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RESUMO

Estudos focados no entendimento da histologia testicular de répteis sao
relativamente escassos. Para a espécie Ameivula ocellifera, detalhes da morfologia
histologica dos testiculos nido sdo conhecidos. Dessa forma, o presente trabalho
caracterizou a morfologia histolégica do testiculo de A. ocellifera, fornecendo
informacdes tteis a compreensdo da biologia reprodutiva da espécie. As células do
epitélio germinativo apresentaram-se semelhantes morfologicamente as células de outros
répteis ja descritos. Entre os tibulos seminiferos, observou-se pouco tecido intersticial,
mas com quantidade relativamente alta de células de Leydig, presentes em todos o0s
estdgios reprodutivos descritos para a espécie. O nucleo das células de Sertoli apresentou
formato varidvel, geralmente localizado na base do epitélio germinativo. As células da
linhagem espermatogénica apresentaram semelhancas morfoldgicas e estruturais bastante
parecidas aquelas descritas para outros répteis. A constatacdo do processo de
espermiogénese acontecendo ao longo do ano, reafirma a classificagdo reprodutiva
continua da espécie. A descri¢do da histologia realizada neste trabalho permite estudos
histol6gicos comparativos entre répteis e fornece informacdes tteis ao desenvolvimento

de outros trabalhos para a espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Testiculo- Histologia; Lagarto; Espermatogénese em animais.



ABSTRACT

Studies focused on understanding the testicular histology reptiles are relatively
scarce. For the species Ameivula ocellifera, details of histological morphology of testis
are not known. Thus, this study characterized the histological morphology of testicular A.
ocellifera, providing useful information to understand the reproductive biology of the
species. The germinal epithelium cells were similar morphologically to the cells of other
reptiles already described. Among the seminiferous tubules was observed little interstitial
tissue but relatively high amount of Leydig cells, present in all the reproductive stages
described for the species. The nucleus of the Sertoli cells had varying shape, usually
located at the base of the germinal epithelium. The cells of the spermatogenic lineage
showed morphological and structural similarities quite similar to those described for other
reptiles. The finding of spermiogenesis process going on throughout the year, reaffirms
the continued reproductive classification of species. The description of the histology
performed this work allows comparative histological studies between reptiles and

provides useful information for the development of other works for the species.

KEY-WORDS: Testis-Histology; Lizards; Spermatogenesis in animals.
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1. INTRODUCAO

Estudos morfol6gicos do sistema reprodutor masculino em lagartos que indiquem
as condicdes do epitélio germinativo sdo de suma importincia para a caracterizacdao dos
estdgios de maturacdo sexual em que se encontram esses individuos (Licht; Gorman,
1970). O conhecimento do ciclo do epitélio seminifero e a caracterizacdo dos estdgios
que compdem cada ciclo sdo fundamentais para o entendimento da dindmica gonadal e
para a quantificacdo do processo espermatogénico (Silveira, 2009). Entretanto, grande
parte dos estudos de répteis direciona-se a ecologia e sistemdtica, enquanto que a sua
histologia testicular é pouco compreendida, apresentando poucos exemplos a serem
citados, como os estudos histolégicos do epitélio seminifero da serpente Elaphe
climacophora (Hondo et al, 1997) e dos lagartos Hemidactylus mabouia (Silveira, 2009),
Tropidurus torquatus (Mendes et al., 2009) e Iguana iguana (Ferreira, 2009).

De forma geral, em relacdo a reproducdo ha trés tipos de ciclo reprodutivo
descritos para lagartos: associado, dissociado e continuo (Pough et al., 1998). No
primeiro, a producdo de gametas estd relacionada ao acasalamento, uma caracteristica
comum de lagartos de regides tropicais sazonais (Censky, 1995). O ciclo dissociado é
comum nas espécies de zonas temperadas e caracteriza-se pelo curto periodo de
acasalamento e pela estocagem de espermatozoides em ductos reprodutores de fémeas ou
de machos, até que a reproducdo possa ocorrer (Guillette; Sullivan, 1985). O terceiro tipo
de ciclo reprodutivo caracteriza-se pela ocorréncia de acasalamento e espermatogénese
durante o ano todo, e costuma ocorrer em lagartos de regides tropicais ndo sazonais
(Sherbrooke, 1975). Segundo (Vitt; Goldberg, 1983), a auséncia de regressao dos tibulos

seminiferos também caracteriza este tltimo tipo de ciclo reprodutivo.

