacdo negativa a Alcian Blue (Fig. 4C,D).

Os espécimes de N. frenata (Fig. SA,B) e de A. dorsivittatum (Fig. 5C,D) analisadas
apresentaram parénquima renal com uma porcdo escassa de tecido conjuntivo no intersticio
(evidenciado por tricromio de Gomori) na qual observou-se delicados feixes de coldgeno ao
redor dos tubulos e do parénquima renal (Fig. 5).

A anélise em microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciou o revestimento dos
tibulos do SSR por epitélio colunar simples, em torno de um limen centralizado e a presenga

de granulos de secrecdo na porc¢do apical da célula (Fig. 6).
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Fig. 3. A-D. Microfotografias em microscopio de luz de cortes do rim de Notomabuya frenata
(A-B) Aspronema dorsivittatum (C-D) corados com d4cido periddico de Schiff (PAS).

Corpusculo renal (Cr); Segmento sexual renal (*); Area de transi¢do (At); Vaso sanguineo (Vs).
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Fig. 4. A-D. Microfotografias em microscépio de luz de cortes do rim de Notomabuya frenata
(A-B) Aspronema dorsivittatum (C-D) corados com Alcian Blue (AB). Corpusculo renal (Cr);

Segmento sexual renal (¥); Area de transicao (At).
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Fig. 5. A-D. Microfotografias em microscépio de luz de cortes do rim de Notomabuya frenata

(A-B) Aspronema dorsivittatum (C-D) corados com tricrdmio de Gomori. Corptsculo renal

(Cr); Segmento sexual renal (*); Tecido conjuntivo (seta preta); Vaso sanguineo (Vs).
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Fig. 6. A-F. Microfotografias em microscopio eletronico de varredura de cortes do rim em
Notomabuya frenata (A-C-E ) e Aspronema dorsvittatum (B-D-F). Segmento sexual renal
(Ssr); Limen (Lu); Epitélio colunar (Ep); Granulos secretores (Gs); Granulos sendo secretados

pelas células epiteliais (seta branca).
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DISCUSSAO

Foi observada diferenca na morfologia externa dos rins entre as espécies (N. frenata —
textura lisa; A. dorsivittatum — textura granular) nos espécimes analisados. Diante na nova
organizacdo taxonOmica para essas espécies anteriormente propostas por Hedges e Conn
(2012), a diferenca morfologica observada caracteriza ambas as espécies. Ressalta-se que
estudos de taxonomia sdo, em sua maioria, baseado em caracteres morfolégicos externos (como
contagem de escamas, coloracdo, etc.) e moleculares (DNA). Ao constatar diferencas na
morfologia interna (6rgdos), o presente estudo sugere uma forma complementar de andlise para

estudos taxonOmicos.

Caracteristicas do SSR

Nos espécimes de N. frenata e A. dorsivittatum analisados neste estudo, constatou-se a
presenca do epitélio de revestimento do tipo colunar simples, com células altas, nicleo na
por¢cdo basal e na por¢cdo mediana e/ou apical os granulos secretores. Essas caracteristicas
morfo-histoldgicas foram observadas em diversas familias de Squamata e estdo apresentadas
na Tabela 1.

O modo de secrecdo do SSR € exdcrino, uma vez que entre as por¢des basal e apical da
célula sdo observados vactolos com provdvel secrecdo mucoide e granulos com secrecdo
proteica (Fig. 2 e Fig. 6); dessa forma, no momento da extrusdo, a secre¢cdo de ambas as
estruturas se misturam, compondo possivelmente uma secrecio muco-proteica. A forma de
liberacdo da secre¢do exdcrina no SSR € varidvel, podendo ser liberada de forma holdcrina,
merdcrina e apdcrina, sendo essas formas também observadas nos demais trabalhos com SSR
(Tabela 1); entretanto, ndo foi possivel definir qual a forma de liberacdo da secre¢do nos
espécimes analisados de N. frenata e A. dorsivittatum.

Sever e Hopkins (2005) destacam que os granulos do SSR de espécimes Scincella
lateralis (Say, 1823) (Scincidae), coletados na Carolina do Norte (Estados Unidos da América),
podem conter um complexo de lipideos, glicogénio, mucopolissacarideos, muco proteinas e
fosfatases; sendo que a composicao quimica pode mudar durante as estacdes reprodutivas no
ano. Este fato refor¢a a necessidade de estudos mais detalhados como de histoquimica para
elucidacdo da composi¢do secretéria do SSR n@o somente nas espécies estudadas, como
também no grupo Squamata com um todo.

