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RESUMO

LEMOS, Luciana S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Dezembro de 2008. Morfologia de génadas de golfinhos (Sotalia guianensis e
Pontoporia blainvillei) de vida livre do litoral Norte Fluminense. Orientador: Prof.
Eulégio Carlos Queir6z de Carvalho. Co-orientadores Ana Paula M. Di Beneditto;
Alexandre Thomé da Silva Aimeida e Deiler Sampaio Costa.

Foram estudadas génadas de Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei, mortos
acidentalmente em atividades pesqueiras com rede na regiao norte do estado do
Rio de Janeiro. O material foi fixado em formol a 10%, identificando-se a direita e
a esquerda, e tomado o comprimento corpéreo total de cada individuo. Durante a
colheita dos ovérios foi verificado se havia gestacdo e/ou lactagdo. As amostras
de gbnadas foram avaliadas quanto a morfologia e biometria. Ovéarios de fémeas
imaturas sexualmente eram lisos, brancos e leves, com pesos iguais entre 0s
pares ou bem proximos. Ovarios de fémeas maduras sexualmente apresentavam
superficie irregular pelo desenvolvimento de foliculos, corpo luteo e/ou corpo
albicans, com maior variacao entre os pares ovarianos. O peso médio dos ovarios

de fémeas imaturas de S. guianensis e P. blainvillei, variou de 1,35 a 4,10g e 0,08
a 0,13g, respectivamente e para as maduras variou de 4,58 a 26,47 e 2,78 a

4,60g. No ovério esquerdo se desenvolveu a maior quantidade de estruturas,
indicando este ser mais ativo em ambos os géneros. Uma fémea S. guianensis no
terco final da gestacao apresentou corpo luteo fisiolégico com cavidade central.
Cortes de ovarios corados com Picrosirius e observados em microscopia de luz
polarizada demonstraram a participacao de colageno do tipo Il na constituicao de
corpos albicans. A medular do hilo ovariano, a rete ovari, estava representada por
tubulos enovelados, forrados por tecido epitelial cubico. Cortes histolégicos do
ovario de um espécime de P. blainvillei apresentaram lesdo cistica multipla
unilocular. Os testiculos de S. guianensis apresentaram formato cilindrico e
I6bulos na superficie de corte. O peso e tamanho mostraram alta correlagao entre
si, independente da fase de desenvolvimento. O peso conjugado dos testiculos
associado ao comprimento corporal ao didmetro e a proporgao tubular indicaram
individuos sexualmente maduros com peso testicular superior a 1.570g,
comprimento corporal de 195cm, mais de sete anos, didametro tubular médio de

260um e proporcao de tecido tubular de 83%. O comprimento tubular por grama



de tecido testicular, de individuos sexualmente maturos, foi em torno de 30m/g de
tecido tubular. Em um exemplar foi diagnosticada a degeneragéo testicular
bilateral, através da inspecdo e histologia. Os testiculos de P. blainvillei
apresentaram formato cilindrico e alta simetria em animais maduros e imaturos. O
parénquima testicular apresenta um mediastino pouco evidente e rede testicular €
do tipo axial. A andlise do peso conjugado dos testiculos associado ao
comprimento corporal, a idade, ao didmetro e a proporgédo tubular indicaram
individuos sexualmente maturos com comprimento corporal superior a 115cm,
peso testicular médio acima de 5,09; idade superior a 2 anos; diametro tubular
superior a 150 um e a proporg¢ao de tecido tubular em torno de 60%. Nos animais
sexualmente maduros o comprimento dos tubulos seminiferos foi em torno de
26,9m por grama de tecido testicular.

Palavras-chave: Sotalia guianensis, Pontoporia blainvillei, gbnadas, morfometria,
histologia.
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ABSTRACT

LEMQOS, Luciana S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Dezembro de 2008. Morfologia de génadas de golfinhos (Sotalia guianensis e
Pontoporia blainvillei) de vida livre do litoral Norte Fluminense. Orientador: Prof.
Eulégio Carlos Queir6z de Carvalho. Co-orientadores Ana Paula M. Di Beneditto;
Alexandre Thomé da Silva Aimeida e Deiler Sampaio Costa.

We studied the gonads and Sotalia guianensis and Pontoporia blainvillei, killed
accidentally in fishing activities in service in northern state of Rio de Janeiro. The
material was fixed in formol 10%, identifying itself to the right and left, and taking
the total body length of each individual. During the harvest of the ovaries had been
verified pregnancy and/or lactation. Samples of gonads were evaluated for
morphology and biometrics. Ovaries of sexually immature females were smooth,
white and light, with equal weights between the pairs or very close. Ovaries of
sexually mature females had irregular surface for the development of follicles,
corpus luteum and / or corpus albicans, with greater variation between pairs
ovarian. The average weight of the ovaries of immature females of S. guianensis
and P. blainvillei, ranged from 1.35 to 4.10 g and 0.08 to 0.13 g respectively and
for the mature ranged from 4.58 to 26.47 and 2.78 to 4.60 g. In the left ovary had
developed greater number of structures, indicating this to be more active in both
genders. A female S. guianensis in the final third of gestation presented with
corpus luteum physiological central cavity. Cuts of ovaries stained with Picrosirius
and observed in polarized light microscopy showed the involvement of collagen
type lll in the formation of corpora albicans. The spinal cord of the rete ovarian
hilum was represented by hank tubules, lined by cubic epithelial tissue.
Histological sections of ovary of a specimen of P. blainvillei had multiple unilocular
cystic lesion. The testes of S. guianensis showed cylindrical shape and lobes in
the cut surface. The weight and size were highly correlated with each other,
regardless of stage of development. The combined weight of the testes associated
with the body length to diameter ratio and tubular showed sexually mature
individuals weighing more than 1.570g testicular, body length of 195cm, over
seven years, mean tubular diameter of 260um and the proportion of tubular fabric
of 83%. The tubular length per gram of testicular tissue of sexually mature
individuals, was around 30 / g of tissue tubular. In a specimen was diagnosed with

bilateral testicular degeneration, by inspection and histology. The testes of P.
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blainvillei had cylindrical shape and high symmetry in mature and immature
animals. The testicular parenchyma shows a little obvious and mediastinum testis
is a network scan. The analysis of the combined weight of the testes associated
with body length, age, when indicated tubular diameter and the proportion sexually
mature individuals with body length exceeding 115cm, average testicular weight of
over 5.0 g; older than 2 years; diameter tubular upper 150 um and the proportion
of tubular tissue around 60%. Sexually mature animals in the length of the
seminiferous tubules was around 26,9 meters per gram of testicular tissue.

Key-words: Sotalia guianensis, Pontoporia blainvillei, gonads, morphometry,
histology.
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1- INTRODUCAO:

Os golfinhos sao animais pertencentes a ordem Cetacea, que € a maior e
mais diversificada dos mamiferos marinhos; é representada por mamiferos
totalmente adaptados a vida aquatica (PINEDO et al., 2002). Das 43 espécies de
cetaceos registradas em aguas brasileiras, 35 pertencem a subordem Odontoceti
(IBAMA, 2001; PINEDO et al., 2002), onde se incluem os cetaceos de pequeno
porte conhecidos como golfinhos.

Os golfinhos podem atuar como indicadores de ecossistemas naturalmente
salubres e produtivos (KATONA e WHITEHEAD, 1988) e, a avaliagéo de tecidos
de cetaceos pode servir para monitorar a contaminagdo ambiental (GERPE et al.,
1999; MONTEIRIO-NETO et al., 2003; DORNELES et al., 2007; SEIXAS et al.,
2008).

Da mesma forma que em outras partes do mundo, no Brasil, os cetaceos
de pequeno porte sofrem impactos com a atividade humana como a pesca
(SICILIANO, 1994; MONTEIRO-NETO et al., 2000; DI BENEDITTO, 2003), o
turismo (SANTOS-JR et al., 2006; VALLE e MELO, 2006; PEREIRA at al., 2007),
a industria e a agricultura (KAJIWARA et al., 2004; PIERCE et al., 2008), além do
comércio ilegal (ALVES e ROSAS, 2008).

Na regiao norte do estado do Rio de Janeiro o monitoramento da captura
acidental de pequenos cetaceos registrou sete espécies destes animais:
Pontoporia blainvillei, Sotalia guianensis, Tursiops truncatus, Stenella frontalis,
Steno bredanensis, Delphinus capensis e Pseudorca crassidens (LODI e
CAPISTRANO, 1990; DI BENEDITTO et al.,, 1998; DI BENEDITTO, 2001). As
mais freqUentes foram a S. guianensis e a P. blainvillei (DI BENEDITTO et al.,
1998; DI BENEDITTO e RAMOS, 2001; DI BENEDITTO, 2003), ambas s&o
residentes na Bacia de Campos, onde realizam todo o seu ciclo de vida, como
atividades alimentares e reprodutivas, incluindo a criagdo dos filhotes (DI
BENEDITTO e RAMOS, 2001).

Golfinhos da espécie Sotalia pertencem a familia Delphinidae, recebem
diversas denominagdes ao longo de sua distribuicdo, sendo conhecidos,

popularmente, no Brasil como boto, boto-comum ou boto-cinza (PINEDO et al.,
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1992; DA SILVA e BEST, 1994), e tucuxi na regidao da Amazénia (BOROBIA et al.,
1991).

A espécie S. fluviatilis, se distribui ao longo da costa Atlantica desde o
litoral norte de Honduras, no Caribe (DA SILVA e BEST, 1996) até o Estado de
Santa Catarina, no Brasil (SIMOES-LOPES, 1988), com dois ecotipos um marinho

e outro fluvial. Porém, a utilizagdo de métodos moleculares para a avaliagdo do

status taxonémico de S. fluviatilis demonstrou que sdo espécies diferentes,
recomendando-se a denominacdo de S. guianensis (VAN BENEDEN, 1864) para
animais de habitat marinho e a manutencéo de S. fluviatilis (GERVAIS, 1853) para
aqueles que habitam rios (CUNHA et al., 2005). Desta forma, no decorrer desta
tese, sempre que se referir a forma marinha da espécie, inclusive na revisao, sera
citado como S. guianensis.

A espécie P. blainvillei, conhecida como toninha ou franciscana, € um dos
golfinhos da superfamilia Plastanitoiidae, que vive em ambiente marinho e € o
unico representante da familia Pontoporiidae (CRESPO et al., 1998). Ocorre na
costa Sul do oceano Atlantico do Estado do Espirito Santo (SICILIANO et al.,
2002) até o Novo Golfo na provincia Chubut da Argentina (CRESPO et al., 1998),
com uma distribuicdo descontinua (SECCHI et al., 2003), com dois tipos
morfoldgicos, um de maior comprimento ao sul, e outro com menores dimensdes
ao norte de sua distribuicdo (PINEDO, 1991).

Para fins de estudo esta espécie foi distribuida geograficamente em quatro
areas de estudo FMA (Franciscana Management Areas). A area FMA | se
encontra entre Itaunas (18°25'S) e Ubatuba (23°18’S), a FMA Il de Ubatuba
(23°18’S) e Torres (29219’S) no Brasil, a FMA Ill de Torres (29°19’S) ao limite do
Uruguai com Argentina no Rio da Prata (~35°30’'S) e a FMA IV do Golfo Nova
(~35030’S) a Chubut (42°35’S) na Argentina (SECCHI et al., 2004).

No Brasil, entre os estados de Santa Catarina e o Espirito Santo a
P. blainvillei pode ser encontrada compartilhando seu habitat com a S. guianensis,
ndo havendo nenhuma associacao entre elas (HETZEL e LODI, 1993; CREMER e
SIMOES-LOPES, 2005).

Os habitos essencialmente costeiros dos golfinhos destas duas espécies

os tornam altamente vulneraveis as atividades humanas (SICILIANO, 1994;
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SECCHI et al., 1997; DI BENEDITTO et al., 1998; MONTEIRO-NETO et al., 2000;
DI BENEDITTO, 2001;), com freqlentes acidentes em redes de espera
determinando a mortalidade desses pequenos cetaceos, fato que se caracteriza
como a maior ameaga a populacao destas espécies ao longo de sua distribuicao
(LODI et al.,, 1987; DI BENEDITTO, 1997; SECCHI et al., 1998; LODI e
CAPISTRANO, 1990).

No Brasil as espécies S. guianensis e P. blainvillei, sdo consideradas como
os golfinhos sob maior pressdo antropica, ambas constam na Lista Oficial de
Espécies da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo (IBAMA, 2001). Ambas
foram citadas na “Lista Vermelha dos Animais Ameacados de Extingdo” da Unido
Internacional para Conservagdo da Natureza (IUCN, 2008). A S. guianensis
consta como insuficientemente conhecida, indicando que possui poucos dados
para avaliacao do seu real status de conservagao. A P. blainvillei consta na Lista
da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo (IBAMA, 2003) e como espécie
vulnerdvel no Plano de Agédo de Mamiferos Aquaticos do Brasil e Uniao
Internacional de Conservacao da Natureza (IBAMA, 2001; IUCN, 2008).

Golfinhos do género P. blainvillei (Figura-1) apresentam o rostro
extremamente longo e estreito, a fronte arredondada, olhos pequenos, coloracao
cinza pélido a pardo-amarelado e ventre mais claro. A nadadeira dorsal é baixa e
triangular, situada na parte média do corpo. As nadadeiras peitorais sdo largas,
em forma de espatula e borda ondulada (JEFERSON et al., 1993). No norte do

estado do Rio de Janeiro o comprimento corporal assintético, foi estimado em

117,1 cm para os machos e 144,7 cm para fémeas (RAMOS et al., 2002).

[ D R . WA T
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Figura 1 — Golfinho - P. blaivillei do norte do estado do Rio de Janeiro.

Foto: Ana Paula Madeira Di Beneditto.
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S. guianensis (Figura-2) possui 0 corpo robusto, nadadeiras grandes, um
corpo de forma hidrodinamica, caracteristica da familia Delphinidae. A nadadeira
dorsal é alta, curta, triangular com a ponta em forma de gancho, e localiza-se

proximo ao centro do dorso (HETZEL e LODI, 1993). O comprimento assintotico

desta espécie no Rio de Janeiro foi estimado em 191,0 cm para ambos 0s sexos
(DI BENEDITTO e RAMOS, 2004).

Figura 2 — Golfinho - S. guanensis do norte do estado do Rio de Janeiro.
Foto: Ana Paula Madeira Di Beneditto.

Informagdes a respeito do ciclo reprodutivo de S. guianensis e P. blainvillei
ao longo de sua distribuicio em geral sdo obtidas a partir de estudos
comportamentais ou oportunamente em animais mortos acidentalmente em
atividades pesqueiras ou em encalhes, no entanto poucos estudos morfoldgicos
estdo relacionados com a sua biologia da reproducdo (KASUYA e BROWNELL,
1979; HARRISON et al., 1981; BROWNELL, 1984; RAMOS et al., 2000; ROSAS e
MONTEIRO-FILHO, 2002; DANILEWICZ, 2003; DANILEWICZ et al., 2004; DI
BENEDITTO e RAMOS, 2004).

A avaliacdo anatébmica das gbnadas permite determinar a fase de
desenvolvimento sexual que o animal se encontra, monitorar a reproducéo,
identificar processos patoldgicos e testar efeitos toxicoldégicos (HAFEZ, 2004).
Técnicas nao invasivas, como a ultra-sonografia, tém sido valorizadas para
avaliacao do trato reprodutivo dos animais de producdo e pets, mas ainda é
utilizada em baixa escala em cetaceos (BROOK, 2001; BROOK et al., 2000;
TURNER et al., 2006).
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Informagdes basicas a respeito da biologia reprodutiva sdo necessarias
para adocdo de medidas que visem preservar espécies em extincao (ASSIS-
NETO et al.,, 2003, SONNER et al., 2004), como elaborar estratégias para
recomendacdo do manejo, aplicacado de biotecnologia (ROBECK e O’'BRIEN,
2004) e conscientizacao populacional (KUMARAM, 2002).

Considerando que os estudos referentes a biologia reprodutiva de
S. guianensis e de P. blainvillei do norte do Estado do Rio de Janeiro nao
utilizaram a microscopia, este manuscrito tem como objetivo geral:

- Gerar conhecimento das caracteristicas reprodutivas através de
parametros morfolégicos de gbnadas de S. guianensis e de P. blainvillei a partir
de espécimes capturados acidentalmente em atividades pesqueiras no litoral
norte do Estado do Rio de Janeiro;

- Descrever a morfologia macro e micro de gbnadas destas espécies;

- Identificar a maturidade sexual através da microscopia e associar aos
dados biométricos;

- Estimar o diametro de tubulos seminiferos e a proporcao tecidual dos
testiculos através da morfometria digital a fim de relacionar a maturidade do
individuo;

- Nos ovarios quantificar macroscopicamente: foliculos, corpos luteos e
cicatrizes dos ovarios visando identificar a fase reprodutiva e relacionar ao

comprimento corporal.

2- REVISAO DE LITERATURA:

2.1 — Gonadas de mamiferos

Os parametros reprodutivos dos mamiferos, como morfologia, fisiologia e
comportamento, estao relacionados com a fungao primaria das génadas, que em
ambos o0s sexos incluem atividades enddcrinas e exdcrinas, responsaveis pela
producdo de horménios e de células da linhagem germinativa, respectivamente
(BANKS, 1992). A atividade das g6nadas ¢ influenciada por fatores hereditérios,

temperatura ambiente, fotoperiodismo e nutricdo (HAFEZ, 2004).
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Em 1841, pensava-se que a determinacdo do sexo estivesse relacionada
ao ambiente. No inicio do século XX a determinacdo cromossémica relacionou o
cromossomo Y com o0 sexo masculino em humanos e outros mamiferos. E no final
do século XX a busca do gene de determinacao testicular (TDG), resultou no
isolamento do gene responsavel pela diferenciacdo das células de Sertoli em
camundongos (Sry homélogo ao SRY em humanos) (MITTWOCH, 2005). A
presenca ou auséncia do cromossomo Y é definida pelo sexo genético no
momento da fertilizacao (SINCLAIR et al., 1990).