A familia Teiidae € composta por cerca de 150 espécies de lagartos, distribuidas
em 16 géneros (Ameiva, Aspidoscelis, Aurivela, Ameivula, Dicrodon, Kentropyx, Teius,
Callopistes, Cnemidophorus, Contomastix, —Holcosus, ~Medopheus, Salvator,
Crocodilurus, Dracaena e Tupinambis) (Santos, 2007). Os teiideos sdo bastante
semelhantes morfologicamente, possuem corpo alongado e fusiforme, membros
relativamente grandes e focinhos pontiagudos, com caudas longas em forma de chicote.
Essas caracteristicas estdo relacionadas ao modo de forrageio e as estratégias de fuga

desses animais (Vitt et al., 2000).



O género Ameivula esté distribuido do norte do Brasil (sul do Rio Amazonas)
até o norte da Argentina, e € constituido atualmente por 11 espécies (Harvey et al., 2012).
Ameivula ocellifera (Figura 1), uma das espécies conhecida popularmente como
“tejubina”, habita a regido tropical. E um forrageador ativo (Vanzolini et al., 1980) que
se alimenta de diversos artropodes, principalmente larvas de insetos e cupins. Suas fémeas
e machos adultos podem medir mais de 80 ¢ 100 mm de CRC, respectivamente (Zanchi-
Silva et al., 2014). Vitt (1983) constatou que machos e fémeas da espécie se reproduzem
continuamente em um habitat de caatinga do nordeste do Brasil, evidenciando que a
reproducdo da espécie sofre forte influéncia ambiental. Segundo Vitt e Colli (1994),
espécies tropicais de lagartos tendem ao tipo de reproducdo associada em ambientes
altamente sazonais e de maneira continua em habitats de precipitacdo pluviométrica
elevada ao longo do ano ou de imprevisibilidade climatica que, de acordo com (Zanchi-
Silva et al., 2014), foi o caso de uma populagcdo de A. ocellifera em Sao Gongalo do
Amarante, cidade litoranea do estado do Ceara.

Apesar da ampla distribuicdo geografica de A. ocellifera e das variagdes que
podem ocorrer no seu ciclo reprodutivo em ambientes distintos, a compreensdo da
histologia testicular da espécie precisa ser melhor estudada. Estes estudos s@o importantes
porque aumentam a compreensdo dos processos que envolvem a espermatogénese e a
organizacao tecidual dos testiculos, pois a perpetuacdo e o sucesso evolutivo das espécies

estdo fortemente relacionadas a esse campo de estudo.

Sendo assim, o presente estudo objetiva descrever a histologia testicular de uma
populacdo de Ameivula ocellifera de habitat sazonal litoraneo do nordeste do Brasil, cuja
reproducdo € continua. Especificamente, objetiva-se facilitar o entendimento do processo
espermatogénico da espécie e servir de referéncia para anélises comparativas entre répteis

ou entre outros grupos de animais.



Figura 1: Exemplar adulto de Ameivula ocellifera. (Foto: Daniel Passos)

2. MATERIAIS E METODOS

O material utilizado no presente estudo foi oriundo de animais coletados para um
estudo de reproducdo e dieta de Ameivula ocellifera em Sao Gongalo do Amarante-CE.
A anélise da histologia dos testiculos foi feito a partir de um material coletado para a

elaboracdo de uma dissertacdo de mestrado de Zanchi-Silva et al., (2014).