O SSR dos espécimes analisados de N. frenata € de A. dorsivittatum ndo reagiram ao

PAS e ao AB, sendo, portanto negativos para glicosanimoglicanos dcidos e neutros. Mendes et
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al. (2009) também ndo observaram positividade ao PAS ao analisar o SSR de Tropidurus
torquatus (Wied, 1820) (Tropiduridae), no entanto, esses autores ndo analisaram a reacao ao
AB. Sever et al. (2012) estudaram o SSR de diversas serpentes pertencentes a diferentes
familias e observaram que os espécimes analisados de Acrochordidae, Uropeltidae e a espécie
Ephalophis greyae Smith, 1931 (Elapidae) sdao PAS negativo; enquanto os espécimes
analisados de Homalopsidae, Leptotyphlopidae e Elapidae sdao PAS positivo. Quanto ao AB,
Sever et al. (2012) observaram a positividade apenas nos espécimes pertencentes a
Homalopsidae. A positividade ao AB também foi observada no SSR de Hemidactylus turcicus
(Linnaeus, 1758) (Gekkonidae), analisado por Rheubert et al. (2011). No entanto, na maioria
das espécies estudadas, nao foi observada reacdo positiva ao AB (Tabela 1), indicando que a
auséncia de positividade ao AB seja, até o presente estudo, uma caracteristica dessa estrutura
em Squamata.

Em A. dorvittatum nao foi observada nem no SSR, nem nas dreas de transicio AB
positivo. Este fato pode se justificar pela composi¢ao secretdria ser possivelmente diferente da
drea de transi¢do de N. frenata; entretanto, seriam necessdrios estudos mais detalhados dos
componentes da secre¢do tanto do SSR quanto da drea de transicdo em ambas as espécies.

Del Conte e Tamayo (1973) relataram a maior afinidade ao PAS da primeira porcao
quando comparada a segunda porcao do SSR de Cnemidophorus lemniscatus (Linnaeus, 1758)
(Teiidae), justificando este resultado devido a segunda por¢do apresentar um teor de secrecao
de mucopolissacarideos inferior € a uma maior abundancia de proteinas em relacdo a primeira
porcdo. A auséncia de positividade ao PAS e ao AB em N. frenata e A. dorsivittatum no SSR e
a presenca de positividade na drea de transicdo, pode estar relacionada a quantidade ou até
mesmo presenga/auséncia de mucopolissacarideos e proteinas presentes nos granulos secretores
do SSR.

Estudos que verifiquem a reagdo do SSR ao Tricromio de Gomori ndo sd3o comuns. Os
rins de N. frenata e de A. dosivittatum corados com Tricromio de Gomori apresentaram reagao
similar ao entorno das estruturas do parénquima renal. Este resultado ja era esperado uma vez
que os tubulos renais se dispdem em um intersticio de escasso tecido conjuntivo.

O SSR em lagartos € caracterizado como uma regido hipertrofiada de trés por¢oes do
néfron (segmento intermedidrio, tibulo contorcido distal e tibulo coletor) e/ou do ureter
(Rheubert et al., 2015). Rheubert et al. (2011) ao estudarem o SSR de Hemidactylus turcicus
(Linnaeus, 1758) (Gekkonidae) apresentaram em seu trabalho duas filogenias que levaram em
conta a localizacdo desta estrutura em Squamata feitas a partir de dados morfoldgicos e

moleculares. Segundo este estudo, o SSR da Familia Scincidae, tanto na anélise morfolégica
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quanto na molecular realizadas em studos anteriores, seria uma hipertrofia de uma porc¢ao do
tdbulo coletor e de uma por¢do do ureter. A andlise de ambas as filogenias revelou que
diferentes familias compartilhavam a localizacdo do SSR de acordo com os dados utilizados
para andlise. Este fato demonstra o quao varidvel € a localizacao do SSR e reforca a necessidade
de estudos evolutivos relacionados a essa estrutura em lagartos.

Nas espécies estudadas, foi observado uma hipertrofia somente do tibulo coletor, o que
também foi relatado para outras espécies (Tabela 1). A hipertrofia do tibulo coletor neste estudo
se diferenciou da apresentada em espécies da familia Scincidae relatado por Rheubert et al.
(2011), uma vez que estes autores consideraram o SSR em Scincidae como uma hipertrofia do
tibulo coletor e do ureter. Hedges e Conn (2012) estudaram espécies de Mabuya de Ilhas do
Caribe e propds uma nova organizacao taxondmica. Os referidos autores propuseram uma nova
combinacdo para as espécies Mabuya frenata (=Notomabuya frenata) e Mabuya dorsivittata
(=Aspronema dorsivittatum) e as classificam como pertencentes a familia Mabuyidae. Essa
nova hipétese sistematica sustenta a diferenca de localizacao hipertrofiada do néfron observada
neste estudo, ja que a filogenia proposta por Rheubert et al. (2011) analisaram apenas a familia

Scincidae e ndo propuseram nenhuma localizagdo para familia Mabuyidae.
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Tabela 1: Caracteristicas do segmento sexual renal de répteis Squamata ja estudados e as observadas em Notomabuya frenata e Aspronema

dorsivittatum (presente estudo). (Na) ndo analisado; (Ne) ndo especificado; (TC) tabulo coletor; (TCP) tibulo contorcido proximal; (TCD) tibulo

contorcido distal; (+) PAS/AB positivo; (-) PAS/AB negativo. *Classificacio taxondmica segundo Pyron et al., 2013.