Embora o sexo genético determine o desenvolvimento da gbnada ainda no
processo de fertilizagdo, a diferenciacao fenotipica para macho ou para fémea sé
sera determinada quando da diferenciagdo morfolégica das génadas (TILMANN e
CAPEL, 1999). No inicio do desenvolvimento fetal as gbnadas s&o indiferenciadas
em ambos 0s sexos e possuem quatro tipos celulares: as de suporte, as
esteroidogénicas, as conectivas e as células germinativas lineares (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 1999; HAM, 1977).

As células da linhagem de suporte dardo origem as células de Sertoli nos
testiculos e as células foliculares nos ovarios. Estas células envolvem as células
germinativas propiciando seu desenvolvimento. As células da linhagem
esteroidogénica  produzem horménios sexuais importantes para 0
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundérias. No macho se
diferenciam em células de Leydig e na fémea em células da teca. As células da
linhagem conectiva constituem as células do estroma e as mibides peritubulares e
participam na formacao do érgao como um todo (CAPEL, 2000).

Os primeiros sinais de diferenciacdo da gbénada para testiculos, consite no
aumento da proliferacdo e a diferenciagéo das células precursoras das células de
Sertoli e, a formagéo dos corddes testiculares contendo células de Sertoli e as
células germinativas em seu interior (CAPEL, 2000).

A diferenciacdo sexual fenotipica fetal ocorre por acdo de horménios, a
exemplo do hormdnio anti-Mulleriano produzido pelas células de Sertoli, também
chamado de substancia inibidora Milleriana, envolvida em processos de
crescimento e diferenciagéo testicular (HAFEZ, 2004).

As gbnadas de fetos do sexo feminino permanecem por mais tempo com

aspecto indiferenciado. As células germinativas dao origem as oogbnias, que se
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proliferam por mitoses, depois algumas oogénias situadas profundamente no
ovario fetal sofrem meiose e, formam os ovécitos primarios imersos em meio as
células somaticas do ovario, que sao as células foliculares que darao origem as
células da granulosa. Os ovdcitos envolvidos por células foliculares planas
formam os foliculos primordiais, as células foliculares se tornam cubicas,
aumentam em numero, e originam os foliculos primarios. Nesta fase a meiose
avancga até o estado de dipléteno, que paralisa um pouco antes do nascimento e
reinicia o processo na puberdade e a cada ciclo ovariano (FORTUNE, 2001).

2.2 - Morfologia dos testiculos

Os testiculos sdo as gbnadas masculinas, 6rgaos pares, ovoides,
encapsulados, que na maioria dos mamiferos se encontram na bolsa escrotal
(HAFEZ, 2004), estrutura esta que esta fisiologicamente ausente em algumas
espécies como no tatu, elefante e cetaceos (FOWLER,1986).

Envolvendo os testiculos encontra-se a tunica albuginea que é uma
capsula de tecido conjuntivo denso, revestida por uma serosa. Na maioria das
espécies ha uma camada vascular na tunica albuginea, a qual é continua com o
tecido conjuntivo frouxo do mediastino testicular e com aquele que forma os
I6bulos testiculares (BANKS, 1992).

Nos mamiferos os testiculos podem ser divididos morfofuncionalmente em
dois grandes compartimentos formados pelos tubulos seminiferos e pelo tecido
intertubular ou intersticial. Neste se localizam as células de Leydig, os
componentes vasculares sanguineos e linfaticos, nervos, fibroblastos, macréfagos
e mastocitos (SETCHELL, 1991). O compartimento tubular € envolvido pela tunica
propria que sustenta o epitélio seminifero, constituido pelas células de Sertoli e as
células da linhagem espermatogénica (RUSSELL et al, 1990).

As células de Sertoli sdo as primeiras células a se diferenciarem na génada
fetal, se proliferam até a puberdade e tendem a se estabilizar no animal maduro.
Sao células grandes e claras, com nucleo basal grande, com nucléolo
proeminente e limites citoplasmaticos indefinidos (HAFEZ, 2004).

Do nascimento até se estabelecer o inicio do desenvolvimento reprodutivo,

periodo denominado impubere € caracterizado pela presenca de corddes
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testiculares, constituidos por gondcitos, células de Sertoli e auséncia de lumen
tubular (COUROT et al., 1970). No periodo que antecede a puberdade (fase pré-
puberal) se inicia a formacdo do lume nos corddes seminiferos, surgindo os
primeiros espermatdcitos primarios e espermatides arredondadas (GODINHO e
CARDOSO, 1979).

Na maioria dos mamiferos a curva do aumento no diametro tubular
acompanha o crescimento de parametros testiculares como peso, volume,
comprimento, diametro e perimetro (ASSIS-NETO et al., 2003). E as maiores
taxas de crescimento testicular ocorrem em torno da puberdade. Estudos em
cordeiros verificaram que o tamanho dos testiculos aumenta entre 8 e 10
semanas de idade, em animais com peso vivo em torno de 16 a 20 kg,
coincidindo com o aparecimento dos espermatocitos primarios e alongamento dos
tubulos seminiferos (HAFEZ, 2004).

A puberdade pode ser considerada como a idade em que os 6rgaos
reprodutivos tornam-se funcionalmente ativos, decorrente das modificacoes
fisicas e bioquimicas, associadas com a ativagcdo do eixo hipotalmo-hipéfise-
gonadal que levam a fungdo reprodutiva do adulto (HAFEZ, 2004). E na
puberdade que o individuo se torna capaz de emitir gametas e manifestar
seqliéncias completas de comportamento sexual (REEVES, 1982).

O tamanho do testiculo e a producao de espermatozéide sao estabelecidos
pela populacdo das células de Sertoli, que é determinada antes da puberdade
(HESS et al., 1993; FRANCA e RUSSELL, 1998). O desenvolvimento da
populacdo celular do compartimento tubular na maioria dos mamiferos exerce
grande influéncia sobre o peso testicular e a produgcdo de espermatozdide
(AMANN, 1970).

Na puberdade a taxa de crescimento do didmetro tubular apresenta
correlagdo positiva em relagdo aos parametros de desenvolvimento testicular na
maioria dos mamiferos, a exemplo dos bovinos (CURTIS e AMANN, 1981),
porcos (FRANCA e CARDOSO, 1988) e cutias (ASSIS-NETO et al., 2003).

O aparecimento da puberdade é influenciado pela sintonia de fatores
intrinsecos como a idade, peso, taxa de crescimento e estimulos hormonais aos

orgaos alvos associados aos fatores extrinsecos como luz e temperatura, que
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também influenciam no comportamento de diversas espécies animais (SANTANA
et al., 2004; HAFEZ, 2004).

A manifestagdo da puberdade estd mais intimamente relacionada com o
peso corporal do que com a idade. A nutricdo tem influéncia direta no peso do
animal, sendo forte moduladora da idade a puberdade, que em média ocorre em
torno de 3 a 4 meses em coelhos, 6 a 7 meses em ovinos, caprinos e suinos, aos
12 meses em bovinos, 15 a 18 em equinos (HAFEZ, 2004) e aos 9 meses nas
cutias (ASSIS-NETO et al., 2003).

O desenvolvimento testicular ap6s a puberdade é devido ao aumento da
populacdo de células germinativas no interior dos tubulos seminiferos, ja que
nesta fase ndo ha mais proliferacdo das células de Sertoli, e didmetro tubular
permanece relativamente constante em animais maduros néo sazonais (FRANCA
e RUSSELL, 1998).

No testiculo de mamiferos maduros a distribuicdo e a quantidade das
células de Leydig, no espaco intersticial podem apresentar diferentes padrdes,
que segundo Fawcett et al. (1973) se classificam como o tipo |: 0 porquinho da
india, a chinchila, o rato e 0 camundongo, nestas espécies as células de Leydig
relativamente pequenas e o tecido conjuntivo sdo escassos, a maior parte do
espaco intertubular é ocupada por amplos sinozéides linfaticos ou espacos
linfaticos. No tipo Il da classificagcdo de Fawcett et al. (1973): o carneiro, o touro, o
hirax, o elefante, os macacos e homens, as células de Leydig formam grupos ou
se espalham no estroma intertubular, e os vasos linfaticos tendem a localizagao
central do deste espaco. No tipo lll da classificacdo de Fawcett et al. (1973): o
porco domeéstico e selvagem, a zebra e a toupeira as células de Leydig estao
ocupando praticamente todo o espacgo intertubular. Esta distribuicdo pode estar
relacionada com o mecanismo de difusdo de andrégenos no espaco intratesticular
e sistémica (FAWCETT et al., 1973; RUSSELL, 1996).

O mediastino testicular dos mamiferos pode ser superficial ou axial. A rede
testicular superficial é relativamente curta; esta presente nos ratos, camundongos,
hamsters e equinos. A rede testicular axial se localizada na porcédo central do
6rgao, ocupando o parénquima no sentido longitudinal, esta presente no homem,
no porquinho da india, coelho, macaco, caes, gatos, bovinos, ovinos e suinos. No

mediastino dos testiculos os tubulos seminiferos sdo continuos com os tubulos
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retos, que se anastomosam e formam uma rede testicular, que por sua vez une-
se ao epididimo através dos ductos eferentes. Os tubulos retos e a rede testicular
sao forrados por epitélio cubico simples, imersos em tecido conjuntivo frouxo
fartamente vascularizado (SETCHELL, 1970; ROOSEN-RUNGE e HOLSTEIN,
1978).

2.3 - Morfologia de ovarios

O ovario se desenvolve por agdo hormonal ciclica da adeno-hipdfise,
regulada por fatores liberadores hipotalamicos, que se inicia na puberdade e
perdura até a senilidade. Os ovarios aumentam de tamanho desde o nascimento
até a puberdade, mas os foliculos individuais s6 comegcam a se desenvolver apés
a puberdade, quando se estabelece um ajuste gradual entre a atividade
gonadotréfica em crescimento e a habilidade das gbénadas de assumir
simultaneamente a fungdo esteroidogénica e gametogénica (HAFEZ, 2004),
surgindo as primeiras ovulagdes, o que da inicio a vida reprodutiva. A morfologia
ovariana varia de acordo com a espécie e a fase reprodutiva (BANKS, 1992;
CHACUR et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2003).

Os ovarios sao 6rgaos pares, que fazem parte do sistema reprodutor
feminino, com funcdo endécrina e exdcrina, respectivamente a produgdo de
hormonios (estrogenos e progesterona) e de ovécitos (gameta feminino) (BANKS,
1992). Em geral o ovario de mamiferos apresenta uma forma amendoada,
variando de acordo com a fase do ciclo reprodutivo da espécie (HAFEZ, 2004).

O ovério é revestido superficialmente por uma modificagdo do revestimento
peritoneal ovariano, denominado de epitélio superficial, que é continuo com o
mesovario. Durante o desenvolvimento este epitélio € cubico e com a idade vai se
tornando pavimentoso. Sob este epitélio esta a tunica albuginea constituida por
tecido conjuntivo denso (BANKS, 1992) sem vascularizagdo, o que confere ao
orgao uma cor esbranqui¢cada (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). A superficie de
um ovario maduro exibe gradativamente rugas, cicatrizes ou fendas decorrentes
da ovulacdo, que é o processo de liberagdo do ovdcito envolto por estruturas
epiteliais denominadas foliculos, que se localizam predominantemente na porcao

cortical do ovario da maioria dos animais (HAFEZ, 2004).
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Ao corte o ovario apresenta duas porgcoes sem limites nitidos: uma cortical
e uma medular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). No estroma do coértex se
concentram os foliculos em varios estagios de desenvolvimento, também se
localizam os corpos luteos, as células intersticiais e elementos do estroma, como
densos agregados de fibroblastos pleomérficos. Na medular se localizam grandes
vasos sanglineos e linfaticos, nervos, tecido conjuntivo frouxo rico em fibras
elasticas e reticulares e remanescentes embriondrios da refe ovarii,
representados por corddes solidos e curtos de células epiteliais (BANKS, 1992).

Durante a vida intra-uterina as células germinativas que migram para os
ovarios sdo denominadas de ovogdnias, aumentam grandemente em numero no
inicio do desenvolvimento do ovario, porém com o desenvolvimento fetal a maior
parte delas morre e, apds o nascimento a quantidade destas células se reduz
ainda mais (HAM, 1977).

As ovogbnias ainda durante o desenvolvimento embriondrio, se tornam
maiores se constituindo os ovdécitos primarios. Quando as células germinativas
penetram no ovario em desenvolvimento sdo circundadas por uma camada de
células epiteliais foliculares, também denominadas de células da granulosa,
formando assim o foliculo primordial (HAM, 1977).

O foliculo ovariano é uma agregacao esférica de células que contém o
ovocito. O crescimento e desenvolvimento folicular podem ser identificados de
acordo com a sua organizacdo celular em: foliculo primordial, primario,
secundario, terciario e maduro ou de Graaf. O foliculo primordial se caracteriza
por apresentar uma camada de células mesodérmicas pavimentosas,
denominadas células foliculares, que circundam o ovocito primério. Os foliculos
primordiais sdo também denominados por foliculos unilaminares, pré-antrais e em
repouso. A ativagcao do foliculo primordial resulta na formagéao do foliculo primario,
notado pelo acimulo de graos de vitelo no ovécito priméario e pela transformagéao
das ceélulas foliculares em células cubicas ou prismaticas (BANKS, 1992). Os
foliculos primarios sdo conhecidos como foliculos unilaminares, preantrais e em
crescimento (DELLMANN, 1998).

O foliculo secundario é reconhecido pelo aumento da populagédo de células
do foliculo primario associadas ao ovocito primario, pelo desenvolvimento de uma

zona pelucida entre o ovécito e as ceélulas foliculares, estas se constituem agora



24

em uma membrana granulosa. No estroma ocorre a diferenciacao de células em
duas camadas: a teca folicular interna e a externa. As células da teca interna sao
elipsdides grandes e permeadas por rede vascular, a teca externa é uma camada
fibroblastica. Durante o processo de desenvolvimento dos envoltérios
multilaminares tecais o foliculo secundéario vai se deslocando para a superficie
cortical (BANKS, 1992). Os foliculos secundarios sdo também denominados de
multilaminares, preantrais e em crescimento (DELLMANN, 1998).

O foliculo terciario ou vesicular resulta da atividade secretora das células
da granulosa, o que determina o aparecimento de espacgos repletos de fluido. O
aparecimento destes espacgos (fendas ou lacunas) preenchidos pelo liquido
folicular forma o antro folicular (BANKS, 1992). Os foliculos terciarios sao
denominados de multilaminares, antrais, em crescimento e ainda como foliculos
de Graaf (DELLMANN, 1998).

O crescimento continuo do foliculo terciario faz com que o ovdcito primario,
ainda circundado por células da granulosa continuas com a membrana granulosa,
agora chamada de cumulus oophorus, se tornem colunares e radialmente
dispostas em torno do ovocito primario, formando a corona radiata. As células do
cumulus oophorus formam uma camada visceral de células da granulosa
separada da camada parietal de células da granulosa pelo antro folicular. A
camada parietal forma um agregado multilaminar de células poliédricas
denominado de estrato granuloso, o qual se encontra separado das células da
teca interna pela membrana basal (BANKS, 1992).

No foliculo maduro o antro toma dimensbes a ponto de determinar
protuberéncia na superficie ovariana. A ruptura deste foliculo ocorre pelo
processo de ovulagdo, que é a ruptura da parede ovariana e dos elementos
murais associados ao foliculo e consequente ejegcdo do ovdcito. As paredes
foliculares desabam sobre si mesmas e as células da granulosa invadem a luz
residual, local este onde ocorre uma hemorragia devido ao rompimento da parede
ovariana e forma-se um codgulo transitério denominado corpo hemorragico
(BANKS, 1992). Apds a ovulagdo as células foliculares e as da teca interna se
diferenciam, por hipertrofia, hiperplasia e acumulo lipidio intracelular (HAM, 1977),
e dao origem a uma glandula enddcrina temporaria denominada corpo luteo ou
corpo amarelo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).
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As células da granulosa que se diferenciam em células granulosa-
luteinicas (BANKS, 1992) ou foliculo-luteinicas (HAM, 1977) na vaca, égua,
cadela e na mulher acumulam pigmento lipidico amarelado denominado de
luteina (BANKS, 1992).

O corpo luteo se desenvolve por um periodo limitado e caso néo ocorra
fecundacao, suas células comecam a degenerar e se retraem deixando uma
pequena cicatriz denominada de corpus albicans (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
1999). Se houver fecundagdo o corpo luteo continua crescendo e funcional
durante a gestacéo (HAFEZ, 2004).

No ovario maduro, inumeros foliculos s&o estimulados a se desenvolver,
mas nem todos os foliculos chegam a ovular, muitos se degeneram em qualquer
fase do seu desenvolvimento sofrendo atresia folicular e formando o corpo
atrésico (BANKS, 1992).

O exame dos ovarios permite determinar o estagio reprodutivo do animal,
sendo indispensavel conhecer as modificacdes ciclicas normais de cada espécie
para esta interpretacao (BANKS, 1992). Nos ultimos anos a ultra-sonografia, por
ser um método nao invasivo, tem tomado espaco para exame do trato reprodutivo
de fémeas, possibilitando inclusive avaliar o desenvolvimento de estruturas
ovarianas de varias espécies animais (BORGES et al., 2003), inclusive de
golfinhos (BROOK, 2001).

Na senilidade o ovario apresenta sinais de esgotamento funcionando
esporadicamente, portanto ndo mais se desenvolvem foliculos e corpos luteos
regularmente; com o tempo reduzem de tamanho e o estroma se constitui
basicamente de tecido conjuntivo, indicando o fim do periodo reprodutivo (HAM,
1977), sendo denominados ovarios senescentes.