2.1 Area de Estudo

A captura dos individuos de Ameivula ocellifera ocorreu em dois pontos amostrais
proximos (distantes cerca de 5,5 km) no municipio de Sdo Gongalo do Amarante: Fazenda
Macei6 (3°30°49,49”S / 38°55°12,69”0) e Sitio Eliezer (3°33°54,80”S / 38°55°15,1070),
no estado do Ceard. Os locais de coleta encontram-se na zona rural do municipio (Figura

2)
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Figura 2 — Mapa de localizac@o dos pontos de coleta no municipio de Sao Gongalo do

Amarante, Ceara, Brasil. (Fonte: A. B. da Rocha).

~—
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2.2. Coletas de campo

Os lagartos foram coletados mensalmente, de setembro/2009 a agosto/2010. As

buscas por individuos em atividade realizaram-se sempre do inicio da manha até o final

da tarde. Os lagartos foram capturados através de coletas manuais, com o auxilio de

carabina de pressao ou de garrote. Aqueles que ndo foram mortos durante o processo de

coleta no campo foram eutanasiados segundo orientagdes da resolucdo n°® 714 de 20 de

junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterindria (CFVM). Todos os

individuos foram fixados e conservados segundo técnicas usuais de conservacdao em via

umida (Auricchio; Salomao, 2004). Os animais foram coletados sob licenga para coleta

No. 21963-1, concedida pelo SISBIO (Sistema de Autorizagdo e Informagdo em

Biodiversidade), e foram posteriormente tombados na Colecdo Herpetoldgica da

Universidade Federal do Ceara (CHUFC).
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2.3. Procedimentos Laboratoriais

Os testiculos esquerdos dos machos foram removidos e seccionados em cortes de
5 um, por meio de um micrétomo, montados em laminas e corados com hematoxilina-
eosina (Galdino et al.,, 2003). Adicionalmente, o didmetro dos tibulos seminiferos (DTS)
e a altura do epitélio germinativo (AEG) foram mensurados através de um microscépio
Optico acoplado a um computador pessoal utilizando-se do programa Axiovision®. Para
cada lamina foram medidos dez campos, onde cada campo corresponde a uma luz de
tibulo seminifero. Para as demais andlises, para cada individuo foram consideradas as

médias das medidas dos dez campos para DTS e AEG.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO.

3.1. Morfologia espermatica

Durante a andlise microscépica dos testiculos de 193 exemplares da espécie
trabalhada, observou-se que os espermatozoéides de Ameivula ocellifera possuem forma
semelhante aos descritos para outras espécies de lagartos: uma cabeca que abriga um
nucleo filiforme e um flagelo (Figura 4). Sdo lancados nos tibulos seminiferos pela
por¢do posterior, sendo a cabeca com o nicleo a dltima regido da célula a ser liberada no

Idmen.

3.2. Histologia testicular

Os testiculos localizam-se na regido dorso-longitudinal na cavidade abdominal
do animal e possuem formato ovoide. Sdo cobertos por uma cdpsula conjuntiva, a tinica
albuginea, que envolve um conjunto de tibulos seminiferos altamente enovelados. Os
tibulos possuem formatos variados, podendo ser circulares, ovais, alongados e até
virguliformes (Figura 3), € uma cédpsula conjuntiva propria, que cerca um conjunto de
células que margeiam o limem de cada tibulo e que constituem o epitélio germinativo:
células midides, células de Sertoli e células germinativas (espermatogdnias,
esparmatdcitos, espermatides e espermatozdides). O diametro médio da luz dos tibulos

foi de 98,98 um.
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As células germinativas se dispdem em uma sequéncia de maturagdo (Figura 5),
que vao desde espermatogOnias, localizadas mais perifericamente no tdbulo, a
espermatozdides, que podem ser observados na luz do tdbulo. A altura média do epitélio
germinativo foi de 85,35 um, e ndo houve regressdao dos tibulos seminiferos durante o
ano amostrado. Entre os tibulos seminiferos, pode-se observar a presenca de pouco tecido

conjuntivo e células de Leydig, além de vasos sanguineos e linféticos.

Figura 3- Imagem das medicOes da espessura do epitélio germinativo e da luz dos
tibulos seminiferos, mostrando seus diferentes formatos e arranjos.