. . .~ Porcao
Espécies” Pais do MOdO. Tll.)o, (.1e P0s1,<;ao Forma~de hipertrot(%iada do PAS AB Referéncia
estudo reprodutivo  epitélio do nicleo secrecao rim

LACERTILIA
Teiidae
Cnemidophorus lemniscatus Venezuela Oviparo Colunar Basal Holocrina/Merdcrina TC + - Del Conte e
(Linnaeus, 1758) Tamayo, 1973
Phrynosomatidae
Phrynosoma cornutum Ne Oviparo Colunar Basal Na TCD Na Na Anderson (1960)
(Harlan, 1824)
Lacertidae
Podarcis tauricus Ne Oviparo Colunar Basal Na TCD/TC Na Na Gabri, 1983
(Pallas, 1814)
Gekkonidae
Hemidactylus turcicus EUA Oviparo Colunar Basal Merdcrina TC + +  Rheubert et al., 2011
(Linnaeus, 1758)
Hemidactylus flaviviridis India Oviparo Colunar Basal Apdcrina TC + - Sanyal e Prasad,
Riippell, 1835 1966
Tropiduridae
Tropidurus torquatus Brasil Oviparo Colunar Basal Na TC - Na  Mendes et al., 2009
(Wied, 1820)
Scincidae
Scincella lateralis EUA Oviparo Colunar Basal Apdcrina TCD/TC + + Sever e Hopkins,
(Say, 1823) 2005

Mabuyidae
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Notomabuya frenata
(Cope, 1862)
Aspronema dorsivittatum

(Cope, 1862)

SERPENTES

Viperidae

Agkistrodon piscivorus
(Lacépede, 1789)
Acrochordidae

Acrochordus granulatus
(Schneider, 1799)

Elapidae

Micrurus tener Baird e Girard,
1853

Naja samarensis Peters, 1861
Aipysurus eydouxii (Gray,
1849)

Ephalophis greyae Smith,
1931

Hydrophis lamberti Smith,
1917

Hydrophis ornatus (Gray,
1842)

Hydrophis platurus (Linnaeus,
1766)

Laticauda colubrina
(Schneider, 1799)
Homalopsidae

Cerberus rynchops (Schneider,
1799)

Brasil

Brasil

EUA

Filipinas

EUA

Filipinas
Malasia

Australia

Filipinas

Malésia
Costa Rica

Filipinas

Filipinas

Viviparo

Viviparo

Viviparo

Viviparo

Oviparo

Oviparo
Viviparo

Viviparo
Viviparo
Viviparo
Viviparo

Oviparo

Viviparo

Colunar

Colunar

Colunar

Colunar

Colunar

Colunar
Colunar

Colunar

Colunar

Colunar

Colunar

Colunar

Colunar

Basal

Basal

Basal

Basal

Basal

Basal
Basal

Basal

Basal

Basal

Mediano

Basal

Basal

Na

Apdcrina/Merdcrina

Na

Na

Na
Na

Na

Na

Na
Apdcrina

Na

Na

TC

TC

TCP

TCD

TCD

TCD
TCD

TCD

TCD

TCD

TCD

TCD

TCD

Presente estudo

Presente estudo

Sever et al., 2008

Sever et al., 2012

Sever et al., 2012

Sever et al., 2012
Sever et al., 2012

Sever et al., 2012
Sever et al., 2012
Sever et al., 2012
Sever et al., 2012

Sever et al., 2012

Sever et al., 2012
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Leptotyphlopidae
Rena dulcis Baird e Girard,
1853

Uropeltidae
Teretrurus sanguineus
(Beddome, 1867)
Colubridae
Sibynomorphus mikanii

(Schlegel, 1837)

AMPHISBAENIA
Amphisbaenidae
Amphisbaena vermicularis
Wagler, 1824

Amphisbaena alba Linnaeus,
1758

Amphisbaena polystergum
(Duméril, 1851)

EUA

India

Ne

Brasil

Brasil

Brasil

Oviparo

Viviparo

Oviparo

Oviparo
Oviparo

Oviparo

Colunar

Colunar

N/E

Colunar

Colunar

Colunar

Basal

Basal

Basal

Basal

Basal

Basal

Na

Na

Na

Na

TCD/TC

TCD

Ne

TC

TC

TC

Na

Na

Na

Na

Na

Na

Sever et al., 2012

Sever et al., 2012

Rojas e Almeida-
Santos, 2008

Valverde et al., 2005
Valverde et al., 2005

Valverde et al., 2005
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Diversos estudos sobre SSR em lagartos (Sanyal e Prasad, 1966; Del Conte e Tamayo,
1973; Gabri, 1983; Sever e Hopkins, 2005; Mendes et al., 2009; Rheubert et al., 2011; Rheubert
et al., 2015) mostraram um segmento sexual modificado, cuja variagdo ciclica estaria
relacionada com as células intersticiais do testiculo, sendo, portanto, a atividade e hipertrofia
do 6rgdo uma caracteristica sexual secunddria andrégeno-dependente (Forbes, 1941; Krohmer
et al., 2004; Cruz et al., 2014; Rheubert et al., 2015). No entanto, estudos que detalhem a
histoquimica e consequente funcao da secrecao do SSR e os mecanismos envolvidos na acao
do mesmo mostram-se necessarios para Squamata.