2.4 - Avaliacao do estado reprodutivo de cetaceos

A reproducdo de odontocetos inicialmente foi estudada em animais de
cativeiro e em populacbes livres exploradas de forma intencional ou
acidentalmente (PERRIN e DONOVAN, 1984; HARRISON et al, 1981;
BROWNELL, 1984). O estado de maturidade sexual de cetaceas pode ser

estimado através da avaliagdo macroscopica das goénadas (PERRIN e REILLY,
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1984; RAMOS et al, 2000; DI BENEDITTO e RAMOS, 2004; TETSUKA et al.,
2004). Considera-se um macho ativo sexualmente quando ha espermatozéides
no epididimo. E as fémeas ativas, aquelas cujos ovarios apresentem corpo luteo
e/ou corpos albicans, ou em lactagdo ou com feto no utero (PERRIN e REILLY,
1984; COCKCROFT e ROSS, 1989; DI BENEDITTO e RAMOS, 2004).

Nos mamiferos o testiculo direito e esquerdo apresentam simetria regular
(FRANCA e RUSSELL, 1998), incluindo diversas espécies de golfinhos: Stenella
attenuata (KASUYA et al., 1974), Stenella coeruleocalba (MIYAZAKI, 1977),
Delphinus delphis (COLLET e GIRONS, 1984; WESTGAT e READ, 2007),
Tursiops truncatus (COCKCROFT e ROSS, 1989; TURNER et al.,, 2006),
Lagenorhynchus obscurus (VAN WAEREBEEK e READ, 1994), entre estes a
P. blainvillei do Rio Grande do Sul (DANILEWICZ, et al., 2004). O peso conjugado
dos testiculos € o melhor indicativo de maturidade sexual (DANILEWICZ et al.,
2004). Para cada espécie ha um peso médio minimo dos testiculos indicativo de
maturidade sexual (CROCKCOFT e ROSS, 1989; KASUYA et al., 1974;
NEUENHAGEN et al., 2007).

O peso dos testiculos e o didmetro de tubulos seminiferos aumentam
rapidamente na puberdade, e apresentam grande variacdo em animais maduros,
havendo uma média padrao para cada espécie, de acordo com a idade, peso e
comprimento corporal (KASUYA et al., 1974; PERRIN et al., 1976; COCKCROFT
e ROSS, 1989).

Hohn et al. (1985) propuseram a avaliagdo histolégica dos testiculos de
golfinhos para classifica-los em imaturos, puberes e maduros, de acordo com a
avaliacao dos tubulos seminiferos e parénquima do érgao, baseado na abertura
luminal, aumento da populagdo celular no tdbulo seminifero e quantidade de
tecido intersticial.

A classificacdo do estado reprodutivo de golfinhos pela avaliagdo
histolégica baseada no didametro dos tubulos seminiferos sugere que nos animais
maduros o didmetro dos tubulos seminiferos seja no minimo de 100um (COLLET
e GIRONS, 1984; MURPHY et al, 2005; WESTEGATE e READ, 2007;
NEUENHAGEN et al., 2007). A proporgéo de tubulos seminiferos em relagdo ao
tecido intersticial também pode auxiliar determinar o estado reprodutivo de
golfinhos (NEUENHAGEN et al., 2007).
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O estado reprodutivo de fémeas de golfinhos pode ser determinado pela
avaliacao dos ovarios, glandula mamaria e utero. A presenca de leite na glandula
mamaria ou de feto no utero, ou pelo menos uma cicatriz ovulatéria na superficie
do ovario indica um animal maduro (HARRISON et al., 1981; BROWNELL, 1984;
PERRIN e REILLY, 1984; RAMOS et al., 2000).

O ovdério de golfinhos sexualmente imaturos apresenta baixo peso e
superficie lisa, na puberdade seu peso comega a aumentar devido ao
desenvolvimento de foliculos. No local do rompimento do foliculo, local da
ovulagdo, se desenvolve o corpo luteo. Se houver gestagdo, o corpo luteo
permanecera até o fim da gestagdo. Caso nao ocorra gestacdo o corpo luteo
regride precossemente. A regressdo do corpo liteo da lugar a uma cicatriz
permanente, que pode ser vista na superficie ovariana, denominada de corpos
albincans (KASUYA et al., 1974; PERRIN et al., 1976; HARRISON et al., 1981;
IVASHIN, 1984). Na espécie P. blainvillei os corpus albicans, segundo
HARRISON et al. (1981), sédo estruturas temporarias.

A ultra-sonografia € uma metodologia sofisticada, ndo invasiva que permite
a avaliacao ovariana de golfinhos em tempo real (BROOK, 2001), no entanto a
monitoracdo da atividade ovariana ciclica deste tipo de animal foi realizada em
animais treinados (BROOK et al., 2004), sendo ainda de uso limitado.

O estudo dos parametros reprodutivos de cetaceos de pequeno porte do
Norte Fluminense foi iniciado em 1997 (RAMOS, 1997), que através da analise
macroscopica de gbnadas de S. guianensis, estimou a maturidade sexual a partir
de seis anos de idade, sendo que as fémeas apresentam comprimento corporal
de 160 cm e, os machos de 180 cm (RAMOS et al., 2000). No sul do Brasil, os
machos de S. guianensis atingem a maturidade sexual aos sete anos de idade
com 170 a 175 cm de comprimento corporal e as fémeas entre 5 a 8 anos com
comprimento corporal entre 164 a 169 cm (ROSAS e MONTEIRO-FILHO, 2002).

Fémeas de P. blainvillei do Estado do Rio de Janeiro se tornam maturas
sexualmente aos trés anos de idade com o comprimento corporal de 130 cm, e 0s
machos com dois anos de idade e 115 cm de comprimento corporal (RAMOS et
al, 2000; DI BENEDITTO e RAMOS, 2004), e no Rio Grande do Sul as fémeas
atingem a maturidade sexual com trés anos e sete meses com comprimento

corporal de 139,9 cm (DANILEWICZ, 2003) e, os machos aos trés anos e meio de
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idade com 128,2 cm de comprimento corporal (DANILEWICZ et al., 2004). Barreto
e Rosas (2006) relatam que fémeas do Rio Grande do Sul se tornam maduras
aos seis anos com 146 a 152 cm de comprimento corporal e os machos com

quatro anos e 130cm.

3 - MATERIAL E METODOS:

Foram utilizados 17 pares de gbnadas de P. blanvillei machos (colhidos no
periodo de 1996 a 2002), 15 pares de gbnadas de S. guianensis machos
(colhidos no periodo de 1997 a 2004) e oito de fémeas de cada espécie (colhidos
no periodo de 1996 a 2001), oriundos do norte do Estado do Rio de Janeiro.

3.1 - Coleta das amostras:

As gbnadas foram provenientes de animais mortos em captura acidental
durante operacdes de pesca na regidao norte do Estado do Rio de Janeiro. As
gbnadas, separadamente e identificadas em direita e esquerda, foram fixadas “in
totum” com cortes para proporcionar a fixacdo, em solucéo de formalina a 10%.

De todos os animais foi tomado o comprimento corporal e oportunamente a idade.

3.2 - Avaliacao macroscopica e biometria das gonadas:

A morfologia das génadas foi avaliada quanto a forma, textura, consisténcia
e coloragdo das superficies do 6rgao: externa e de corte. Nos ovarios a avaliagdo
incluiu a averiguacao de foliculos, corpo IUteo e corpus albicans.

As gbnadas foram mensuradas com o auxilio de um paquimetro de ago
(Mitutoyo) com precisdo de décimos de milimetros. As medidas de comprimento
foram aferidas em seu maior eixo e, a do didmetro na por¢do mediana de cada
testiculo. Os ovarios foram mensurados em seu maior eixo (comprimento), largura
e altura. Os foliculos, corpos luteos e cicatrizes foram quantificados.

O peso de cada gbnada foi tomado em balancga digital de preciséo (0,019),
com o cuidado de se pesar cada testiculo livre do epididimo e os ovarios dos

ligamentos. As medidas foram tabuladas para analise estatistica.
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3.3 - Processamento histologico das amostras:

Os testiculos com até 1cm de espessura, foram clivados em sua porgcao
média em toda extensdo de seu didametro. Os testiculos maiores foram clivados
em duas porgdes, uma na por¢do média incluindo a albuginea e outro mais
profundamente no 6rgao. Os ovarios, em sua maioria, foram clivados em seu
maior eixo conforme a conveniéncia em se aproveitar a maior area para leitura.

Todas as amostras foram tratadas em processador automatico (Leica
TP1020). A desidratacao foi programada para imersdo das amostras em cinco
banhos sequenciais de alcool etilico, com duragdo de uma hora cada, sendo o
primeiro banho em alcool a 70%, o segundo com &lcool a 90% e os seguintes
com alcool absoluto. Seguido da diafanizagcdo das amostras por imersao em dois
banhos de xilol, de uma hora cada e, a embebicdo por imersao das amostras em
dois banhos de parafina histolégica a 60°C, de 30 minutos cada. Em seqiéncia o
material foi incluido, manualmente com auxilio do dispensador de parafina em
moldes metalicos. Apds a solidificagao os blocos foram resfriados e cortados com
5um de espessura, em micrétomo semi-automatico (Leica RM2145), os cortes
colhidos em banheira histolégica foram corados manualmente, pela hematoxilina
e eosina (HE) (PROPHET et al., 1994).

Para a histometria o material foi processado em resina de acordo com o
protocolo Leika Historesin Embedding Kit®. Fragmentos da amostra testicular
foram desidratados por imersdo em solugdo com concentragdes crescentes de
alcool etilico (50, 70, 80, 90, 95 e 100%), por 30 minutos em cada. Em seguida o
material foi imerso na primeira solu¢ao de infiltracdo (Leika Historesin Embedding
Kit®) onde permaneceu “over night”. Apds a primeira infiliracdo o material foi
submetido a uma segunda solugdo de infiltragdo por duas horas; finalmente a
amostra foi incluida em outra solucao de infiltracdo adicionada do endurecedor e
depositada em molde de silicone apropriado para formacgao do bloco.

A polimerizagdo do material foi feita inicialmente a temperatura ambiente
“over night” e se completou em estufa a 40°C por 48 horas. Os blocos foram
entdo removidos dos moldes mantidos em recipiente fechado, com silica até o
momento do corte. Os cortes, com 4um de espessura, foram obtidos em
micrétomo semi-automatico (Leica RM2145) com navalha de tungsténio, abertos
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em banheira histolégica com agua fria, colhidos e levados a estufa de 40°C para
secar e aderir a lamina. Estas foram coradas por imersdo em azul de toluidina a
1%, por aproximadamente 30 segundos e montados com Permount.

Amostras de testiculos e de ovarios, processados em parafina foram
também corados pelos métodos especiais de Tricrdmico de Gomori, Van Giesen,
Acido Periédico de Shiff (PAS) e Picrosirius para evidenciar estruturas teciduais

da matriz extra celular (colageno).
3.4 - Histo-arquitetura das gonadas:

Todas as gbnadas foram avaliadas quanto ao aspecto geral de sua histo-
arquitetura em microscépio de luz. A histologia avaliou nos testiculos a disposi¢ao
celular dos constituintes do parénquima e estroma. A microscopia dos ovarios
averiguou a natureza da superficie de revestimento e a constituicdo tecidual da
cortical e medular do 6rgéo.

A histomorfometria dos testiculos foi realizada através de imagens
capturadas em microscopio de luz, sob aumento de 100 a 400x, e avaliada com
auxilio de um programa de morfometria digital (Software de Processamento de
Microimagens Dn-200M). A analise das imagens dos testiculos processados em
resina foi obtida a partir de 20 a 24 cortes seriados obtidos com desbastes
aleatérios. As imagens dos ovarios foram obtidas de dez cortes seriados em

parafina, com desbaste aleatorio.
3.5 - Diametro dos tubulos seminiferos:

Do testiculo de cada animal, foram contados 20 tubulos em cortes
transversais, obtidos em varredura horizontal das laminas. Em cada tdbulo o
diametro foi medido pela distancia linear tomada da membrana basal de um lado
ao outro no sentido horizontal e vertical para cada imagem (Figura 3), com auxilio
de programa digital (Software de Processamento de Microimagens Dn-200M). O
didmetro de cada tubulo foi dado pela média da distancia vertical com a
horizontal. E o diametro tubular médio de cada animal foi a média de todas as

medidas descontada do indice de retracao, considerado de 5%.
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Figura 3 — Fotomicrografia demonstrativa da
distancia linear do tubulo seminifero, no sentido

vertical e horizontal.

3.6 - Proporcao (%) dos tubulos seminiferos e tecido intersticial dos
testiculos:

Para estimar a propor¢gdo volumétrica destes componentes, foram
capturadas aleatoriamente dos cortes histolégicos de testiculos de cada animal,
imagens de 10 campos teciduais através da varredura horizontal, em aumento de
400 vezes para os exemplares de P. blainvillei e em aumento de 100 ou 400
vezes para os de S. guianensis, sendo que o0 aumento ndo mudou em um mesmo
animal.

As imagens foram submetidas a um reticulo (Figura 4) com 570 pontos, e
com auxilio do programa de morfometria digital (Software de Processamento de
Microimagens Dn-200M) foram contados os pontos coincidentes sobre os tubulos
seminiferos e 0 resultado expresso em porcentagem. Os artefatos foram
descontados e a proporcéao foi dada pela média das medidas dos 10 campos.

Figura 4 — Fotomicrografia demonstrativa de corte
testicular com reticulo.
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3.7 - Calculo do volume dos compartimentos testiculares:

O volume dos compartimentos testiculares foi calculado a partir do
conhecimento do volume do parénquima testicular e da proporcao tubular e
intertubular.

O volume do parénquima ou peso liquido do testiculo foi obtido com a
subtracao do peso do testiculo pelo peso da albuginea e mediastino, do testiculo
contralateral ao que foi processado para os cortes histologicos. Considerando que
a densidade do testiculo é muito préxima de 1, o peso foi considerado igual ao
volume (JOHNSON et al., 1981).

3.8 — Comprimento total dos tubulos seminiferos:

O comprimento total dos tubulos (CTT) seminiferos foi estimado aplicando
a equacao dada pela diferenca entre o volume ocupado pelos tubulos seminiferos
(VTS) pela area da seccao transversal média dos tubulos seminiferos (A) (ATTAL
e COUROT, 1963; MARSHALL e PLANT,1996; FRANGCA et al., 2000).

CTT= VTS
A

3.9 — Estatistica:

Os resultados obtidos foram interpretados por meio de analises
comparativas e, com auxilio de andlises estatisticas. Para comparar a media entre
duas variaveis independentes foi aplicado o Teste t Student e de correlagdo de
Pearson. As andlises estatisticas foram realizadas por meio de intervalo de
confianca para proporgéo com auxilio do programa computacional GENES versao

Windows 2003, considerando o nivel de significancia o igual a 5%.



33

4 - Resultados e discussao:

4.1 - Artigo 1

Primeira descricao de corpo luteo cavitario gestacional

em Sotalia guianensis (Van Bénéden, 1864)

First description of corpus luteum with central cavity during pregnancy in

Sotalia guianensis (Van Bénéden, 1864)

Luciana da Silva Lemos*, Ana Paula Madeira Di Beneditto**,

Eulégio Carlos Queiroz de Carvalho*

*Laboratério de Sanidade Animal, Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias
**Laboratério de Ciéncias Ambientais, Centro de Ciéncias Biologicas e
Biotecnologia

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

Av. Alberto Lamego, 2000. Campos dos Goytacazes/RJ. CEP 28013-600

Resumo:

O objetivo deste trabalho é descrever pela primeira vez o corpo luteo cavitario
gestacional em Sotalia guianensis, espécie de golfinho costeiro que se distribui ao
longo da costa Atlantica Ocidental. O material foi um par de ovéarios de um

espécime com 196 cm de comprimento corporal, com 9,2 meses de gestacao
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(feto de 84 cm), capturado acidentalmente em dezembro/1999 durante atividade
de pesca na costa norte do Estado do Rio de Janeiro. Cada ovério foi medido e
inspecionado quanto a anatomia, presenca de foliculos, aos corpos luteos e
albicans e, posteriormente, clivados para cortes em parafina e coloracao pela
hematoxilina e eosina para observacdao ao microscépio de luz. O ovario direito
apresentava forma amendoada, com sulcos em uma lateral, trés foliculos e um
Unico corpo luteo polar em involucdo. No esquerdo a superficie era enrugada,
com um foliculo, seis corpos luteos e quatro albicans. O maior corpo luteo era
protruso, originado da porgdao média préxima ao pediculo, apresentando didmetro
médio de 3 cm com cavidade Unica de 1 cm de didmetro, revestida por paredes
regulares de 1 cm de espessura e evidente vascularizagdo periférica, sugerindo
ser um corpo luteo em desenvolvimento. Dentre os cinco corpos luteos em
regressao no ovario esquerdo, trés apresentavam-se protrusos e macigos, com
tendéncia a formar pediculo, e os outros dois eram inclusos e sem cavidade. O
ovario esquerdo estava deformado pela presenca do corpo luteo, determinando
um peso sete vezes superior ao direito. A analise histolégica do corpo Iiteo nada
impressionou que denotasse envolvimento patolégico. Esta descricdo, impar na
espécie, representa uma contribuicdo ao conhecimento da biologia (reprodutiva)
da Sotalia guianensis, que consta como “Dados Deficientes” na lista vermelha da
Uniao Internacional para Conservacao da Natureza.