3.3. Células de Sertoli

As células de Sertoli estendem-se desde a regido mais periférica dos tibulos
seminiferos (lamina basal) ao limen do tdbulo, e t€m sido bem descritas em répteis
(Baccetti et al., 1983), uma vez que possuem func¢des vitais ao processo de
espermatogénese, que sdo: servem de sustentagdo as células da linhagem germinativa;
protegem e nutrem as células durante todo o processo espermatogénico;

compartimentalizam o epitélio seminifero por meio de jungdes de oclusdo,
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proporcionando um ambiente adequado a maturacao das células germinativas; secretam
fluidos e proteinas importantes a espermatogénese; fagocitam células germinativas
defeituosas e o excesso de citoplasma das espermatides (Tindall et al., 1985). As células
possuem formato indefinido e dobramentos diversos, os quais acomodam as células da

linhagem germinativa (Pudney, 1993).

Em Ameivula ocellifera, os nicleos das células de Sertoli, assim como foi
descrito para Podarcis muralis, P. siculus (Baccetti et al., 1983), Lepidodactylus lugubris
(Ro1l; Von Diiring, 2008) e Hemidactylus mabouia (Silveira, 2009) apresentaram uma
forma irregular, ocupando, em sua maioria, a posicdo basal da célula, com apenas um
nucléolo desenvolvido e cromatina frouxa (Figura 5). O formato do nucleo € fisicamente
influenciado por células germinativas proximas. Essas caracteristicas diferem das
encontradas para Tropidurus torquatus, que possuem cé€lulas de Sertoli com nucleo

triangular, podendo ter um ou dois nucléolos. (Vieira et al., 2001).
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Figura 4. Fotomicrografias do testiculo esquerdo de A. ocellifera. A - Seccio transversal
do tibulo seminifero mostrando o formato filiforme dos gametas masculinos (4rea
circulada); B - Nucleos achatados das células Midides (Mi), apontados pelas setas.
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Figura 5. Fotomicrografias de testiculo de A. ocellifera. A - Secgdo transversal do tibulo
seminifero mostrando os limites entre dois tibulos (seta), o epitélio germinativo (EG) e
o limen tubular (LT). B - Nucleo de células de Sertoli (S); C- Células de Leydig (Ly)
com setas apontando goticulas lipidicas citoplasméticas; D — Espermatdcitos (Sc); E —
Espermatogonias (Sg); A: Barra 20 pm.
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A altura média das células de Sertoli em adultos de A. ocellifera foi de 88,8 um,
sendo um pouco menor que o registrado para H. mabouia, que é de 90,7 um (Silveira,
2009), e bem maior do que o registrado para a serpente Eryx jayakari (40 pm) (Al-Dokhi
et al., 2004). Nao foi possivel determinar as limitacoes laterais da célula, pois através de

microscopia Optica ndo se pode visualizar a membrana plasmatica.

3.4. Células Mioides, Células de Leydig e tecido intersticial

Em Ameivula ocellifera, o tecido intersticial que conecta os tibulos seminiferos
apresentou uma quantidade relativamente alta de células de Leydig, (Figura 5) em
comparagdo ao que ocorre em Hemydactilus mabouia (Silveira, 2009). Além dessas
células, o tecido intersticial € composto por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e

linfaticos.

As células de Leydig sdo responsdveis pela producdo e secrecdo de hormonios
esteroides (Mahmoud Et al., 1985), que vao atuar na formacgao do trato genital masculino
(Pelliniemi, L.J., Kuopio, T., Fréjdman, 1996), na formacdo e manuten¢do dos caracteres
sexuais secunddrios e possibilitario o bom funcionamento do processo de
espermatogénese (Sharpe, 1994). Os esteroides produzidos pelas células sdo acumulados
em forma de goticulas lipidicas no citoplasma, e podem ser percebidos por ndo serem
corados (Unsicker, K., Burnstock, 1975) (Figura 5). As células de Leydig foram
encontradas em quantidade abundante durante todos os estdgios reprodutivos descritos
por (Zanchi-silva et al., 2014) para a espécie, e durante todo o ano; aparentemente, nao
ocorre variacdo na quantidade dessas células durante a evolucdo do processo de
espermatogénese. As células sdo relativamente grandes e apresentam, em sua maioria,
formas ovoides e esféricas, podendo apresentar ainda diversas outras formas. Segundo
Russell (1996), essas variacoes morfoldgicas podem decorrer de pressoes fisicas dos
tibulos seminiferos e até de outras células intersticiais. Assim como foi descrito para H.
mabouia (Silveira, 2009), Tropidurus torquatus (Vieira, G.H.C., Wiederhecker, H.C.,
Colli, G.R., Bdo, 2001) e Lepidodactylus lugubris (R61l, B., Von Diiring, 2008) as células
de Leydig apresentaram-se uninucleadas, tendo o nucleo um formato ovoide ou