Os estudos do SSR com lagartos sdo mais recentes, quando comparados ao estudo dessa
estrutura em serpentes, e ainda podem ser considerados com a maior parte desses estudos sendo
realizados com espécies oviparas (Tabela 1). Quando se trata de estudos com espécies viviparas,
as caracterizacdes do SSR sdo quase inexistentes. Portanto, o presente estudo vem a acrescentar
o conhecimento sobre a biologia reprodutiva e estruturas relacionadas a estratégias reprodutivas
de duas espécies de lagartos viviparos neotropicais até entdo nao estudadas, contribuindo na
elucidacdo de caracteristicas morfo-histologicas do SSR, uma estrutura considerada de grande
importancia para compreensdo da biologia reprodutiva de répteis Squamata que ainda se

apresenta pouco estudada no grupo de lagartos.
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CAPITULO IT

Espermatogénese e organizacio do epitélio germinativo de Notomabuya
frenata (Cope, 1862) e Aspronema dorsivittatum (Cope, 1862) (Squamata,
Mabuyidae)

RESUMO

Os testiculos e epididimos de duas espécies de lagartos viviparas e neotropicais, Notomabuya
frenata e Aspronema dorsivittatum (Mabuyidae) foram analisados a fim de estudar a
espermatogénese e a organizacdo do epitélio germinativo. Os espécimes utilizados foram
coletados em uma drea do Bioma Cerrado, Ingai, MG., Brasil. Foram estudados dez espécimes
machos adultos, sendo 5 espécimes de N. frenata e 5 espécimes de A. dorsivittatum. As pecas
anatomicas foram processadas de acordo com a metodologia para histologia convencional,
coradas com hematoxilina-eosina e analisadas em microscépio de luz. Todos os espécimes
analisados estavam em periodo reprodutivo, pois apresentavam espermatozoides nos testiculos
e/ou epididimos. O epitélio germinativo de ambas espécies foi identificado sendo composto por
c€lulas germinativas e células de Sertoli, apresentando um ciclo reprodutivo continuo, também
descrito para muitas outras espécies. O epididimo de ambas espécies apresentou-se revestido
por epitélio colunar simples, com células altas, nicleos basais e o limen completamente
preenchido por espermatozoides. Os espécimes de N. frenata e A. dorsivittatum analisadas
apresentaram o epitélio germinativo organizado de forma similar aos Squamata em geral. No
Brasil, existem poucos estudos que abordem células germinativas e espermatogénese de répteis
brasileiros. Dessa forma, o presente estudo acrescenta, nao somente o conhecimento sobre a
biologia reprodutiva nessas espécies, mas auxilia numa maior compreensao sobre estratégia e

biologia reprodutivas em espécies viviparas e neotropicais.
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PALAVRAS CHAVE: lagartos viviparos, reproducao, testiculos, epididimos

ABSTRACT

The testis and epididymides of two species of viviparous and neotropical lizards, Notomabuya
frenata and Aspronema dorsivittatum (Mabuyidae) were analyzed in order to study
spermatogenesis and germinal epithelial organization. The specimens used were collected in an
area of Cerrado Biome, Ingai, MG, Brazil. Ten adult male specimens were studied, 5 specimens
of N. frenata and 5 specimens of A. dorsivittatum. The anatomical specimens were processed
according to the methodology for conventional histology, stained with hematoxylin-eosin and
analyzed under a light microscope. All specimens analyzed were in the reproductive period, as
they had spermatozoa in the testis and / or epididymis. The germinal epithelium of both species
was identified, consisting of germ cells and Sertoli cells, presenting a continuous reproductive
cycle, also described for many other species. The epididymis of both species was coated by
simple columnar epithelium, with high cells, basal nuclei and the lumen completely filled by
spermatozoa. The specimens of N. frenata and A. dorsivittatum analyzed presented the
germinative epithelium organized in a similar way to Squamata in general. In Brazil, there are
few studies that address germ cells and spermatogenesis of Brazilian reptiles. Thus, the present
study not only adds knowledge about reproductive biology in these species, but also aids in a

better understanding of reproductive strategy and biology in viviparous and neotropical species.

KEY WORDS: viviparous lizards, reproduction, testis, epididymis

INTRODUCAO

A espermatogénese € o processo em que células progenitoras (espermatogdnias) se
dividem mitoticamente, submetem-se a meiose, € entdo se diferenciam em espermatozoides
(Banks,1992; Gribbins, 2011). Este processo em lagartos sofre uma variagdo anual em periodos
ativos e quiescentes (Sanyal e Prasad, 1966; Ferreira e Dolder, 2003; Silveira, 2009), e estes
tém sido investigado de diferentes métodos com técnicas aplicadas para anédlise em microscopia
de luz, microscopia eletronica de varredura e microscopia eletronica de transmissao (Gribbins
e Gist, 2003; Gribbins et al., 2009; Ferreira et al., 2009; Gribbins, 2014; Ahmed et al., 2016;
Silva et al., 2016). Gribbins (2011) destaca em seu estudo que entender os eventos citolégicos

basicos da espermatogénese pode auxiliar a resolver as controvérsias e inconsisténcias
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existentes no que se refere a efeitos de temperatura e estimulagdo hormonal dentro dos ciclos
testiculares de Reptilia.