Palavras-chave: Sotalia guianensis, ovario, corpo luteo, corpo luteo cavitario

Abstract:
This is the first study to describe the corpus luteum with central cavity during

pregnancy in Sotalia guianensis, a coastal dolphin species distributed along the
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Atlantic Ocean coast. The material analyzed comprised the pair of ovaries of a
196-cm-long female accidentally captured in December 1999 during fishing
activities on the north coast of the state of Rio de Janeiro, Brazil. The specimen
captured was 9.2 months pregnant (fetus length 84 cm). Both ovaries were
measured and inspected for anatomic structures, presence of follicles, corpora
lutea and corpora albicans. After, ovaries were sectioned, paraffin-embedded and
stained with hematoxylin and eosin for visualization in a light microscope. The right
ovary was almond-shaped, with vallecula on one side, three follicles in one single
polar corpus luteum under involution. The left ovary had a wrinkled outside, one
follicle, six corpora lutea and four corpora albicans. The largest corpus luteum was
protruded, 3 cm long in mean diameter, and started on the mid portion near the
pedicle. Only one central cavity measuring 1 cm in diameter was observed. It was
lined by uniform 1 cm thick walls and presented evident peripheral vascularization,
which suggests that the corpus luteum is under development. Among the five
corpora lutea of the left ovary (under involution), three were protruded and solid,
and exhibited a trend towards forming a pedicle, while the other two corpora lutea
were include, without central cavities. The left ovary was deformed due to the
presence of corpus luteum, which accounted for the seven-fold higher weight as
compared to the right ovary. The histological analysis of the corpus luteum did not
evidence any pathologic status of the material. This description, the first ever
made for the species, offers a contribution to the existing knowledge about the
reproduction biology of Sotalia guianensis, which is a member of the “Insufficient
Data” Red List prepared by the World Conservation Union.

Key-words: Sotalia guianensis, ovary, corpus luteum, corpus luteum with cavity.
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Introducao

O corpo luteo € uma glandula endécrina transitéria do ovario que se
desenvolve a partir da hipertrofia e hiperplasia das células foliculares
remanescentes do foliculo que se rompe na ovulagdo (Fields e Fields, 1996). A

medida que estas células sao luteinizadas ocorre uma vascularizagao

concomitante, determinando o aumento de peso do corpo luteo (Wiltbank, 1994).

A morfologia ovariana varia em fungdo da fase reprodutiva, sendo
influenciada pela dindmica de desenvolvimento e regressao de foliculos e corpos
luteos durante o ciclo estral e a gestacdo. Variagbes no tamanho dos corpos
luteos apresentam correlacédo positiva e significativa com o tamanho do ovario

(Nascimento et al., 2003).

A avaliagédo do corpo luteo fornece informagdes sobre o estado reprodutivo
do animal (Sprecher et al., 1989). Uma vez estabelecido, o corpo liteo aumenta
de tamanho e se torna ativo, caso n&o haja uma gestacédo ele regride por
degeneragdo e da origem ao corpo albicans, sendo que novos corpos luteos
surgem em uma proxima ovulagdo. Se houver fertilizagdo o corpo lateo

permanecera ativo durante a gestacao (Banks, 1992; Hafez e Hafez, 2004).

Anatomicamente, o corpo luteo pode ser classificado como protruso e
incluso, (Neves et al., 2002), macico ou cavitario, e esta condicao pode ser devido
a ocupacgao incompleta da cavidade folicular pelas células durante a luteinizagéo.
Em bovinos, por exemplo, o corpo luteo com cavidade ndo afeta a gestacéo,
mesmo naqueles que a cavidade é superior a 15mm, ou que persistam por

periodos de 20 dias a 4 meses, considerados longos (Kito et al., 1986). Em
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animais ndo gestantes a cavidade do corpo liteo tende a desaparecer com o

transcorrer do ciclo estral (Kastelic et al., 1990).

A analise das gbénadas tem sido explorada para classificar o estado
reprodutivo de golfinhos, classificando como animais sexualmente maduros,
aqueles que apresentem corpo lateo ou corpo albicans em pelo menos um ovario
(Perrin e Donovan, 1984; Ramos et al., 2000; Rosas e Monteiro-Filho, 2002;
Danilewicz, 2003). A auséncia destas estruturas classifica 0 animal como imaturo
(Tetsuka et al., 2004).

O estabelecimento dos parametros morfométricos médios dos ovarios € a
definicdo de suas caracteristicas morfolégicas permitem também diagnosticar
processos patolégicos, como cistos e tumores, avaliar a atividade ovariana luteal
ciclica e estimar a fase do ciclo, desta forma inferir sobre a fertilidade do animal
(Nascimento et al., 2003; Chacur et al., 2006).

O status taxonémico de golfinhos da espécie Sotalia é incerto, porém a
utilizacdo de métodos moleculares para avaliagdo do status dos ecotipos (marinho
e fluvial) de Sotalia fluviatilis demonstrou que sao espécies diferentes,
recomendando-se a denominacdo de Sotalia guianensis (Van Bénéden, 1864)
para animais de habitat marinho e a manutencao de Sotalia fluviatilis (Gervais,
1853) para aqueles que habitam em rios (Cunha et al., 2005).

A forma marinha da Sotalia se distribui na costa Atlantica, desde a América
Central até o Sul do Brasil (Borobia et al., 1991), e freqlientemente se envolve em
acidentes durante atividades pesqueiras com enredamentos fatais (Rosas e
Monteiro-Filho, 2002; Di Beneditto e Ramos, 2004). Essa espécie esté incluida na
categoria “Dados Deficientes” da Unido Internacional para a Conservacado da

Natureza (IUCN, 2007) e a intensificacdo de estudos sistematicos que permitam
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dispor de dados sobre sua biologia é recomendado pelo Plano de Acédo para
Mamiferos Aquéticos do Brasil (IBAMA, 2001).
O objetivo deste estudo é descrever pela primeira vez a presenga de corpo

luteo cavitario gestacional em S. guianensis.

Material e métodos

O material de estudo foi um par de ovario de S. guianensis capturada
acidentalmente em dezembro/1999, durante atividade de pesca com rede de
espera na costa norte do Estado do Rio de Janeiro. O animal de 196 cm de
comprimento corporal, gestante de um feto de 84 cm. O tempo de gestacéo foi
calculado de acordo com a taxa de crescimento fetal de 9 cm por més (Ramos et
al., 2000).

Cada ovario, identificado em direito e esquerdo, foi fixado em solugao de
formol a 10%, foram pesados isoladamente e medidos com auxilio de paquimetro
em seu maior eixo longitudinal para o comprimento, a altura em seu eixo
dorsoventral e a largura em seu eixo latero-lateral. A avaliagdo morfolégica
consistiu da identificagdo e quantificacdo de foliculos, corpos luteos e albicans. O
maior corpo luteo foi secionado em sua porcdo média e seu diametro foi dado
pela média de duas tomadas de medidas transversais a estrutura. Outros cortes
foram realizados nesta estrutura a fim de observar seu parénquima. Para analise
microscopia os ovarios foram clivados em trés porcdes para cortes de 5 um em

parafina e corados pela hematoxilina para observacado ao microscépio de luz.
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Resultado

A tabela 1 apresenta o peso, as medidas e a quantificagao de estruturas de
ambos os ovarios S. guianensis com 9,2 meses de gestagao.

Tabela 1: Ovarios de S. guianensis do norte do estado do Rio de Janeiro.

Pesos (g), medidas (cm), quantificacdo de corpo luteo, corpo albicans e foliculos

Ovario Direito Esquerdo
Peso (g) 3,19 23,28
Comprimento (cm) | 4,12 4,66 *
Altura (cm) 1,62 0,86
Largura (cm) 1 6

4
1

Corpo Luteo
Corpo albicnas
Foliculos

0
3

* medida sem o corpo liteo

Ambos os ovarios apresentavam pediculo alongado em seu maior eixo. O
ovario direito apresentou forma amendoada, com sulcos em uma lateral, trés
foliculos € um Unico corpo luteo polar em involucao.

No ovario esquerdo a superficie apresentava-se enrugada com um foliculo,
seis corpos luteos e quatro albicans. O maior corpo luteo era protruso, originado
da porcao média proxima ao pediculo e, apresentava didametro médio de 3 cm
com cavidade unica medindo 1 cm de diametro preenchida por material
gelatinoso, revestida por paredes regulares com 1 cm de espessura e evidente
vascularizagdo periférica, sugerindo ser um corpo luteo em desenvolvimento. Os
outros cinco corpos luteos, em provavel regressdo, trés apresentavam-se
protrusos e macigos, com tendéncia a formar pediculo e os outros eram inclusos e
sem cavidade.

A histologia evidenciou intensa vascularizagdo periférica ao corpo luteo
com paredes bem delimitadas. Na cortical do ovario havia de foliculos em

desenvolvimento e corpos luteos em regressao. A parede do maior corpo luteo se
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constituia predominantemente por células globosas com distribuicdo regular,
vascularizagdo intercelular envolvidas por tecido fibroso com tendéncia a

formacéo de I6bulos delgados.

Discussao e conclusao

O corpo luteo protruso cavitario gestacional até entdo nao tinha sido
descrito em S. guianensis, embora que em cetaceos o corpo luteo possa
apresentar uma cavidade central, esta devera se obliterar com o0 seu
desenvolvimento (Harrison e Mcbearty, 1977; Harrison, 1981; Ivashin, 1984).

Em bovinos o corpo luteo cavitario pode ser observado durante o ciclo
estral (Viana et al., 1999) ou em qualquer estagio da gestacdo (Resende et al.,
1972; Neves et al., 2002). A cavidade em corpos luteos, também é denominada
de antro (Kastelic et al., 1990), n&o interfere na fisiologia luteal (Tom et al., 1998)
logo, nao influencia o periodo do ciclo estral e o desenvolvimento da gestacéao
(Pierson e Ginther, 1988), fase em que tende a ser mais frequente (Kastelic et al.,
1990), em cetaceos este parametro néo foi determinado.

O tamanho da cavidade do corpo luteo em bovinos esta relacionado com o
estagio de desenvolvimento do tecido luteal, sendo maior naqueles em fase de
formacdo do que em fase de desenvolvimento (Okuda et al., 1988). O maior
tamanho dos corpos liteos nesses animais tem sido associado a presenca de
cavidade (Viana et al., 1999).

Um corpo luteo com diametro de 2,8 cm foi associado a um espécime de
S. guianensis gestante, da costa do Parana, sul do Brasil (Rosas e Monteiro-Filho,
2002), no entanto sem, identificar o periodo da gestagdo. O diametro médio do

corpo luteo registrado no presente estudo foi de 3 cm, correspondente a um
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animal, com 9,2 meses de gestagao, portanto no terco final da gestacéo estimada
em 11,6 meses (Ramos et al., 2000).

A manutencao da gestacdo na maioria dos animais domesticos, exceto nas
éguas é dependente do corpo luteo durante todo o seu desenvolvimento. O corpo
luteo de vacas aumenta de tamanho no inicio da gestacao, durante 2 ou 3 meses,
regride por 4 a 6 meses e, mantém o tamanho relativamente constante até o
parto, degenerando uma semana depois. Em suinos o peso do corpo luteo chega
ao maximo no inicio da gestacdo e se mantém até o final (Hafez e Hafez, 2004).

Entre os cetaceos, fémeas da espécie de Pontoporia blanvilei, que ocorrem
na costa do Rio Grande do Sul do Brasil, apresentaram o maior diametro de
corpos luteos em animais gestantes, porém sem evidéncias de crescimento
durante este periodo (Danilewicz, 2003). Fémeas Stenella attenuata que se
distribuem no Pacifico leste demonstraram diminui¢cdo do tamanho do corpo luteo
durante a gestacédo (Perrin et al., 1976) e na espécie S. guianensis este fato ainda
nao foi avaliado.

Rosas e Monteiro-Filho (2002) calcularam o comprimento, a largura e o
peso médio de ovarios maduros de S. guianensis, registrando 3,2 cm, 1,7 cm e
8,39, respectivamente, sendo este cinco vezes superior em relacdo aos imaturos.
As dimensdes e 0 peso dos ovarios registrados no presente estudo foram
superiores a esta média, provavelmente por se tratar de uma gestante adulta
madura (196 cm de comprimento corporal), ja que as fémeas de S. guianensis no
Rio de Janeiro se tornam sexualmente maduras em torno de 160 cm de
comprimento corporal (Di Beneditto e Ramos, 2004) e no Parana com cerca de

164 cm (Rosas e Monteiro-Filho, 2002).
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As dimensdes do corpo lateo apresentam correlagdo positiva com o
tamanho do ovario, pois as variagbes no tamanho dos ovarios sdo decorrentes
principalmente das dimensdes do corpo luteo (Nascimento et al., 2003, Chacur et
al., 2006). Em S. guianensi a relacdo de massa do ovario com a massa corporal é
maior em gestantes (Rosas e Monteiro-Filho, 2002) e isto naturalmente se deve a
presenca do corpo luteo gestacional, conforme o descrito neste estudo, em que o
peso do ovario esquerdo foi sete vezes maior que o direito.

O CL deste estudo era protruso, conforme o descrito por Harrison e
Bronwell (1971) em populagdes de S. guainensis do Uruguai. Esta apresentacao
ocorre devido a proliferacdo acentuada do CL, de forma que extrapola a superficie
do ovario formando um apice, dando origem ao CL protruso. Quando o CL se
desenvolve ocupando apenas o interior do ovario, denomina-se o tipo incluso
(Kastelic et al., 1990; Neves et al., 2002; Chacur et al., 2006).

O CL cistico deve ser diferenciado de cisto ovariano, considerando que
mamiferos com cistos ovarianos ndo ciclam normalmente, podem apresentar
pseudociese e nao enxerta (Kennedy e Miller, 1993), a avaliacdo histolégica se
fez fundamental. A analise histolégica do CL deste estudo aferiu padrdes
morfolégicos compativeis com tecido luteal ativo (Fields e Fields, 1996; Munson et
al., 1998), confirmando a auséncia de envolvimento patolégico da estrutura que
pertencia a uma gestante adulta e madura, que foi morta acidentalmente em
atividade de pesca, e ao exame macroscopico e colheita de amostras teciduais,
ndao demonstrou evidéncias de debilidade fisica anterior (A.P.M. Di Beneditto

observacao pessoal), portanto sem envolvimento patoldgico.
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Figura-1: Ovario esquerdo de S. guianensis gestante, corpo luteo gestacional
protruso (A) e corte transversal do mesmo mostrando a cavidade central (B).

4.2 - Artigo 2

Morfologia descritiva de ovario de Pontoporia blainvillei e Sotalia guianensis
(Mamalia, Cetacea) do norte do Estado do Rio de Janeiro.
Descriptive morphology of ovary of Pontoporia blainvillei and Sotalia guianensis
(Mamalia, Cetacea) from northern Rio de Janeiro State.
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Resumo:

Oito pares de ovarios de golfinhos de Pontoporia blainvillei e oito de Sotalia
guianensis da regido norte do estado do Rio de Janeiro foram morfologicamente
analisados. Ovarios foram colhidos de espécimes mortos acidentalmente em
atividades pesqueiras, no periodo de 1996 a 2001. De cada animal foi tomado o
comprimento corporal e os ovarios identificados em direito e esquerdo foram
fixados em solugédo de formol a 10%. A avaliacdo do material permitiu identificar
fémeas imaturas e maduras sexualmente. Ovarios de fémeas imaturas
sexualmente eram lisos, brancos e leves, com pesos iguais entre os pares ou
bem proximos. Ovarios de fémeas maduras sexualmente apresentavam superficie
irregular pelo desenvolvimento de foliculos, corpo luteo e/ou corpo albicans.
Ovarios de S. guianensis apresentam sulcos em uma ou ambas as faces do
orgdo, uni ou bilateral, em ovarios mais maduros o0s sulcos apresentam
reentrancias. A superficie do corpo liteo em ambas as espécies, em diferentes
fases de gestacdo, apresentava um ponto umbilicado, o local da ovulacdo. A
superficie de corte do corpo luteo apresentava coloragdo amarela. No ovario

esquerdo se desenvolveu maior quantidade de estruturas, indicando este ser mais
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ativo em ambas as espécies. A microscopia do corpo luteo ativo mostrou duas
populagdes de células luteinicas com vacuolos. Cortes de ovarios corados com
Picrosirius e observados em microscopia de luz polarizada demonstraram a
participacdo de colageno do tipo Il na constituicdo de corpos albicans. Cortes
histolégicos do ovario de um espécime de P. blainvillei apresentaram lesao cistica
unilocular. A medular do hilo ovariano, a rete ovari, estava representada por
tubulos enovelados, forrados por tecido epitelial cubico.

Palavras-chave: Pontoporia blainvillei, Sotalia guianensis, ovario, corpo luteo,

rete ovari, colageno.

Abstract:

Ovaries of dolphins Pontoporia blainvillei e Sotalia guianensis from Rio de Janeiro
State, were morphologically examined. The ovaries were collected from
specimens accidentally in fishing activities. From each animal was taken the body
length and the ovaries identified in right and left were fixed in formalin solution to
10%. The evaluation of the material identified sexually mature and immature
females. Ovaries of sexually immature females were smooth, white and light, with
equal weights between pairs or very close. Ovaries of sexually mature females,
had irregular surface for the development of follicles, corpus luteum and / or body
albicans. Ovaries of S. guianensis have grooves in one or both sides of the body,
unilateral or bilateral, more mature ovaries in the grooves have recesses. On the
surface of the corpus luteum in both species at different stages of pregnancy, had
an umbilical point, the site of ovulation. The cut surface of the corpus luteum
showed yellow. In the left ovary had developed larger amount of structures,

confirming be more active in both species. The microscopy of the corpus luteum
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showed two active populations of cells luteinicas with vacuoles. Cuts of ovaries
with Picrosirius stained and observed in polarized light microscopy showed the
participation of collagen type Il in the formation of bodies albicans. Histological
sections of the ovary of a P. blainvillei had cystic lesion unilocular. In ovarian hilum
the rete ovary, was represented by tubules, sealed by epithelial tissue cubic.
Key-words: Pontoporia blainvillei, Sotalia guianensis, corpus luteum, body

albicans, rete ovary, collagen, cyst.