arredondado (Figura 4).
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As células midides consistem em células achatadas e contréteis aderidas a lamina
basal que delimita os tibulos e possuem caracteristicas de células musculares lisas
(Junqueira, L.C.U., Carneiro, 2004). Em A. ocellifera, devido ao corte transversal dos
tubulos, as células midides foram vistas como delgadas “tiras® em meio a lamina basal,

facilmente vistas delimitando a regido basal do epitélio germinativo (Figura 4).

3.5. Células germinativas

Segundo Junqueira; Carneiro, (2004), a espermatogénese inicia-se com as
espermatogoOnias, que sdo células germinativas primitivas e relativamente pequenas
localizadas préximas a lamina basal do epitélio germinativo. Essas células sofrem mitoses
e originam dois tipos de células: espermatogoOnia tipo A e espermatogonia tipo B. As
espermatogonias tipo A continuam se dividindo, mantendo-se como células-tronco de
outras espermatogoOnias, possibilitando o continuo processo de espermatogénese. As
espermatogonias tipo B sdo as células progenitoras dos espermatdcitos 1. Estas células
entram na profase da divisdo meidtica para posteriormente originarem os espermatocitos
II. Espermatdcitos II ndo sdo facilmente vistos, pois passam pouco tempo em intérfase,
logo entrando na segunda divisdo meidtica e originando as espermatides. As
espermadtides, por sua vez, nao sofrem nenhuma divisdo celular: apenas passam por um
processo complexo de formagdo do acrossomo, condensacdo e alongamento do ntcleo,
desenvolvimento do flagelo na regido posterior da célula e a eliminagdo do citoplasma

€m €XCeSSO.

Em A. ocellifera, as espermatogonias (Figura 5) foram encontradas na regido
basal do epitélio germinativo, e apresentaram formato circular ou ovoide, sendo bem
semelhantes as espermatogoOnias descritas para H. mabouia (Silveira, 2009). Nao foi
possivel diferenciar as espermatogdnias A das espermatogonias B, pois as duas possuem
tamanhos semelhantes, além de ndo ter sido possivel notar diferencas significativas entre

os nucleos dessas células.

Os espermatocitos recém formados (Figura 5), oriundos da tultima divisdo
mitética da espermatogdnia tipo B, rapidamente entram em profase, aumentando o
volume da célula e tornando o cromossoma bastante visivel em um determinado momento

da préfase (Junqueira; Carneiro, 2004). Da primeira divisdo meidtica dos espermatocitos
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primdrios resultam células menores, os espermatdcitos secundarios, que possuem uma
vida curta (Clermont, 1972), sendo dificil a visualizac@o deste estdgio (espermatdcito II)

por conta da sua rdpida divisdo meidtica que origina as espermatides.

A maioria dos espermatdcitos da espécie estudada foi encontrada em uma regido
intermedidria entre a luz dos tibulos seminiferos e a base do epitélio germinativo, mas
também entre as espermatogoOnias, préximo da base do epitélio (Figura 5). As células se
destacavam por seu nicleo avantajado e cromossomos mais corados e visiveis. Através
das imagens, ndo foi possivel determinar todos os diferentes estdgios de préfase dos
espermatdcitos primdrios, mas foi possivel distinguir as etapas finais, onde se viu uma
regido do nicleo com bastante cromatina condensada ocupando a regido central da célula,

0 que supostamente representa a metafase.