O processo de espermatogénese em lagartos ja foi descrito em diversas espécies
encontradas no territério brasileiro. Ferreira et al. (2002) descreveram a espermatogénese do
lagarto Iguana iguana (Linnaeus, 1758) (Iguanidae) e correlacionaram as variagdes do ciclo
espermatogénico com as variagdes sazonais do Pantanal brasileiro. Ribeiro et al. (2012)
estudaram as mudangas sazonais de atividade e massa de gordura corporal de machos e fémeas
de Tropidurus hispidus (Spix, 1825) e Tropidurus semiataeniatus (Spix, 1825) (Tropiduridae)
e Silva et al. (2016) analisaram as células germinativas e a espermatogénese em Tropidurus
torquatus (Wied, 1820) (Tropiduridae).

Estudos sobre a biologia reprodutiva de espécies de lagartos da Familia Mabuyidae
revelaram caracteristicas peculiares sobre a reproducdo e a historia de vida, apresentando
caracteristicas andlogas a dos mamiferos eutérios, como uma estrutura placentdria, com
viviparidade placentotréfica, reproducdo precoce e gestacdo que pode variar de 8 a 12 meses
(Vitt e Blackburn, 1991; Blackburn e Vitt; 1992; Zug et al., 2001; Silva e Aradjo, 2008;
Hernandez-Franyutti e Uribe, 2012).

Apesar de aspectos bioldgicos e ecoldgicos de espécies desta Familia serem estudados
por vérias décadas no Brasil, estudos que elucidem a biologia e estratégias reprodutivas ainda
sdo escassos, quando relacionado a outras espécies de lagartos. Aspectos reprodutivos de
Notomabuya frenata (Cope, 1862) e Aspronema dorsivittatum (Cope, 1862) (Mabuyidae) como
ciclo reprodutivo, tamanho da ninhada, ciclo dos corpos gordurosos e tamanho minimo para
maturidade sexual ja foram estudados por Vitt e Blackburn (1991), Vrcibradic e Rocha (1998)
Rocha e Vrcibradic (1999) e Vrcibradic et al. (2004), dessa forma, nos ultimos anos, trabalhos
sobre aspectos reprodutivos dessas espécies de Mabuyidae no Brasil sdo inexistentes; assim
como estudos que caracterizam a descricdo morfo-histologica da espermatogénese e a
organizac¢do do epitélio germinativo para ambas as espécies.

Estudos que abordam a biologia reprodutiva em lagartos viviparos sao escassos (Boretto
et al., 2007; Hernandez-Franyutti e Uribe, 2012; Lozano et al., 2015; Mesquita et al., 2016).
Dessa forma, o presente trabalho tem como finalidade acrescentar informacdes que contribuam
para o conhecimento da biologia reprodutiva de espécies viviparas e neotropicais brasileiras,
através da histologia a espermatogénese e organizacdo do epitélio germinativo durante o

periodo reprodutivo de Notomabuya frenata e Aspronema dorsivittatum.
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MATERIAL E METODOS

Espécimes estudados

Foram analisados cinco espécimes machos adulto de N. frenata e cinco espécimes
machos adulto de A. dorsivittatum, pertencentes a Colecdo Herpetoldgica da Universidade
Federal de Juiz de Fora — Répteis (CHUFJF-Répteis). Os lagartos foram coletados em estudos
anteriores na Reserva Bioldgica do Boqueirdo (21°20°47”’S; 44°59°27” W), no municipio de
Ingai, bioma Cerrado, Minas Gerais, Brasil (Novelli et al., 2012a,b; Lucas et al., 2016) entre o
periodo de outubro de 2008 a julho de 2012 (Tabela 1). Essa Reserva possui trés
fitofisionomias: cerrado sensu stricto, campos rupestres € mata de galeria. Os espécimes de N.
frenata foram coletados em drea de Mata de Galeria e os espécimes de A. dorsivittatum em éarea
de Cerrado sensu strictu (Novelli et al, 2012a,b; Lucas et al., 2016). De acordo com os registros
da CHUFJF-Répteis, todos os espécimes foram fixados em formalina 10% e conservados em
alcool etilico 70%.

Antes da necropsia, foi aferido em todos os espécimes o comprimento rostro-cloacal
(CRC) e a massa corpdrea (MC) (Novelli et al, 2012a,b; Lucas et al., 2016). Posteriormente
foram calculados a média, o desvio padrdo e a amplitude (mdximo = M e minimo = m) para
cada espécie.

Durante a necropsia dos espécimes, parte do sistema urogenital de cada individuo foi
retirado para serem submetidos as técnicas histolégicas. Antes do processamento, a peca

anatomica (Fig. 1) foi clivada em cortes transversais ou mantida inteira para o processamento.