Introducao:

As caracteristicas morfolégicas ovarianas de mamiferos variam em fungao
do estégio reprodutivo, da fase do ciclo estral e do periodo de gestacdo em que a
fémea se encontra. A dindmica das estruturas glandulares ovarianas,
responsaveis pela funcdo gametogénica e esteroidogénica, determinam
alteracdes morfolégicas ciclicas que ocorrem no 6rgdo (Banks,1992; Hafez,
2004). O padrao de variagdo morfologica ovariana, conhecido em varias espécies
de animais domésticos, é determinado pelo crescimento e atresia de foliculos,
pelo desenvolvimento e regressao de corpos luteos (Hafez, 2004; Kastelic et al.,
1990).

Os parametros morfolégicos inerentes ao ovario sao freqientemente
aplicados para avaliacao clinica e funcional do érgao (Fernandes et al., 2001;
Chacur et al., 2006; Hafez, 2004), possibilitando um manejo adequado, visando
maior produtividade e controle reprodutivo em animais de producao.

Os parametros reprodutivos utilizados para determinar a fase de
desenvolvimento sexual em cetaceos de vida livre se baseiam na analise dos

orgdos genitais. A classificagdo do estado reprodutivo das fémeas
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freqlentemente considera maturas aquelas que possuem feto intra-uterino ou
leite na glandula mamaria ou, ainda, a existéncia de pelo menos um corpo lateo
ou corpo albicans na superficie ovariana (Perrin e Reilly, 1984; Harrison et al.,
1981; Tetsuka et al., 2004).

Estudos morfologicos a respeito da biologia reprodutiva de golfinhos
geralmente se utilizam oportunamente de érgaos colhidos em animais capturados
intencional ou acidentalmente durante atividades pesqueiras, encontrados
encalhados ou oriundos de aquarios (Kasuya et al.,, 1974; Perrin et al., 1976;
Harrison et al., 1981; Brownell, 1984; Cockcroft, Ross, 1989; Ramos et al., 2000;
Rosas e Monterio-Filho, 2002; Honma et al., 2004; Danilewicz, 2003; Turner et al.,
2006).

As espécies Pontoporia blainvillei (Mamalia, Cetacea, Pontoporiidae) e
Sotalia guianensis (Mamalia, Cetacea, Delphinidae) sdo cetaceos odontocetos de
pequeno porte, listadas na IUCN (2008) como vulneravel e com dados
insuficientes, respectivamente.

A P. blainvillei € endémica da Costa Atlantica da América do Sul, com
ocorréncia registrada do estado do Espirito Santo, Sudeste do Brasil (Siciliano et
al. 2002) até a Argentina (Crespo et al., 1998), apresentando hiatos de
distribuigdo. A S. guianensis ocorre em uma faixa mais ampla e continua, desde
Honduras, na América Central (Da Silva e Best, 1996), até o estado de Santa
Catarina, no sul do Brasil (Simdes-Lopes, 1988).

Ambas as espécies sdo simpatricas no norte do estado do Rio de Janeiro,
se distribuindo preferencialmente até a isbbata de 50m na regido (Di Beneditto et
al. 2001). Devido ao seu habito costeiro, essas sao as espécies de golfinhos mais

comumente envolvidas em capturas acidentais em atividades pesqueiras com
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rede no Atlantico Sul (Simbes-Lopes, 1988; Di Beneditto, 1997; Di Beneditto et al.,
1998; Rosas, 2000; Secchi et al., 2002; Di Beneditto, 2003), além de sofrer o
impacto com turismo e acao de poluentes (Kajiwara et al., 2004; Wedekin et al.,
2005).

Considerando que o contingente de estudos em relagdo a biologia
reprodutiva de P. blainvillei e S. guianensis naturais do Rio de Janeiro (Ramos et
al., 2000) nao aborda a morfologia descritiva ovariana (Ramos, 1997), o presente

estudo faz deste o seu objetivo.

Material e métodos:

O estudo morfoldgico utilizou oito pares de ovarios de P. blainvillei e oito de
S. guianensis, colhidos no periodo de 1996 a 2001, cujos animais foram mortos
acidentalmente durante atividades pesqueiras na regidao norte do estado do Rio
de Janeiro. Os ovarios, fixados em formalina a 10%, foram colhidos isoladamente
e identificados em direito e esquerdo. Concomitantemente, o comprimento
corporal total foi tomado com fita métrica da projecao axial rostral a porgdo medial
da nadadeira caudal e, ainda, foi investigada a presenca de leite na glandula
mamaria e de feto no utero.

A avaliacao macroscoépica de cada ovario consistiu da inspecao superficial
e do parénquima do 6rgao. Foram contados os foliculos (FL), corpos luteos (CL) e
corpos albicans (CA). Cada ovario foi pesado isoladamente, livre de debris, em
balanca de precisdo (0,05g), e medidos quanto ao comprimento longitudinal,
largura e altura na porcdo média do 6rgao. O diametro dos CLs ativos e de
foliculos foi medido em dois eixos transversais, e o didametro final foi dado pela

média destas medidas.
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Para a analise histolégica cada ovario foi clivado de forma a aproveitar a
maior area de leitura. O material foi processado em parafina, microtomizado a
5um em cortes seriados corados pela eosina e hematoxilina e especiais de
tricrémico de Gomori e picrosirius. A analise foi realizada em microscopia de luz

em campo claro e o picrosirius com luz polarizada.

Resultados:

Os ovarios de P. blainvillei eram ovoides, ligeiramente achatados no
sentido ventro dorsal, possuindo hilo de base larga arredondada. Os ovérios de S.
guianensis eram alongados, ligeiramente achatados no sentido lateral e com
sulcos em um ou em ambos os ovarios, uni ou bilateral ao 6rgao. Em dois ovarios
mais desenvolvidos os sulcos apresentavam reentrancias (Figura-1A). O hilo
ovariano em todos os ovarios de ambas as espécies era invaginante e
acompanhava o sentido longitudinal do érgao.

Em ambas as espécies o tamanho e quantidade de FLs, CAs e CLs
tornavam irregular a superficie dos ovarios. Os FLs podiam ser notados como
vesiculas arredondadas na superficie do érgdo, e quando do seu rompimento
deixavam uma depressao no local.

Em P. blainvillei o CL determinava um aspecto bilobado ao ovario (Figura-
1B). Os CLs ativos de ambas as espécies eram bem maiores que o ovario livre da
estrutura, e se desenvolviam emergindo da superficie do 6érgao. Externamente, a
superficie dos CLs era lisa e possuia um ponto umbilicado (Figura-1C). Os CLs
em regressao, freqlentemente apresentam-se enrugados. Todos 0s ovarios com

CLs ativos pertenciam a fémeas gestantes e em uma havia sinais de lactagao.
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Os CAs podiam ser notados como areas mais claras, irregulares de
espessamento na superficie da albuginea ovariana, representando cicatrizes
deixadas pela involucao de CLs.

Na superficie de corte dos ovarios, os FLs podiam ser observados na
cortical do 6rgdo como cavidades contendo material getatinoso claro (Figura-1D).
Os CAs se localizavam no cortex do parénquima e estavam representados por
halo amarelo e centro claro ou esta imagem invertida.

A superficie de corte do CL em P. blainvillei apresentava parénquima
maci¢o de coloragdo amarela (Figura-1E) e simulagcdo de lobulagdo por tecido
conjuntivo, o qual se dispunha em pontos mais concentrados na medular da
estrutura, que se ligava com o tecido conjuntivo a partir do ponto umbilicado
invaginado da superficie para o parénquima do 6rgdo. No CL de S. guianensis
havia uma cavidade central.

A avaliagdo macroscépica de ovarios, de P. blainvillei e de S. guianensis,
baseado na inspecao superficial do érgao, permitiu identificar diferentes fases de
desenvolvimento sexual. Os quadros 1 e 2 apresentam a biometria ovariana e o

comprimento corporal total de P. blainvillei e S. guianensis, respectivamente.

Quadro 1 — Biometria de P. blainvillei do norte do Estado do Rio de Janeiro:
Comprimento corporal total (CC) e medidas de peso (P), comprimento longitudinal

(C), altura (A) e largura (L) do ovario direito (D) e esquerdo (E).

n° cCc PD PE P DE CD CE AD AE LD LE
cm g g g cm cm cm cm cm cm
4 | 68,0-106,0 |0,08-0,13|0,08-0,13 | 0,11-0,26 | 0,82-1,10 | 0,82-1,53 | 0,20-0,31 | 0,18-0,30 | 0,41-0,65 | 0,53-0,65

4 |130,0-147,510,53-0,97 | 2,19-3,68 | 2,78-4,60 | 1,10-1,76 | 1,88-3,15| 0,50-0,92 | 0,83-1,03 | 0,66-1,36 | 0,63-1,36
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Em P. blainvillei, o peso conjugado dos ovarios das fémeas menores, de
comprimento corporal entre 68 e 106 cm, era mais leve e bem proximo; ja 0 peso
dos ovarios das fémeas maiores, de comprimento corporal entre 130 e 147 cm,
era mais pesado, sendo o esquerdo mais pesado em relacdo ao direito.

Quadro 2 — Biometria de S. guianensis do norte do Estado do Rio de
Janeiro: Comprimento corporal total (CC) e medidas de peso (P), comprimento

longitudinal (C), altura (A) e largura (L) do ovario direito (D) e esquerdo (E).

n CC PD PE P DE CD CE AD AE LD LE
cm g g g cm cm cm cm cm cm
51 1,40-1,68 | 0,63-1,93 | 0,72-2,17 | 1,35-4,10 |2,30-3,44|2,34-3,26 | 0,73-1,22 | 0,92-1,33 | 0,71-0,90 | 0,50-1,10

311,76-1,96 | 1,51-3,19 | 3,07-23,28 | 4,58-26,47 | 2,98-4,46 | 3,32-4,66 | 1,20-1,62 | 0,73-5,40 | 0,84-1,30 | 1,21-2,32

Em S. guianensis, o peso do ovéario esquerdo foi maior na maioria das
amostras. O peso conjugado dos ovarios era maior quanto maior 0 comprimento
corporal do animal, e as medidas aumentavam quanto maior o peso dos ovarios.
Os ovarios mais leves pertenciam as fémeas de menor comprimento corporal.

Em ambas as espécies, os ovarios maiores apresentavam superficie
irregular pelo desenvolvimento de FLs, CLs e CAs. A quantificacdo destas
estruturas se encontra disposta nos quadros 3 e 4. Os ovarios pequenos € leves
com a superficie lisa eram dos animais de menor comprimento corporal.

Quadro 3 — P. blainvillei do norte do Estado do Rio de Janeiro:
Comprimento corporal (CC) em cm, quantificagéo de foliculos (FL), de corpo luteo

(CL) e de corpos albicans (CA) em ovarios direito (D) e esquerdo (E).

n| CCcm |FL-D|FL-E|CL-D|CL-E|CA-D|CA-E
4 | 68-106 - - - - - -

1 130,0 - 3 - 4

1 138,5 5 1 1 3 5 5

1 135,0 3 1 3 4 12

1 147.5 6 2 2 5 17

8 | Total 14 4 1 10 14 38
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No conjunto dos ovarios de P. blainvillei analisados notou-se que no
esquerdo se desenvolveram maior numero de estruturas, demonstrando sua
maior atividade. Fémeas com até 106 cm de comprimento corporal possuiam
ovarios lisos, ou seja, ndao mostraram sinais de atividade ovariana indicando
imaturidade sexual.

Quadro 4 - S. guianensis do norte do Estado do Rio de Janeiro:
Comprimento corporal (CC) em cm. Quantificacao de foliculos (FL), corpo luteo

(CL) e corpos albicans (CA) em ovarios direito (D) e esquerdo (E).

CCcem |[n|FL-D|FL-E | CL-D | CL-E | CA-D | CA_E
140-168 | 4 - - - - -
160 1 3 1 - - - -
176 1 14 19 - - - -
183 1 - 8 - 1 1 2
196 1 3 1 1 6 - 4
Total 8 20 30 1 7 1 6

A quantificacdo de FLs, CLs e CAs em ovarios de S. guianensis
demonstrou maior atividade do ovério esquerdo, permitindo classificar como
imaturas fémeas com até 176 cm de comprimento corporal.

A histologia ovariana averiguou que os ovarios eram revestidos por tecido
epitelial cubico alto, e em algumas porgcées estava ausente. Na cortical do
parénquima ovariano havia predominio de foliculos primarios representados por
um odcito envolto por uma ou mais camadas de células, foliculos secundarios
com mais de uma camada de células em torno, foliculos terciarios com antro em
formacao e foliculos maduros com antro amplo. Um exemplar S. guianensis com
196 cm de comprimento corporal e gestante possuia sulcos na superficie dos
ovarios e rarefacdo de FLs na cortical.

Os foliculos atrésicos estavam representados por degeneracéo de células

foliculares e, por vezes centralizando, notava-se a membrana da zona pelucida
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hialinizada e vitrea. Os corpos albicans estavam representados por tecido
cicatricial composto por tecido conjuntivo demonstrado pela coloragdo de
tricromico de Gomori e picrosirius em microscopia de campo claro (Figura-1F), e
tecido colagenizado demonstrado pela coloracdo de picrosirius observado em luz
polarizada (Figura-1G).

A microscopia de cortes seriados do ovario direito de uma P. blainvillei,
com comprimento corporal de 147,5cm evidenciou na regidao polar duas estruturas
cisticas, que simulavam foliculos maduros. A microscopia demonstrou serem
cistos foliculares nado luteinizados, uniloculares, constituidos por epitélio baixo
circundados por tecido conjuntivo colagénico. E ao longo da cortical deste ovario
e do contralateral havia rarefacao de foliculos, indicando a inatividade ovariana. A
microscopia da lesdo corada pelo tricrémico de Gomori demonstrou o predominio
de tecido conjuntivo e pelo picrosirius, evidenciou intensa colagenizagdo da
cortical ovariana.

A microscopia do CL ativo de ambas as espécies demonstrou células
epiteliais grandes com citoplasma claro e com nucleo globoso, e células menores
fusiformes com maior afinidade tintorial, ambas exibindo vacuolos citoplasmaticos.
As células se distribuiam com tendéncia a formacao de lébulos mal delimitados
por tecido conjuntivo vascularizado mais abundante na porcao central do 6rgao.

Os CLs em regressdo possuiam margens amarelas centralizando
irregularmente  um material hialinizado, constituido por tecido conjuntivo
demonstrado na microscopia em cortes corados pelo tricrémico de Gomori. A
observacao deste material corado pelo picrosirius em campo claro constatou a
presenca de colageno, e a observagdo em luz polarizada demonstrou colageno

do tipo Il centralizado na estrutura.
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No estroma da medular ovariana em meio ao leito vascular evidenciava-se
a rete ovari (Figura-1H), representada por uma rede de tubulos forrada por
epitélio cubico (Figura -11). As fémeas gestantes se encontravam em diferentes
fases de gestacdo. Em P. blainvillei os fetos mediam 24 e 56 cm, e em S.
guianensis mediam 54 cm, com respectivos didmetros dos CLs ativos medindo
120; 174 e 185mm. Todas apresentavam concomitantemente corpos luteos em

regressao.

Discussao:

Em primeira instancia, a avaliagdo macroscopica dos ovarios de P.
blainvillei e de S. guianensis deste estudo permitiu classificar as fémeas em
maturas e imaturas. A avaliacdo morfolégica dos ovarios € o critério mais
relevante para classificacdo do estado reprodutivo de cetaceos. A deteccao de
pelo menos um CL ou CA no ovario é suficiente para considerar uma fémea
matura sexualmente (Harrison et al., 1971; Perrin e Donovan, 1984; Ramos et al,
2000; Tetsuka et al., 2004).

A morfologia geral dos ovarios € muito variavel entre os mamiferos e cada
espécie apresenta sua peculiaridade. Nos animais de produgdo os parametros
ovarianos sdo bem conhecidos e aplicados rotineiramente para avaliacdo e
controle reprodutivo (Hafez 2004; Nascimento et al., 2003; Chacur et al., 2006),
mas para os animais de vida livre ainda ndao estdo bem dominados.

O desenvolvimento do CL para fora do parénquima ovariano observado
neste estudo com P. blainvillei e S. guianensis, representa um aspecto
morfolégico fisiolégico, uma vez que este fendbmeno também foi reportado em

populacdes destes animais na regido do Uruguai (Harrison et al., 1971; Harrison



59

et al, 1981), em baleias: Megaptera novaeaglieae (lvashin, 1984) e ¢é
ocasionalmente descrito em outros animais monotocos (Kastelic et al., 1990;
Neves et al., 2002).

Os sulcos na superficie dos ovarios de S. guianensis indicavam uma
particularidade da espécie, uma vez que foram notados nas fémeas em diferentes
fases do desenvolvimento reprodutivo. Esta particularidade pode ocorrer em
ovarios de baleias (Tetsuka et al., 2004).

O CL de P. blainvillei e S. guianensis em sua maioria foi macigo, mas CLs
com cavidade podem ocorrer em baleias (lvashin, 1984) e em vacas sem
processos patologicos relacionados (Neves et al.,, 2002). Esta é a estrutura
ovariana que mais influencia na morfologia e no peso do érgao (Nascimento et al.,
2003, Chacur et al., 2006) e, portanto, foi a que fez variar o peso e as dimensdes
entre os pares de ovarios dos animais em fase reprodutiva ou pré-puberes em
ambas as espécies deste estudo.

A coloragdo amarela do CL encontrada em P. blainvillei e S. guianensis é
comum em outras espécies de cetaceos (lvashin, 1984). Em vacas, cadelas,
éguas e mulheres, a coloragdo amarela do CL se deve ao acumulo de pigmento
lipidico (luteina) (Banks, 1992; Dellman e Brown, 1982). A cor amarela dos CLs
de ambas as espécies de cetaceas analisadas, indicava atividade da estrutura,
visto que durante a involugdo tornam-se palidas até perder a cor; ao centro
intensifica a vascularizagao e o desenvolvimento de tecido conjuntivo, dando lugar
a um tecido fibroso hialinizado que caracteriza a formagéao de CAs (lvashin, 1984).
Os vacuolos intracitoplasmaticos das células luteinicas evidenciados pela
microscopia sdo mais um indicativo de atividade da estrutura (Banks, 1992). O

ponto umbilicado na superficie dos CLs de P. blainvillei e S. guianensis é o local
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da ovulagdo, aparecendo em CLs ativos ou em regressdo. Isso foi também
descrito em CL de baleias (lvashin, 1984).