Localizadas mais proximas do limen do tibulo, as espermdtides sdo diminutas e
nao passam mais por divisoes celulares, apenas por um processo complexo denominado
espermiogénese, onde vao passar por especializacOes necessdrias para permitir, com
eficiéncia, a transferéncia do DNA ao ovécito (Junqueira; Carneiro, 2004). O processo
inicia-se com a etapa do complexo de golgi, onde pequenos granulos pro-acrossomicos
fundem-se a ele, formando uma vesicula acrossdmica que destaca a regido anterior da
célula, a0 mesmo tempo que os centriolos migram para a regido oposta ao do acrossomo
em formacao. Em seguida, a vesicula acrossdomica estende-se sobre a por¢ao anterior do
nucleo, cobrindo-o parcialmente e formando o acrossomo (Figura 6), ao passo que o
nucleo comega o processo de alongamento e as mitocondrias migram para a regido dos
centriolos. Por fim, o citoplasma em excesso € eliminado e fagocitado pelas células de
Sertoli, e, finalmente, as espermdtides tornam-se espermatozéides e sdo liberadas no

ldmen tubular.
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Figura 6. Fotomicrografias do testiculo esquerdo de A. ocellifera. F - Sec¢do transversal
do tibulo seminifero mostrando espermatides (Sd) e o limen tubular (LT). G —
Espermdtides com heterocromatina perinuclear (setas); H- Formacgdo de vesiculas
acrossOmicas em espermdtides (setas); I — Espermdtides em avangado processo de
espermiogénese (seta preta) e espermatides recém-formadas (seta vermelha).
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As espermdtides foram as células mais faceis de identificacdo em A. ocellifera
(Figura 6). As células recém-formadas destacaram-se pelo pequeno tamanho e pela forte
coloragdo da heterocromatina perinuclear, o que lhe dava uma aparéncia de anel (Figura
6). Ocupavam espaco varidvel no epitélio germinativo, podendo ser encontradas entre
espermatdcitos, na base do epitélio, ou mais proximas da luz do tibulo, o que era mais
comum. A vesicula acrossomal, que d4 originem ao acrossomo, foi visualizado nessas
espermatides recém-formadas (Figura 6). Segundo Junqueira e Carneiro (2004), o
processo de formagdo do acrossomo € um das primeiras etapas pelas quais a espermatides

passam até serem liberadas no Iimen tubular.

Espermdtides em processo de alongamento nuclear e de reducdo do volume
citoplasmatico foram observadas bem proximas do limen tubular (Figura 6). Entre a
camada de espermdtides em avancado estagio de especializacio e as espermatides mais
basais (mais proximas da base do epitélio), observou-se uma grande quantidade de corpos

residuais, que sdo restos celulares derivados do processo de espermiogénese.
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CONCLUSOES

O processo de espermiogénese foi observado em todos os meses do ano, e a auséncia
de regressdo dos tibulos seminiferos corroboram os estudos feitos para a espécie,
que caracterizam seu ciclo reprodutivo como continuo;

A histologia testicular de Ameivula ocellifera € bastante parecida com as descritas
para outras espécies de répteis e alguns mamiferos;

Nao foi possivel distinguir as espermatogdnias tipo A de espermatogonias tipo B por
meio de microscopia dptica. Entretanto, em um estudo de histologia testicular de
Hemidactylus mabouia, a diferenciacdo desses dois tipos de células por meio de
microscopio optico foi possivel;

N3ao foi possivel a visualizagdo de espermatdcitos II por conta do pouco tempo em
que a célula permanéncia nessa fase;

Devido ao seu tamanho, formato e localizacdo diferentes, as espermétides foram mais
facilmente identificadas durante as diferentes fases do processo de espermiogénese,
através da microscopia optica;

As células de Leydig foram observadas em todos os estidgios de espermatogénese ao
longo do ano;

As células de Sertoli de A. ocellifera assemelham-se bastante as de outros lagartos,

com excecdo de Tropidurus torquatus.
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