Microscopia de luz (ML)

Para os estudos do material em microscopia de luz, parte do sistema reprodutor foi
desidratado em concentragdes crescentes de dlcool, diafanizados em xilol e impregnados com
parafina. Apds o processamento, foi realizada a inclus@o do material em parafina histoldgica,
em posi¢do longitudinal e transversal. Posteriormente, foram feitos cortes seriados com 4um de

espessura (Tolosa et al., 2003). As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E).
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Tabela 1. Data de coleta dos espécimes analisados de Notomabuya frenata e Aspronema

dorsivittatumna Reserva Bioldgica Unilavras — Boqueirdo, Ingai, Minas Gerais.

Espécime* Data de Coleta
Notomabuya frenata
1127 17/10/2008
1140 28/11/2008
1238 27/10/2009
1343 03/12/2010
1408 01/07/2012

Aspronema dorsivittatum

1149 06/03/2009
1236 20/03/2009
1241 20/03/2009
1303 13/08/2010
1345 03/12/2010

*Referente ao numero de depdsito na Cole¢do Herpetologica do Laboratério de Répteis da

Universidade Federal de Juiz de Fora (CHUFJF-Répteis).

Estagios de maturaciao da espermatogénese

Os estdgios de maturacio da espermatogénese foram definidos de acordo com o trabalho
de Vieira et al. (2001), sendo cinco estdgios: (I) tibulos seminiferos contendo espermatogdnias
como o tipo celular predominante; (II) tibulos seminiferos com espermatdcitos nas suas
margens; (IIT) presenca de espermatides na margem luminal dos tubulos seminiferos; (IV) pico
da atividade reprodutiva, com acumulacdo de espermatozoides no limen dos tdbulos
seminiferos; e (V) células da linhagem espermatogénica separadas do epitélio e dispersas em

todo o limen dos tibulos seminiferos (Ribeiro et al., 2012).
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Fig. 1. A-C. Macrofotografias do Sistema urogenital de Aspronema dorsivittatum. Fotografia
dos testiculos e epididimos de N. frenata (B) e de A. dorsivittatum (C). Testiculo direito (Td);
Testiculo esquerdo (Te); Epididimo direito (Ed); Epididimo esquerdo (Ee); Rim direito (Rd);
Rim esquerdo (Re). Foto: Novelli. 1. A.

Todo processamento histolégico foi realizado no Laboratério de Histologia, do
Departamento de Morfologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais. A andlise do material e a respectiva
fotodocumentacdo foi realizada em microscopio Olympus BX41 com equipamento fotografico
digital Canon A3100S e ocular micrométrica acoplados ao referido microscopio alocado no

Laboratério Avangado de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais.

RESULTADOS

Dados morfométricos

Os espécimes analisados de N. frenata apresentaram um CRC de 6.3 cm (+ 0.2 cm, M
=6.6cmem=6.1cm)eMCde49g(x0.7g, M=6gem=4 g); enquanto os espécimes de
A. dorsivittatum apresentaram CRC 6.1 cm (£ 0.4 cm, M =6.55cme m =5.7 cm) e MC de 5.7
g(x19g M=86gem=3.5g).
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Aspecto geral macroscopico dos testiculos e epididimos
O sistema reprodutor dos espécimes analisados de Notomabuya frenata e Aspronema
dorsivittatum foi composto por um par de testiculos ovais e um par de epididimos (estes

justapostos aos testiculos) localizados na regido dorsal do abdomen (Fig. 1).

Analise microscépica dos testiculos

Todos os espécimes de N. frenata e A. dorsivittatum analisados apresentaram
espermatozoides presentes nos testiculos e também nos epididimos (Fig. 2 e Fig. 3); portanto,
estavam em periodo reprodutivo quando foram coletados.

Na andlise histoldgica dos testiculos de N. frenata e de A. dorsivittatum (Fig. 2 e Fig. 3)
observou-se que, em ambas as espécies, os testiculos sdo envolvidos por uma cdpsula delgada
de tecido conjuntivo, a qual é denominada de tinica albuginea. Os tibulos seminiferos foram
observados em diversas sec¢des (transversais, longitudinais, tangenciais e obliquos). Em funcao
da retracdo artefatual do intersticio (Fig. 4A,D e Fig. 5A,B,C), os mesmos se encontravam
envolvidos por um alo claro, criando-se a ideia errobnea de espagos entre os tibulos. No
intersticio foi possivel verificar vasos sanguineos (com hemadcias nucleadas). Nao foi possivel

visualizar as células de Leydig devido as técnicas utilizadas.

Fig. 2. A-B. Microfotografias do aspecto geral do testiculo (A) e do epididimo (B) de

Notomabuya frenata corados com hematoxilina-eosina (H&E).
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Fig. 3. A-B. Microfotografias do aspecto geral do testiculo (A) e do epididimo (B) de

Aspronema dorsivittatum corados com hematoxilina-eosina (H&E).