O comprimento corporeo das fémeas de P. blainvillei maturas sexualmente
deste estudo foi compativel com o descrito por Ramos e colaboradores (2000), no
entanto o0 mesmo nao ocorreu com as S. guianensis, em que a fémea com 176
cm ainda era imatura, sendo este comprimento 16 cm superior ao considerado
para fémeas maduras sexualmente na regidao (Ramos et al., 2000; Di Beneditto e
Ramos, 2004).

A morfologia do par de ovérios de baleias imaturas pouco difere entre si,
mas a diferenga de peso entre eles ja indica atividade do érgado. H4 uma variagéao
significativa do peso ovariano em baleias com o mesmo comprimento corporal. No
periodo pré-puberal os ovarios aumentam de peso e apds a maturidade o peso
ndao mais reflete a atividade ovariana (Tetsuka et al., 2004). O peso de 6rgéos
pareados em golfinhos da espécie Tursiops truncatus apresenta alta correlagéo
entre si, exceto para os ovarios de fémeas maduras sexualmente, onde o
esquerdo tende a ser mais pesado (Turner et al., 2006). Desta forma, o
comprimento corporal ndo seria um bom parametro para classificacdo de
maturidade sexual em cetaceos.

Em animais de producao, o peso corporal € mais indicado do que a idade
ou o comprimento do animal para inferir a condicdo de maturidade sexual, pois
que em uma mesma espécie a variacao da condicdo de maturidade se deve a
inUmeros fatores, tais como: raca, nutricdo, manejo e caracteristicas inerentes ao
individuo (Hafez, 2004), fatores ainda pouco explorados entre os cetaceos de vida

livre, dado a dificuldade de controle destas variaveis.
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Os CAs sédo estruturas ovarianas derivadas da regressao de CLs (Banks,
1992), que podem ser notadas como cicatrizes na superficie do 6rgdo e que
persistem ao longo da vida em vdrias espécies de mamiferos, incluindo os
cetaceos. Sua quantificagdo é utilizada para estimar a vida reprodutiva de
cetaceos (Perrin et al., 1976; Brownell, 1984; Takahashi et al., 2006). No entanto,
estudo recente em Tursiops aduncus indica que esta hipétese pode nao ser
recomendada para golfinhos, onde CAs de gestacdo sao persistentes e CAs de
ovulacdes perdidas desaparecem com o tempo (Brook et al., 2002).

A coloracado vermelha, amarela e alaranjada evidenciada nos cortes de
ovarios corados pelo picrosirius, quando observados em microscopia com luz
polarizada, indicou a participagdo do colageno maduro na constituicdo do CAs de
P. blainvilleie e de S. guianensis. Ha evidéncias da participacdo da elastina na
constituicdo de CAs persistentes em Delphinus delphins (Takahashi et al., 2006).

A alta taxa de CAs observada em P. blainvillei deste estudo contraria a
hipétese de Harrison et al. (1981), de que os CAs desta espécie seriam
absorvidos e desapareceriam em quatro anos, hipétese esta baseada na baixa
quantificacdo de CAs que encontraram, que foi no maximo de quatro CAs, em
ovarios de golfinhos desta espécie da costa do Uruguai.

E notéria, nos golfinhos, a maior atividade do ovéario esquerdo (Kasuya et
al., 1974; Perrin et al., 1976; Brownell, 1984; Cockcroft e Ross, 1989; Rosas e
Monteiro-Filho, 2002; Danilewicz, 2003), o que também foi constatado no
presente estudo. O aparecimento de estruturas no ovario direito ocorre
gradativamente em novos ciclos e, quanto maior a quantidade de estruturas maior
a probabilidade de que ocorreram em ambos os ovérios (Perrin et al., 1976). A

suposicao da maior atividade do ovario direito em vacas se deve a irrigacao
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sanglinea, que do lado esquerdo pode ser comprometida pela compressao do
rumen (Hafez, 2004), mas o fendmeno que determina a maior atividade ovariana
esquerda em golfinhos ainda permanece obscuro.

O cisto folicular em P. blainvillei sé foi diagnosticado pela microscopia, que
revelou a importadncia do método para avaliacdo do 6rgao, considerando que
foliculos maduros, foliculos ovulatérios e pequenos cistos ovarianos podem nao
ser diferenciados macroscopicamente (Van Bressem et al., 2006; Vanholder et al.,
2006). A rarefacao de foliculos na cortical ovariana e a colagenizacao evidenciada
pela coloracdo de picrosirius, associada a lesdo cistica, sugere envolvimento
patoldgico.

A microscopia em ovarios de P. blainvillei e S. guianensis em diferentes
fases reprodutivas, evidenciou a rete ovarii, até entdo ndo abordada na literatura
consultada. A rete ovarii € uma estrutura localizada na medular ovariana, bem
evidente em carnivoros e ruminantes. E um remanescente embrionario
constituido por uma rede de canais enovelados irregulares forrados por um
epitélio cuboidal em meio a extensa vascularizagdo sanguinea e linfatica do ovario

(Dellman e Browm, 1982; Bacha, 2000).
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Figura-1: (A) Ovario de S. guianensis sexualmente madura, apresentando
sulco com reentrancias na face medial do érgdo. (B) Ovario esquerdo de P.
blainvillei com CL ativo e CAs. Ovario direito menor em peso, dimensdes e
estruturas. (C) Ovario de P. blainvillei com CL ativo demonstrando o local da
ovulacdo. (D) Superficie de corte do ovéario de S. guianensis demonstrando FLs
na cortical do o6rgdo. (E) Superficie de corte do ovario de P. blainvillei
demonstrando o parénquima macico de coloragdo amarela do CL ativo.
(F) Microscopia de campo claro em corte de ovario de S. guianensis, corado pelo
picrosirius demonstrando material colagenizado em CAs (Aumento 200x). (G)
Microscopia com polarizagdo em cortes de ovéario de S. guianensis, corados pelo
picrosirius demonstrando colageno maduro CAs (Aumento 400x). (H) Rete ovari
na medular do ovério de S. guianensis Tricrémico de Gomori (Aumento de 100x).
(I) Epitélio cubico forrando os tubulos da rete ovari na medular do ovério de S.

guianensis. Tricromico de Gomori (Aumento de 400x).

4.3 - Artigo 3

Parametros morfoldgicos de testiculos de Sotalia guianensis
(Cetacea:Delphinidae) do litoral norte do Estado do Rio de Janeiro
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Resumo:

Foram estudados parametros testiculares de 15 espécimes de Sotalia guianensis
do litoral Norte do Rio de Janeiro, através da inspecao e histologia. Os testiculos
foram inspecionados, pesados, medidos e processados em resina para analise
histolégica e histomorfometria. O peso e tamanho das génadas apresentaram alta
correlagdo entre si, independente da fase de desenvolvimento. A analise
histolégica encontrou didametro de médio de 52,5 a 260um e proporgao tubular de
30 a 83% para animais imaturos e maturos, respectivamente. O peso conjugado
dos testiculos associado ao comprimento corporal, a idade, ao diametro e a
proporcao tubular indicaram individuos sexualmente maturos com peso testicular
superior a 1.570g, comprimento corporal de 195cm, mais de sete anos, didmetro
tubular médio de 260um e proporgéao de tecido tubular de 83%. O comprimento
tubular por grama de tecido testicular, de individuos sexualmente maturos, foi em
torno de 30m/g tecido tubular. Em um exemplar foi diagnosticada a degeneracao
testicular bilateral, através da inspecao e comparacéao dos parametros testiculares
considerados normais para a propria espécie e mamiferos em geral.

Intertermos: Golfinho, gbnadas, morfologia, histologia,
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Abstract:

Testicular parameters were studied through the inspection and histology in 17
specimens of Sotalia guianensis from northern Rio de Janeiro. The tests were
inspected, weighed, measured and processed into resin for histological analysis
and histomorphometry. The weight and size of the gonads showed a high
correlation between them, regardless of stage of development. Histological
analysis found the average diameter of 52.5 to 260um and tubular proportion of 30
to 83% for immature and mature animals, respectively. The combined weight of
the testis associated with body length, age, tubular diameter and proportion,
indicated sexually mature individuals with testicular weight more than 1,570g, body
length of 195cm, more than seven years old, tubular average diameter of 260um
and 83% the proportion of tubular seminiferous. The length tubular per gram of
testicular tissue of sexually mature individuals was around 30m.g"' tissue tube.
Bilateral degeneration was diagnosed in one par of test through inspection and
comparison of testicular parameters considered normal for the species and
mammals.

Key-words: Dolphin, gonads, morphology, histology, mophometry.

Introducao:

O boto-cinza, Sotalia guianensis, € uma espécie de cetaceo marinho de
pequeno porte, da familia Delphinidae, com distribuicao restrita a costa Atlantica
da América do Sul, ocorrendo desde Honduras (Da Silva e Best, 1996) até o
estado de Santa Catarina, no sul do Brasil (Simbes-Lopes, 1988). A espécie
consta na lista da Unido Internacional de Conservagao da Natureza (IUNC, 2007)

com status de ‘dados deficientes’, significando que ndo ha informacgdes cientificas
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suficientes para se avaliar a sua situagdo quanto a conservagdao dos estoques
populacionais.

As primeiras informagdes consistentes sobre a ocorréncia desta espécie no
litoral norte do Rio de Janeiro se referem a capturas acidentais durante atividades
de pesca com redes de espera (Lodi e Capistrano, 1990). Desde entado, varios
estudos tém sido realizados sobre a espécie nesta regido (Di Beneditto et al.,
1998; Ramos et al., 2000; Di Beneditto et al., 2001). Entretanto, até o presente
nenhum estudo abordou aspectos reprodutivos baseados na analise morfométrica
e histolégica das gbnadas.

Os parametros testiculares apresentam grande variacdo entre o0s
mamiferos. O tamanho dos testiculos é variavel utilizada na avaliagdo
morfofuncional do &rgdo, permitindo julgar a capacidade de produgéo
espermatica, o estado de sanidade, a fase reprodutiva do individuo (Nascimento e
Santos, 1997; Franca e Russel, 1998) e, ainda, inferir sobre o comportamento
reprodutivo adotado pela espécie (Kenagy e Trombulak, 1986).

Diante do exposto, este trabalho tem por finalidade dispor e discutir
parametros morfoldgicos de testiculos de S. guianensis, a partir de amostras
obtidas de espécimes capturados acidentalmente em atividades de pesca no

norte do Rio de Janeiro.

Material e métodos:

Foram utilizados 15 pares de testiculos de S. guianensis provenientes de
capturas acidentais em atividades de pesca com redes de espera conduzidas ao
longo do litoral norte do Rio de Janeiro (~21°18’S-22°20°S), entre os anos de

1997 e 2004. O material foi fixado “in totum”, com pequenos cortes na albuginea



73

para permitir a penetragcdo da solu¢cdo de formalina a 10%, identificando-se o
direito e o esquerdo. O comprimento corporal foi tomado em projecéo axial, da
linha reta da extremidade da maxila a reentrancia central da nadadeira caudal.

Cada gbnada foi avaliada quanto a forma, textura, consisténcia e coloracao
da superficie e do parénquima. Os dados biométricos foram obtidos com o auxilio
de paquimetro de ago com precisdo de décimos de milimetros. As medidas de
comprimento foram aferidas em seu maior eixo e as do diametro, a qual foi
considerada como a média da altura e da largura, foi tomada no terco médio de
cada testiculo. Cada gbénada foi pesada em balanga digital (0,01g), cuidando-se
de pesar cada testiculo livre do epididimo.

De um dos testiculos, a albuginea foi removida e pesada para se calcular o
volume do parénquima testicular. Considerando que a densidade volumétrica do
testiculo é aproximadamente 1,0 (Costa et al., 2006), o volume do parénquima
testicular foi calculado subtraindo-se o peso do testiculo pelo peso da albuginea.

Amostras de um dos testiculos foram clivadas no terco médio de cada
gbnada e processadas para microscopia de luz. Os fragmentos foram tratados por
imersdo em solugdo alcodlica com concentragdes crescentes (50%,70%, 80%,
90%, e 100%) durante 30 minutos cada. Em seguida, o material foi imerso “over
night” na primeira solugdo de infiltracdo (Leika Historesin Embedding Kit®). A
segunda solucao de infiltracao foi a temperatura ambiente. Finalmente, a amostra
foi incluida em solucao de infiltracdo adicionada do endurecedor, depositada em
molde de silicone apropriado para formagao do bloco.

Os blocos foram cortados com 4um de espessura em série com desbastes
aleatorios, em microtomo semi-automatico (Leica RM2145) com navalha de

tungsténio, e abertos em banheira histolégica com agua fria. A seguir, os cortes
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foram colhidos e levados a estufa a 40°C para secagem e adesao a lamina, sendo
depois corados por imersao pelo azul de toluidina a 1% por aproximadamente 30
segundos e montados com Permount.

A partir da microscopia, avaliou-se a histo-arquitetura do 6rgao. As
medidas dos componentes do parénquima testicular foram realizadas em
programa de morfometria digital (Software de Processamento de Microimagens
Dn-200M). Para o diametro tubular, 20 secdes transversais de tubulos foram
medidas considerando-se a distancia linear tomada da membrana basal de um
lado ao outro no sentido horizontal e vertical para cada campo, sendo que o
diametro tubular médio de cada animal foi a média de todas as medidas.

A proporcéo volumétrica de tubulos foi calculada a partir da contagem em
10 campos obtidos em varredura horizontal, os quais foram submetidos a reticulo
com 570 pontos. Com o auxilio do programa de morfometria digital, contaram-se
0os pontos coincidentes, descontando os artefatos. Conhecendo-se o valor da
proporcdo tubular foi possivel calcular o volume testicular ocupado pelo
compartimento tubular.

A medida de comprimento tubular foi baseada na férmula do cilindro, sendo
a razao entre o volume ocupado pelos tubulos seminiferos e a area da secgao
transversal média dos tubulos seminiferos (Marshall e Palmer 1996; Franca et al.,
2000).

O Teste t (p< 0,05) foi aplicado para se verificar a significancia das
diferencas entre os testiculos direito e esquerdo para as variaveis: peso,
comprimento longitudinal e diamétro no tergo médio. A correlagdo de Pearson foi

realizada entre estes parametros e o peso conjugado dos testiculos e albugineas.
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Resultados:

Os pares de testiculos analisados eram semelhantes, com tendéncia ao
formato cilindrico com extremidades rombas. O érgdo apresenta uma face livre
longitudinalmente e a outra coesa ao epididimo, que se prende ao testiculo
contiguo a ligamentos e a rede vascular.

Os testiculos eram revestidos por uma capsula lisa, acinzentada, espessa
e resistente, denominada tunica albuginea, a qual recobre uma volumosa rede
vascular superficial. Em seis pares de testiculos havia deposicao de fibrina na
albuginea. O par de testiculos de um dos animais a coloragdo da albuginea era
castanha, a fibrina era abundante e dificil de ser removida, apresentava-se
endurecida a palpacgao e altamente resistente ao corte, diferindo dos outros.

A superficie de corte testicular apresentava septos que partiam da
albuginea em direcdo a porcdo medular do érgao, formando I6bulos
intercomunicantes que confluiam formando um mediastino pouco evidente,
ligeiramente deslocado da regido central do érgdo. Os Iébulos eram tdo mais
evidentes quanto maior as dimensdes do 6rgéo.

A microsocpia dos testiculos observa-se que as células de Leydig se
distribuem em abundante tecido intersticial entre os tubulos seminiferos fechados.
Por outro lado, em testiculos com tubulos seminiferos abertos, as células de
Leydig tendem a se distribuir isoladamente no espago intertubular ou em
pequenos grupos e, eventualmente, esbogcavam vacuolos citoplasmaticos.

A rete testis se caracterizou por formagodes tubulares irregulares, forradas
por epitélio globoso, que partem da regido profunda do parénquima testicular em

direcéo a porgao epididimaria.
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A biometria testicular e as medidas do comprimento corporal, com as
respectivas variacoes, meédias e desvio padrdo, se encontram na tabela 1. Os
pesos dos testiculos direito e esquerdo ndo diferiram entre si (Teste t= - 0,5513; p
< 0,05), bem como os respectivos didametros do terco médio (Teste t= 2,9192; p <
0,05). Ao contrario do observado para o comprimento longitudinal do testiculo
direito em relacédo ao esquerdo (Teste = 1,4614; p < 0,05).

Tabela 1 - Biometria dos testiculos e do comprimento corpéreo (CC) de S.
guianensis do litoral norte do Rio de Janeiro. Peso do testiculo direito (pTD), peso
do testiculo esquerdo (pTE), peso de ambos os testiculos (pAT), peso da
albuginea (p alb), comprimento longitudinal do testiculo direito (compTD),
comprimento longitudinal do testiculo esquerdo (compTE), didmetro médio do

testiculo direito (dmTD), didmetro médio do testiculo esquerdo (dmTE).

Estrutura n Variacdo Meédia * desvio padrdo
CC (cm) 14 86,00 - 200,00 170,78 + 34,64
pTD (g) 13 2,79 -1.054,70 162,64 +£312,55
pTE (g) 13 2,46 -1.102,30 178,62 + 338,17
pPAT (g) 13 5,25 -2.157,00 343,40 £ 621,64
palb (g) 13 1,20 - 260,00 39,80 £ 79,68
comp TD (cm) 13 4,00 - 24,00 10,39 +£ 5,94
comp TE (cm) 13 3,65 -22,40 10,01 £ 5,61

dm TD (cm) 15 1,20 - 8,60 3,28+2,51

dm TE (cm) 15 1,80 - 9,40 4,05 £2,70

Pelo teste de correlacdo de Pearson (p< 0,05) houve alta correlacdo do
peso (r=0,999), comprimento longitudinal (r=0,996) e didametro do terco médio
(r=0,997) do testiculo direito com o testiculo esquerdo. Houve também alta
correlacao entre o peso conjugado dos testiculos e albuginea (r=.0,996).