Os tibulos seminiferos sdo formados por uma parede de epitélio germinativo (Fig. 4 e
5), também denominado epitélio seminifero, compostos por células germinativas e células de
Sertoli (Fig. 4C e 5C).

No epitélio germinativo observou-se multiplas geracdes da espermatogénese em um
mesmo nivel de corte do tdbulo seminifero (Fig. 4C e 5C): (1) espermatogdnias do tipo A —
células que se apresentaram mais basais, com nucleo basofilico, pouco corados; (2)
espermatogonias do tipo B — células que se apresentaram em maior nimero, com nucleo
basofilico, mais intensamente corados; (3) espermatdcitos primérios e secundarios — células
menores e arredondadas; (4) espermétides — estas se apresentaram quase no compartimento
luminal; (5) espermatozoides — visualizados no compartimento luminal. Estas se agruparam
formando as chamadas “coortes” (Fig. 4C).

Quanto aos estddios da espermatogénese, foi observado no presente estudo que o
epitélio germinativo de ambas as espécies analisadas estava nos estidgios IV e V de

desenvolvimento.
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Fig. 4. A-D. Microfotografias de cortes do testiculo de Notomabuya frenata corados com

hematoxilina-eosina (H&E). Intersticio (I); Vaso sanguineo (V); Tdbulos seminiferos (seta
preta); Epitélio germinativo (Eg); Células de Sertoli (S); Espermatogdnia do tipo A (A);
Espermatogonia do tipo B (B); Espermatdcito (Ec); Espermatide (Et); Espermatozéide (Ez).
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Fig. 5. A-D. Microfotografias de cortes do testiculo de Aspronema dorsivittatum corados com

hematoxilina-eosina (H&E). Intersticio (I); Vaso sanguineo (V); Tubulos seminiferos (seta
preta); Epitélio germinativo (Eg); Células de Sertoli (S); Espermatogonia do tipo A (A);
Espermatogonia do tipo B (B); Espermatdcito (Ec); Espermatide (Et); Espermatozéide (Ez).

Analise microscopica dos epididimos

Os epididimos de N. frenata (Fig. 6A,B) e de A. dorsivittatum (Fig. 6C,D) se
apresentaram envolvido por uma cdpsula delgada de tecido conjuntivo (Fig. 2 e Fig. 3). O
intersticio do mesmo, foi composto por um tecido conjuntivo frouxo, artefatualmente retraido
(Fig. 6A,B,D), permeado por vasos sanguineos com hemdcias nucleadas (Fig. 6B,C,D).

O ducto epididimaério foi observado em seccdes (transversais, longitudinais, tangenciais
e obliquos), envolvido por uma musculatura lisa fortemente acidéfila (Fig. 6A,B,C,D). As
secOes apresentavam paredes revestidas por um epitélio colunar simples, com células altas e

nicleos basais (Fig. 6B,D). Foi possivel distinguir dois tipos celulares no epitélio de
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revestimento: células principais e células basais (Fig. 6B,D). Na porcdo apical das células
principais observou-se a presencga de esteriocilios (Fig. 6B,D).

Os epididimos de ambas espécies analisadas estavam em estigio IV de
desenvolvimento, por apresentar o limen repleto de espermatozoides; acompanhando, em

partes, o estadgio de desenvolvimento da espermatogénese nos testiculos.

Fig. 6. A-D. Microfotografias de cortes do epididimo de Notomabuya frenata (A-B) e de
Aspronema dorsivittatum (C-D) corados com hematoxilina-eosina (H&E). Intersticio (I); Vaso
sanguineo (V); Musculatura lisa (*); Epitélio do ducto epididimario (Ep); Células principais

(P); Células basais (B); Esteriocilios (seta preta); Espermatozéide (Ez).

DISCUSSAO

Todos os espécimes analisados de N. frenata e A. dorsivittatum estavam em periodo
reprodutivo, confirmados pela presenca de espermatozoides nos testiculos e nos epididimos

(Sherbrooke, 1975; Ferreira et al., 2002; Ferreira et al., 2009; Ribeiro et al., 2012) e também
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através do CRC e MC dos animais para ambas espécies, conforme relatado nos estudos de
Vrcbradic e Rocha (1998) e Vrcibradic et al. (2004), em que machos adultos possuem para N.
frenata um CRC a partir de 5.8 cm (média) e MC 6.9 g (média) e A. dorsivittatum machos
adultos possuem um CRC a partir de 6.49 cm (média) e MC 4.9 g (média). O CRC e a MC que
as espécies analisadas aparesentaram no presente estudo (N. frenata — CRC = 6.3 cm e MC =
4.9 g; e A. dorsivittatum — CRC = 6.1 cm e MC = 5.7 g) € similar ao apresentados a essas
espécies em machos adultos de estudos anteriores, reforcando assim que os espécimes
analisados sao adultos. Ressalta-se que os estudos de Vrcibradic e Rocha (1998) e Vrcibradic
et al. (2004) foram realizados em éreas diferentes da drea deste estudo, por isso a diferenteca
observada no CRC e na MC pode ser atribuida a variacdo populacional. No entanto, necessita-
se de estudos mais aprofundados.

Apesar do sistema reprodutor em machos de lagartos sofrer variacdes ao longo das
estacdes reprodutivas e nao reprodutivas no ano (Flemming, 1994; Gribbins e Gist, 2003;
Ferreira e Dolder, 2002; Ferreira et al., 2002; Ribeiro et al., 2012), uma vez que este também &
controlado por hormonios (Rheubert et al., 2014) e estariam sujeitos a acao de diferentes fatores
como temperatura, pluviosidade e padroes de fotoperiodo (Ferreira et al., 2009), ndo foram
observadas alteracdes na espermatogénese entre as espécies estudadas no presente trabalho e
nem entre os espécimes. Entretanto, este fato pode estar relacionado a baixa amostragem,
necessitando assim de estudos complementares para ambas as espécies.

Os testiculos dos espécimes de N. frenata e de A. dorsivittatum estavam nos estagios IV
e V de desenvolvimento da espermatogénese e os epididimos em estdgio I'V; ou seja, o estagio
IV marcou o pico da atividade reprodutiva, com acumulagao de espermatozoides no limen dos
tibulos seminiferos e os epididimos com o ldmen completamente preenchido de
espermatozoides, ja no estagio V foi marcada pelo inicio da regressdo do epitélio germinativo,
com as células da linhagem espermatogénica separadas do epitélio. Estes estdgios de
desenvolvimento das células germinativas também foram observados, de forma similar aos
dados do presente estudo, por Ribeiro et al. (2012) ao analisarem o ciclo reprodutivo de
Tropidurus hispidus (Spix, 1825) e Tropidurus semitaeniatus (Spix, 1825) (Tropiduridae)
provenientes de populagdes do Rio Grande do Norte (Brasil) que apresentaram mudancas
morfo-histoldgicas bastante caracteristicas de cada estidgio; embora estas espécies diferissem
quanto ao periodo de atividade reprodutiva (7. hispidus — ativos de outubro a maio; 7.
semitaeniatus — ativos durante todo o ano).

Assim como o presente estudo, Ribeiro et al. (2012) analisou o ciclo reprodutivo de duas

espécies de populagdes provenientes da mesma localidade. Entretanto o nimero de amostras
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foi maior, quando comparado a este estudo, e o periodo de coleta dos espécimes analisados
permitiu uma amostragem mais homogénea ao longo das estagdes. Reconhece-se a influéncia
de diferentes fatores na reproducgdo de répteis em geral, como controle hormonal, padrdes de
fotoperiodo, temperatura e pluviosidade (Ferreira, 2001, 2003; Ribeiro et al., 2012). Nesse
contexto, reforca-se a necessidade de estudos mais aprofundados sobre as espécies analisadas
neste trabalho que complementem os dados acima mencionados.

As células do epitélio germinativo dos espécimes analisados se apresentaram em
“coortes”. Essa organizagao das células germinativas foi descrita por Gribbins e Gist (2003) e
se caracteriza por essas células amudarecerem e migrarem para o limen, permanecendo assim
centralizadas nos tibulos seminiferos; dessa forma, a organizacdo do epitélio germinativo dos
répteis se encontra de forma similar ao dos ndo-amniotas (Gribbins e Gist, 2003; Rheubert et
al., 2014).

O ciclo reprodutivo de N. frenata e de A. dorsivittatum provavelmente é continuo na
drea amostrada; uma vez que foi possivel identificar todas as geragcdes de células germinativas
da espermatogénese (espermatogdnias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides) e
espermatozoides nos tubulos seminiferos durante diferentes periodos do ano (Sherbrooke,
1975) como também relatado no trabalho de Ferreira e Dolder (2002) e Ferreira et al. (2002)
para Iguana iguana (Linnaeus, 1758) (Iguanidae) de uma populacdo do Mato Grosso de Sul,
Brasil.

Inger e Greenberg (1966) relacionaram a presenca de ciclo reprodutivo continuo em
lagartos tropicais a condi¢Oes ecologicamente estaveis, uma vez que o clima tropical seria
constante e favoravel. Outros fatores, além do clima, também favorecem esse comportamento
observado como a disponibilidade de alimento (para lagartos que se alimentam de insetos e
outros invertebrados, estes seriam ativos € numerosos ao longo do ano) e a temperatura e
umidade relativa (sendo que estas ndo forneceriam restricoes fisioldgicas para o
desenvolvimento de adultos e embrides) (Inger e Greenberg, 1966).

Estudos de caracteristicas reprodutivas de espécies de lagartos de clima temperado sdo
mais frequentes quando comparado a espécies tropicais (Huang, 1966; Guillette, 1992; Ferreira,
2003; Greenville e Dickman, 2005; Gribbins et al., 2009; Rheubert et al., 2014). Desse modo,
o presente estudo é o primeiro que relata a espermatogénese e organizacdo do epitélio
germinativo de duas espécies de lagartos viviparos e neotropicais, resultando em novas
informacdes que auxiliam no estudo sobre a biologia e o ciclo reprodutivo dessas espécies até

entdo pouco conhecidas.
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