As medidas de estruturas histolégicas do parénquima testicular de S.
guianensis com suas respectivas variagoes, médias e desvio padrdo constam na

tabela 2. Os resultados foram agrupados em animais imaturos e maturos para o
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didmetro e propor¢cdo de tubulos seminiferos e, o comprimento de tubulos
seminiferos foi calculado em animais maturos para permitir comparagdes entre
populagdes distantes e diferentes espécies.

Tabela 2 - Histomorfometria dos testiculos de S. guianensis do litoral norte
do Rio de Janeiro. Diametro de tubulos seminiferos (©TS), proporcao de tubulos

seminiferos (TS), comprimento de tubulos seminiferos por grama de tecido (CTT).

Estrutura n Variagio Meédia * desvio padrio
OTS - imaturos (Lm) 10 46,3 - 60,43 52,539
OTS - maturos (Lm) 3 245,0 - 311,11 260,0 + 44,3
TS - imaturos (%) 10 5,1-66,0 30,0+ 13,1
TS - maturos (%) 3 85,0- 85,1 83,0t 1,76
CTT- maturos (m/g) 2 28,36 - 30,88 30,0£1,8

Discussao:

A avaliacdo morfolégica dos testiculos permite identificar padrées de
normalidade e crescimento de uma espécie e realizar comparacdes intra e
interespecificas (Russell et al., 1990). Véarias espécies de golfinhos, incluindo S.
guianensis, ndo apresentam dimorfismo sexual evidente (Jefferson et al., 1993), o
que torna necessaria a condugdo de estudos morfoldégicos do seu sistema
reprodutivo.

Diversas metodologias inerentes a analise testicular de golfinhos tém sido
aplicadas para investigar o status reprodutivo das espécies (Perrin e Reilly, 1984;
Cockcroft e Ross, 1989; Brook et al.,2000; Ramos et al., 2000; Danilewicz et al.,
2004; Di Beneditto e Ramos 2004). Entre os parametros mais citados estao o
peso e as dimensdes do érgdo, associados ao comprimento corporal e a idade
para identificacdo da fase de desenvolvimento sexual.

Provavelmente, devido a forma de aquisicao e a qualidade do material, a

inspecao, palpacao e coloragao dos testiculos considerados normais nao tém sido
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muito valorizadas nas pesquisas com esses animais, mas deveriam ser, uma vez
que alteragbes nestes parametros sdo condizentes com patologias (Van Bressem
et al; 2000).

Os testiculos sédo recobertos por uma serosa que envolve uma espessa
capsula, a tunica albuginea, composta por tecido conjuntivo denso, na qual se
encerra o leito vascular (Banks, 1992). A albuginea é lisa, brilhante, resistente e
pouco permeavel, mantendo o parénquima testicular sob pressao, de forma que a
fixacdo do 6rgao deveria ser criteriosa, de acordo com o objetivo, a fim de
fornecer resultados de maior reprodutibilidade (Russell et al., 1990).

No presente estudo, a inspecao dos testiculos de S. guianensis identificou
que a deposicao de fibrina na superficie dos 6rgaos ocorreu em animais com mais
de 180cm de comprimento corporal, didametro tubular maior de 60um e idade entre
7 e 15 anos. A fibrina era facilmente removida da superficie testicular de quase
todos os animais, indicando ser este um fenémeno reacional localizado e recente
(Faria, 2003).

Em um dos espécimes analisados, com 10 anos, 200cm de comprimento
corpéreo e testiculos endurecidos de coloragdo castanha, o peso testicular
conjugado foi de 115¢g, bem mais leve em relagdo a animais sexualmente maturos
com comprimento corporal e idade correlatos. O mesmo animal apresentou
valores de 12cm e de 3cm para comprimento e diametro testiculares,
respectivamente, o que também esta abaixo do registrado em outros animais de
comprimento corporal e idade semelhante. Na albuginea observou-se deposicao
de fibrina bem evidente e de dificil remogao. A histologia do parénquima deste
o6rgao demonstrou sinais de degeneracao testicular, caracterizada pela rarefagéo

de células tubulares, tubulos seminiferos com diametro médio de 70,7um e
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proporcdo de 37% no parénquima, valores considerados inferiores quando
comparados a animais de mesma idade e comprimento corporal, coletados na
costa do Estado do Parana (Rosas e Monteiro-Filho, 2002). Este conjunto de
alteracdes é indicativo de um processo degenerativo.

A degeneracao testicular compromete a anatomia do 6rgao, que pode ser
unilateral quando determinada por causas local, ou bilateral quando por sequelas
de processos gerais ou sistémicos. No inicio do processo degenerativo, o érgao
apresenta tamanho normal ou discretamente diminuido de volume, consisténcia
flacida e coloragdo palida. Com a evolugdo do processo, o 6rgao torna-se
diminuido de volume, com consisténcia firme a palpacédo e resistente ao corte
(Nascimento e Santos, 1997).

Golfinhos de varias espécies possuem disputas agressivas por fémeas e
atividade social violenta, que podem acarretar traumatismos (Well,1991; Westgate
e Read, 2007). Desta forma, admite-se que a deposi¢ao de fibrina sobre a serosa
testicular registrada neste estudo tenha sido decorrente de traumas na regido
abdominal, pois o simples atrito entre serosas parietal e visceral ja seria suficiente
para induzir a deposi¢do de fibrina, que se constitui em indicativo de resposta
inflamatoria (Brady,1996; Faria, 2003).

Habitualmente os mamiferos domésticos ndo apresentam diferenca
significativa entre os pares de testiculos (Franca e Russell, 1998), da mesma
forma, que em outras espécies de golfinhos (Cockcroft e Ross, 1989; Danilewicz
et al., 2004) e neste estudo, nao foi observada diferenca em relacdo ao peso e ao
didametro no terco médio entre os pares de testiculos de S. guianensis. Mas ha

citacbes de diferengca quanto ao volume e comprimento entre os pares de
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testiculos para algumas espécies de golfinhos (Brook et al., 2000; Turner et al,
2006) conforme encontrado na amostragem deste estudo.

A microscopia dos testiculos demonstrou revestimento de tecido conjuntivo
denso e vascularizado, a tunica albuginea testicular, de onde partem septos que
dividem o 6rgao em lobulos que se intercomunicam. No parénquima testicular
estdo os tubulos ou corddes seminiferos, delimitados por tecido conjuntivo frouxo
ou tecido intertubular, onde se distribuem vasos, fibrosblastos e células
intersticiais de Leydig (Banks, 1992; Bacha Jr. e Bacha, 2003).

A analise do tecido intertubular (entre trés tubulos) de S. guianensis revelou
a presenca de células intersticiais de Leydig, que eventualmente esbogavam
vacuolos citoplasmaticos e se distribuiam isoladamente ou em pequenos grupos
no tecido conjuntivo, dividindo o espago com vasos sanguineos e linfaticos. Essas
caracteristicas sado semelhantes ao padrdo de distribuicdo intertubular dos
testiculos de carneiros, touros e primatas, inseridos no tipo Il da classificacdo de
Fawcett et al. (1973). Estes autores descreveram trés modelos de distribuicdo dos
elementos intertubulares em 14 espécies de mamiferos baseados na diferenca
entre a quantidade e a distribuicdo das células de Leydig, na disposi¢ao vascular
e dos espacos linfaticos, especulando envolvimento fisioldgico para cada grupo.

Animais com comprimento corp6reo de 86cm a 180cm e peso testicular
conjugado variando de 5,259 a 67g apresentavam corddes seminiferos com 51 a
60um de diametro, indicando imaturidade sexual. Isso corrobora as observagoes
feitas por Rosas e Monteiro-Filho (2002) em S. guianensis no Parana. Em outras
espécies de golfinhos, animais com tubulos seminiferos inferiores a 80um foram
considerados imaturos, e superiores a 100um ja seriam maturos (Westgate e

Read, 2007).
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No presente estudo, o didmetro médio tubular de 260um para animais
maturos foi distinto do descrito para S. guianensis da costa do Parana (196,1um)
(Rosas e Monteiro Filho, 2002). A diferengca entre os trabalhos pode ser
decorrente da metodologia no processamento das amostras, desde a fixacao até
a analise, uma vez que estudos com mamiferos aquaticos ainda carecem de
homogeneidade nos critérios comparativos, tradicao em morfologia e sistematica
(Kumaran, 2002; Simdes-Lopes, 2006). O peso testicular conjugado nao pode ser
comparado com os dados obtidos por Rosas e Monteiro-Filho (2002), pois esses
autores tomaram o peso dos testiculos sem a retirada do epididimo.

As medidas de proporcao tubular média de 83% e diametro tubular de
260um para espécimes de S. guianensis sexualmente maturos ficaram dentro do
intervalo descrito para a maioria dos mamiferos domésticos (Franca e Russell,
1998). O peso dos testiculos € altamente influenciado pelo comprimento tubular
(Amann, 1970), e o comprimento tubular de 30m por grama de tecido testicular
registrado em S. guianensis é indicativo desta relagdo. O comprimento de tubulos
por grama de testiculo permite uma comparacao mais consistente entre espécies
ou populagoes distintas, visto que o peso do testiculo no animal adulto pode variar
em até 50% (Bernadoson et al., 1987).

Corroborando com estudos de Rosas e Monteiro-Filho (2002) com S.
guianensis do Parand, a analise histolégica de testiculos de trés animais imaturos
sexualmente, com 180, 183, e 185cm de comprimento corporal, com idades
conhecidas de oito, sete e sete anos, respectivamente, apresentou diametro
tubular de 60,4; 127,3 e 53um, e proporcao de 27,5; 66 e 32%; enquanto que dois
animais com 195 e 198cm de comprimento corporal, com 15 e oito anos de idade,

apresentaram diametro tubular de 331,11 e 226,0um, na proporcao de 85%.
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Estes achados discordam da recomendacéo de Ramos et al. (2000) no que
diz repeito ao comprimento corporal e idade (180cm,e 6 anos) para classificacao
da maturidade sexual destes animais, esses autores ndo realizaram andlise
histolégica e morfométrica das gbnadas, indicando ser estes importantes
aspectos a serem investigados para a definicdo do estado reprodutivo das

populagdes de golfinhos.
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Resumo:

Foram estudados 17 pares de testiculos de Pontoporia blanvillei do norte do
estado do Rio de Janeiro. Os testiculos fixados em formol foram analisados pela
macro e microscopia. Os testiculos apresentaram formato cilindrico e alta simetria
em animais maduros e imaturos. O parénquima testicular apresenta um
mediastino pouco evidente e rede testicular é do tipo axial. A andlise do peso
conjugado dos testiculos associado ao comprimento corporal, a idade, ao
didmetro e a proporgao tubular indicaram individuos sexualmente maturos com
comprimento corporal superior a 115cm, peso testicular médio de acima de 5,0g;
idade superior a 2 anos; diametro tubular superior a 150 um e a proporcao de
tecido tubular em torno de 60%. Nos animais sexualmente maduros o
comprimento dos tubulos seminiferos por grama de tecido testicular foi em torno
de 26,9m/g.

Palavras-chave: Golfinho, gbnada, morfometria, morfologia, histologia.

Abstract:

Testicles of 17 of dolphin Pontoporia blanvillei from northern state of Rio de
Janeiro were studied. The testes were fixed in formalin and analyzed by the macro
and microscopy. The testes showed cylindrical shape and high symmetry in

animals mature and immature. The testicular parenchyma show a poor mediastin
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and that is axial type. The analysis of the combined weight of the tests involved in
body length, age, the diameter and the proportion tubular indicated sexually
mature individuals with body length over 115cm, weight testicular average of over
5.0 g; older than 2 years; diameter tube top 150 yum and the proportion of tubular
fabric around 60%. Sexually mature animals in the length of the seminiferous
tubules per gram of testicular tissue were around 26.9 m/g.

Key-words: Dolphin, gonads, morphometry, morphology, histology.

Introducao:

A biometria e histomorfometria dos testiculos sdo métodos aplicados para
auxiliar a caracterizagéo da puberdade e maturidade sexual de varias espécies de
animais, selecao de reprodutores, estudos toxicoldgicos, aplicagdo de biotécnicas,
para comparacao entre espécies ou entre populagdes distantes e, ainda,
oferecem suporte para o desenvolvimento de estratégias de manejo reprodutivo
(Hafez, 2004).

Nos ultimos anos, a forte acdo antropica sobre as populacdes de golfinhos
em vdrias partes do mundo estimulou as pesquisas relacionadas a biologia
reprodutiva destas espécies, aproveitando carcagas de individuos encontrados
mortos em praias ou capturados acidentalmente em atividades pesqueiras
(Ramos et al., 2000; Rosas e Monteiro-Filho, 2002; Di Beneditto e Ramos, 2004;
Turner et al., 2006; Rosas et al., 2007; Weastgate e Read, 2007). Muitas vezes, o
material de estudo é previamente congelado, mal fixado ou se encontra em
adiantado estado de autélise determinando, artefatos quando preparado para
avaliacéo histologica ou se tornando inviavel para analise (Neimanis et al., 2000;

Murphy et al., 2005).
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A espécie Pontoporia blainvillei (Gervais & d’Orbging) é um golfinho de
pequeno porte, conhecido como toninha ou franciscana,que se distribui de forma
descontinua entre o estado do Espirito Santo, no sudeste do Brasil (~18°S), até a
Argentina (~42°S) (Siciliano, 1994; Crespo et al., 1998). Para fins de manejo
dessa espécie, Secchi et al. (2004) propuseram quatro areas de distribuicao: area
| entre ltaunas (18°25’'S) e Ubatuba (23°18’S); area Il, de Ubatuba (23°18'S) a
Torres (29°19’S); area lll, de Torres (29°19'S) ao Rio da Prata (~35°30’S) na
fronteira do Uruguai com Argentina; e area IV, do Golfo Novo (~35°30’S) a
provincia de Chubut (42°35’S), na Argentina.

O habito costeiro de P. blainvillei (25 a 30 milhas nauticas de distancia da
linha de costa e 30 m de profundidade) (Di Beneditto et al., 2001; Moreno et al.,
2003), a torna um dos golfinhos de pequeno porte mais freqlientemente
capturados por acidente em atividades pesqueiras com rede de espera ao longo
de sua distribuicdo se constituindo esta atividade como o maior fator de impacto
na conservagao da espécie (Ott et al., 2001). Devido ao seu pequeno tamanho, a
coloragao corporal e a baixa densidade por grupo poucos estudos se referem a P.
blainvillei em seu ambiente natural (Cremer e Simdes, 2005; Di Beneditto, et al.,
2001; Crespo et al, 1998).

As primeiras informagdes a respeito da ocorréncia de P. blainvillei no litoral
norte do Rio de Janeiro se referem a capturas acidentais em atividades de pesca
(Lodi e Capistrano, 1990). Desde entao, varios estudos tém sido realizados sobre
essa espécie na regiao (Di Beneditto et al., 1998; Ramos et al., 2000; Di Beneditto
et al., 2001). Entretanto, até o presente nenhum estudo abordou aspectos
reprodutivos baseados na andlise histologica e morfométrica dos seus testiculos,

objetivo deste trabalho.



90

Material e métodos:

Foram estudados 17 pares de testiculos de P blainvillei colhidos de animais
mortos por enredamento acidental em atividades pesqueiras no norte do estado
do Rio de Janeiro, no periodo de 1996 a 2002. De cada individuo foi tomado o
comprimento corporal total, medido da extremidade da maxila a reentrancia
central da nadadeira caudal; cada gbnada, identificada em direita e esquerda, foi
fixada em solucdo aquosa de formol a 10%. A idade de 11 golfinhos pode ser
determinada (Ramos et al., 2000)

Os testiculos foram avaliados por palpacdo e inspeg¢do para avaliar
consisténcia, coloragao e textura da superficie e do parénquima. Apds a remogao
dos epididimos, o peso de cada testiculo foi tomado em balanga de analitica. As
medidas foram tomadas com paquimetro de ago (Mitutoyo), com precisdao de
décimos de milimetros. Os testiculos foram medidos no comprimento longitudinal
e no diametro do tergco médio, este uUltimo considerado a média do didmetro da
altura e da largura do 6rgéo.

Para afins de célculo da propor¢cao dos componentes testiculares o volume
do parénquima testicular foi estimado subtraindo o peso testicular da albuginea,
considerando que a densidade testiculo é aproximadamente 1,0 (Johnson et al.,
1981) o volume foi considerado igual ao peso.

Para analise histologica, o testiculo contralateral foi clivado em sua porcao
média e tratado segundo a recomendacao para cortes em resina (Leika Historesin
Embedding Kit®). A desidratacdo foi por imersdao em seqiiéncia crescente de
solucdo alcodlica de 50%,70%, 80%, 90% e 100%, por 30 minutos cada. Em
seguida, o material foi tratado “over night” pela primeira solugéo de infiltracéo e, a

seguir, pela segunda solugcdo de infiltracdo por 2 horas. Apds esta etapa o
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material foi incluido em solugdo de infiltracdo adicionada do endurecedor, em
molde de silicone, e mantida em estufa a 40°C por 48 h para polimerizagdo do
bloco.

Os blocos foram mantidos em frascos com silica para microtomia a 4um
com navalha de tungsténio. Os cortes, com desbastes aleatérios, foram abertos
em agua fria e colhidos com lamina, as quais foram levadas a estufa 40°C para
adesao do material. No minimo 18 cortes foram corados com azul de toluidina a
1% e montados com Permout para microscopia de campo claro, visando a
avaliacado do parénquima do érgado. A histo-morfometria foi realizada com auxilio
do programa de processamento de microimagens Dn-200M.

O diametro tubular de cada animal foi calculado a partir da média de 20
campos de tubulos em cortes transversais. Em cada tdbulo, o didmetro foi obtido
pela média da medida da distancia linear vertical e horizontal. A proporgéo
volumétrica ocupada pelos tubulos seminiferos foi calculada com auxilio de um
reticulo sobre a imagem do parénquima testicular, obtida com varredura horizontal
da lamina em aumento de 400 vezes. Em 5700 pontos de cada individuo foram
contados 0s pontos coincidentes dos tubulos seminiferos e os artefatos
descontados. A partir do valor da proporcdo tubular, calculou-se o volume
testicular ocupado pelo compartimento tubular. O calculo do compartimento
tubular se baseou na féormula do cilindro, dado pelo valor do volume ocupado
pelos tubulos seminiferos dividido pela area da seccao transversal média dos
tubulos seminiferos (Marshall e Palmer 1996; Franga et al., 2000). O coeficiente
de correlacdo de Pearson e, o teste t entre as variaveis foi calculado pelo

programa Genes.
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Resultados

Os testiculos apresentaram consisténcia firme e formato cilindrico com
extremidades rombas. Longitudinalmente, apresenta uma superficie livre a outra
coesa ao epididimo, que se ligava ao 6rgao junto aos ligamentos e a rede
vascular.

A albuginea que recobria os testiculos era espessa, lisa e acinzentada,
recobrindo tortuosos vasos sanguineos superficiais. A superficie de corte
mostrava septos que partiam da albuginea para a porcao profunda do 6rgéao,
formando um mediastino conciso.

No parénquima testicular os corddes ou tubulos seminiferos se distribuiam
entre |6bulos de tecido intersticial que se intercomunicavam. No espaco intersticial
encontravam-se vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibroblastos e células de
Leydig. Estas se espalhavam irregularmente no tecido conjuntivo, entre os tubulos
seminiferos, e por vezes exibiam vacuolos citoplasmaticos. Na por¢céo profunda
dos testiculos, a rete testis estava representada por formagdes tubulares forradas
por epitélio cubico globoso.

A Tabela 1 apresenta as medidas do comprimento corporal dos golfinhos
estudados e as medidas dos testiculos e a tabela 2 os parametros
histomorfométricos.

O comprimento de oito animais com até dois anos de idade foi de 82 a
113,5 cm. Um animal com trés anos media 116,5cm, um com quatro anos media
120 cm e o outro com cinco anos media 123cm.

Tabela 1 - Biometria de P. blainvillei norte do estado do Rio de Janeiro.
Valores maximo e minimo, média e desvio padrao do comprimento corpéreo (CC),

peso do testiculo direito (pTD), peso do testiculo esquerdo (pTE), peso de ambos
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os testiculos (pAT), peso da albuginea (p alb), comprimento longitudinal do
testiculo direito (compTD), comprimento longitudinal do testiculo esquerdo
(compTE), didmetro médio do testiculo direito (dmTD), didmetro médio do

testiculo esquerdo (dmTE) e respectivos valores minimos (Min) e maximos

(Max).
Estrutura Min- Max Meédia * desvio padrdo
CC (cm) 82,00 - 123,00 101,00+ 11,80
pTD (g) 0,19-4,25 0,95+ 1,17
pTE (g) 0,22 - 4,46 0,96+ 1,19
pAT (g) 0,41-8,71 1,89 +2,38
p alb (g) 0,10 - 2,26 0,44 +£2.26

comp TD (cm) 1,00 - 3,85 2,32+0,71
comp TE (cm) 1,20 - 3,90 2,25+ 0,68
dm TD (cm) 0,25-1,05 0,56 £ 0,23
dm TE (cm) 0,20 - 1,20 0,59 £ 0,24

A Tabela 2 apresenta parametros histomofométricos dos testiculos. A
classificacao para a condicao de maturidade se baseou nas idades conhecidas no
comprimento corporal (Ramos et al., 2000) e na abertura dos tubulos seminiferos
(Hohn et al., 1985).

Tabela 2 - Histomorfometria de testiculos de P. blainvillei do norte do
estado do Rio de Janeiro. Didametro de tubulos seminiferos (©TS), proporcao de
tubulos seminiferos (TS) e comprimento de tubulos seminiferos (CTT) e

respectivos valores minimos (Min) e maximos (Max).

Estrutura n  Min - Max Média + desvio padrdo
OTS - imaturos (um) 14 66,55- 99,02 80,20 + 7,84

OTS - maturos (um) 03 148,90- 151,13 150,08 = 1,12

TS - imaturos (%) 14 33,80 - 59,30 43,40+ 7,91

TS - maturos (%) 03 59,80 - 60,85 60,23 +0,55

CTT- imaturos (m) 14 24,50-106,60 57,15+23.8

CTT- maturos (m) 03 128,30-221,20 179,66 + 47,22

CTS- maturos (m/g) 03 25,40- 28,30 26,9+1,45

Os valores do coeficiente de Pearson indicaram correlagdo alta e positiva

entre as analisadas. O peso dos testiculos direito e esquerdo apresentou alta
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correlacao entre si (r=0,998; p<0,01) e, com o peso conjugado dos testiculos
respectivamente (r= 0,999 e 0,998; p<0,01). O parémetro testicular que
apresentou maior indice de correlagdo com o CC foi o CLE (r=0,839 p<0,01). A
%TS apresentou a menor correlacdo com os outros parametros (Tabela 3).
Tabela 3 — Valores do coeficiente de correlacdo Pearson e Teste t, com
niveis de probabilidade e significancia 1% e 5% das variaveis analisadas
(programa Genes). Comprimento corporal (CC), peso do testiculo direito (PTD),
peso do testiculo esquerdo (PTE), peso de ambos os testiculos (PAT), peso da
albuginea (PA), comprimento longitudinal do testiculo direito (CLD), comprimento
longitudinal do testiculo esquerdo (CLE), didmetro médio do testiculo direito
(DMD), diametro médio do testiculo esquerdo (DME), didmetro tubular (©TS),
proporcao de tubulo seminifero (%TS), volume do parénquima testicular (VPT) e

volume dos tubulos seminiferos (VTS).

PTD PTE PAT PA CLD CLE DMD DME OTS %TS VPT VTS
CC 0,791 0,778 0,789 0,729 0,742 0,848 0,835 0,839 0,711 0,546* 0,809 0,794
PTD 1,000 0,998 0,999 0,948 0,824 0,959 0915 0925 0916 0,585% 0,993 0,991

PTE 1,000 0,998 0,958 0,812 0,958 0,895 0,915 0,893 0,552* 0,987 0,983
PAT 1,000 0,953 0,813 0,958 0,906 0,922 0905 0,573* 0,992 0,989
PA 1,000 0,791 0,909 0,814 0,855 0,789 0,501* 0,936 0,935
CLD 1,000 0,897 0,791 0,778 0,765 0,480* 0,801 0,811
CLE 1,000 0,900 0,896 0,850 0,508% 0,950 0,941
DMD 1,000 0,953 0916 0,637 0925 0,811
DME 1,000 0,881 0,558* 0,922 0,940
0TS 1,000 0,710 0919 0,933
%TS 1,000 0,610 0,653
VPT 1,000 0,997
VTS 1,000

Significativo a 1% e significativo a 5%* de probabilidade, pelo Teste &

Discussao:

Devido a localizagdo do 6rgao genital na cavidade abdominal e a
dificuldade de observagdo destes animais em seu habitat natural (Tayler e
Saayman, 1972), rotineiramente a determinacdo do estado reprodutivo de

golfinhos tem como objeto principal a avaliagdo das génadas de animais mortos
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(Collet e Girons, 1984; Honma et al., 2004; Danilewicz et al., 2004; Murphy et al.,
2005; Turner et al, 2006; Westgate e Read, 2007). Embora a avaliagdo do trato
reprodutivo de golfinhos vivos possa ser realizada com auxilio da ultra-sonografia,
esta ainda ndo é uma técnica utilizada como rotina, mesmo em animais de
cativeiro (Brook et al., 2000; Brook et al., 2004).

Dentre as varias metodologias aplicadas para determinacao do estado de
maturidade sexual em golfinhos machos, ressalta-se a avaliagdo macroscopica
dos testiculos com a tomada das dimensées (Perrin e Reilly, 1984; Ramos et al.,
2000), o peso conjugado dos testiculos com (Rosas e Monteiro-Filho, 2002;
Neuenhagen et al., 2007) ou sem (Danilewicz et al., 2004; Weastgate e Read,
2007) o epididimo, e a andlise histologica (Brownell, 1984; Collet e Girons, 1984;
Danilewicz et al., 2004).

O formato cilindrico dos testiculos de P. blanvillei do norte do estado do rio
de Janeiro foi compativel com a morfologia de testiculos de outras espécies de
golfinhos (Direauf e Gage, 1990; Brook et al., 2000). Neste estudo o comprimento
corporal dos animais maduros foi superior a 116,5 cm em espécimes com mais de
trés anos de idade, sendo correlatos com a avaliagdo histologica. Estes achados
corroboram com a recomendacdo de Ramos et al. (2000).

Em mamiferos, o testiculo direito e esquerdo apresentam simetria regular
(Franca e Russel, 1998). Isso também inclui diversas espécies de golfinhos, tais
como: Stenella attenuata (Kasuya et al., 1974), Stenella coeruleoalba (Miyazaki,
1977), Lagenorhynchus obscurus (Van Waerebeek e Read, 1994), Delphinus
delphis (Collet e Girons, 1984; Westgat e Read, 2007), Tursiops truncatus
(Cockcroft e Ross, 1989; Turner et al., 2006) e P. blainvillei no Rio Grande do Sul

(Danilewicz, et al., 2004). No estado do Rio de Janeiro, a amostragem de P.
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blainvillei analisada também nao apresentou diferenga significativa entre o peso
do testiculo direito e esquerdo (t= -0,687153; p=0,51826; 5%).

O peso conjugado dos testiculos € o parédmetro mais usado para
determinacdo do estado reprodutivo de golfinhos (Kasuya et al., 1974; Collet e
Girons, 1984; Danilewicz, et al., 2004). O peso relativo dos testiculos difere
consideravelmente entre individuos imaturos e maduros (Neuenhagen et al.,
2007). O peso meédio conjugado de testiculos de P. blainvillei sexualmente
maduros do Rio de Janeiro foi de 6,739, corroborando com os achados de
Danilewicz et al. (2004). Esses autores que estudando espécimes de P. blainvillei
no Rio Grande do Sul recomendaram classificar como individuos sexualmente
maduros aqueles com peso testicular acima de 5,09. O peso conjugado dos
testiculos de P. blainvillei do Uruguai variou de 3,1 a 8,7g em animais puberes
(Brownell, 1984). Em golfinhos Lagenorhynchus aucutus, o peso relativo de
testiculos maduros € claramente maior que o peso de testiculos imaturos
(Neuenhagen et al., 2007). O peso dos testiculos de P. blainvillei maduros, do
estado do Rio de Janeiro foi quase oito vezes superior ao peso dos imaturos: 6,73
e 0,869, respectivamente.

O peso combinado dos testiculos varia de acordo com a fase reprodutiva e,
em individuos sexualmente maduros, esta variacao pode ser de até 50% em uma
mesma espécie (Bernadtson et al., 1987). Devido a esta variagao recomenda-se a
associar a analise histolégica para determinacdo do status reprodutivo de uma
espécie (Danilewicz et al., 2004).

A avaliacdo da populacdo celular dos tdbulos seminiferos permite
classificar categorias de maturidade sexual em imaturos, puberes e maduros

(Hohn et al., 1985; Murphy et al., 2005; Neuenhagen et al., 2007). O aumento do
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didmetro do TS indica atividade espermatogénica (Franca e Russell, 1998), que
inicia na puberdade, determinando um rapido aumento dos TS, do peso e do
tamanho testicular (Perrin et al., 1976; Bryden e Harrison, 1986; Brook e
Kanoshita, 2005). A avaliagdo do estado reprodutivo de golfinhos baseada no
didmetro dos tubulos seminiferos permite classificar como individuos imaturos, os
que apresentam diametro de TS inferior a 80um, e como maduros aqueles com
didametros de TS superiores a 100um (Weastgate e Read, 2007; Neuenhagen et
al., 2006). O diametro do TS de P. blainvillei maduros do Rio de Janeiro foi
superior a 100um e dos imaturos inferior a 99um.

A avaliagao histoldgica dos testiculos de P. blainvillei estudados classificou,
com base no didmetro tubular e na proporcédo de TS, trés animais sexualmente
maduros, com idades conhecidas de 3, 4 e 5 anos, e com CC de 116,5cm, 120cm
e 123cm, respectivamente. Animais com a mesma idade, mas com CC inferior a
115cm foram considerados imaturos, corroborando com Ramos et al. (2000), que
propuseram o CC de 115 cm e idade superior a 2 anos para a classificagdo de
maturidade sexual de P. blainvillei do Rio de Janeiro.

Segundo Francga e Russell (1998), a variagdo quanto a proporcao de TS no
parénquima testicular de animais maduros sexualmente (~90% em caes; ~85%
em carneiros, cachaco e coelhos; ~80% em bufalos; ~75% em touros; ~70% em
garanhdes e ~60% em camelos) € um dos fatores que influenciam na diferenca
quanto a eficiéncia da producao espermatica. Em golfinhos proporcdo de TS
estudada em testiculos de espécimes de Lagonorhynchus acutus sexualmente
madudos foi no minimo de 50%, sendo este um parametro que pode ser utilizado
como indicativo de maturidade (Neuenhagen et al., 2007). A propor¢éo de TS no

parénquima testicular de golfinhos P. blainvillei do Rio de Janeiro sexualmente
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maduros em média foi superior a 60%, no entando havia animais com propor¢ao
de TS muito proximo a este valor que, no entanto, ainda era imaturo. Desta forma,
para considerar o estado reprodutivo, baseado na histologia, recomenda-se
avaliar a proporcéo de TS e seu diametro concomitantemente.

A idade e o comprimento corporal de espécimes P. blainvillei maduros
sexualmente podem variar de acordo com a origem geografica da amostra. Em
animais do Rio Grande do Sul a média de idade e comprimento corporal de
animais machos sexualmente maduros foi de 3,6 anos e 1274 cm,
respectivamente (Danilewicz, et al., 2004; Ramos et al., 2002). Diferente das
taxas para animais do Uruguai que foram de 2 a 4 anos e 131,4 cm (Kasuya e
Brownell, 1979). Enquanto que em animais do Rio de Janeiro a idade foi de 2
anos e o CC de 115,0 cm (Ramos et al.,, 2000). Outros fatores, além da
localizagdo geografica podem influenciar estas diferengas, tais como o tamanho
da amostra, a faixa etéria estudada e o periodo de coleta de dados, considerando
as alteragcdes ambientais que podem estar envolvidas.

Na maioria dos animais domésticos (porquinho da india, coelho, caes,
gatos, bovinos, ovinos e suinos) em macacos, no homem (Setchell, 1970;
Roosen-Runge e Holstein, 1978), em catetos e queixadas (Sonner et al., 2004) o
parénquima testicular possui um mediastino do tipo axial e os canais que formam
a rede testicular sado forrados por epitélio cubico simples, imerso em tecido
conjuntivo frouxo fartamente vascularizado (Banks, 1992; Honma et al., 2004).
Semelhante padrao foi também registrado nos testiculos de P. blainvillei.

No testiculo de mamiferos, a distribuicdo e a quantidade das células de
Leydig no espaco intersticial podem apresentar diferentes padrées. Segundo

Fawcett et al. (1973) se classificam como: a) tipo | (porquinho da india, chinchila,
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rato e camundongo): nestas espécies as células de Leydig sao relativamente
pequenas e o tecido conjuntivo € escasso, e a maior parte do espaco intertubular
€ ocupada por amplos sinozdides linfaticos ou espacgos linfaticos; b) tipo Il
(carneiro, touro, hirax, elefante, macacos e homens): as células de Leydig formam
grupos ou se espalham no estroma intertubular, e os vasos linfaticos tendem a
localizacao central deste espaco; c) tipo Ill (porco doméstico e selvagem, zebra,
marsupial e toupeira): as células de Leydig ocupam praticamente todo o espaco
intertubular. A organizacdo das células intersticiais de Leydig no espaco
intertubular de testiculos de P. blainvillei, foi semelhante ao tipo Il. A quantidade e
a distribuicdo dessas em relagdo aos vasos linfaticos podem estar relacionadas
com o mecanismo de difusdo de andrégenos intratesticular e, sistémico (Fawcet
et al., 1973; Russell, 1996).

Os aspectos morfolégicos inerentes aos testiculos sdo necesséarios ao
entendimento morfofuncional reprodutivo. O comprimento de tdbulos seminiferos
por grama de testiculos de P. blainvillei foi discrepante em relagédo a maioria dos
mamiferos, que possui entre 10 e 15 m de tubulo seminifero por grama de
testiculo (Franca e Russel, 1998), ficando mais préximo ao gato que possui 23 m
por grama de testiculo (Frangca e Godinho, 2003). No entanto, sdo espécies que
aparentemente ndo possuem parametros de comparagao, considerando que no
sistema de acasalamento dos gatos a ovulacdo é induzida pelo coito e de
gestacao multipla (Hafez, 2004) e golfinhos apresentam ovulagdo espontanea

(Brook et al., 2004) e sao monotocos (Gonzalez et al., 1999).
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5 - Consideracoes finais:

O conhecimento dos parametros inerentes as gbénadas é de importancia
fundamental para a exploragao racional do potencial reprodutivo de uma espécie.
Considerando que cada espécie animal possui peculiaridades anatébmicas
especificas, como: forma, peso, dimensdes e variagcdes estruturais; aos quais
indicam caracterisitcas de maturidade sexual e comportamental, auxilando a
aplicacdo de biotécnicas em reproducdo, o entendimento do sistema de
acasalamento, estratégias de reproducao e elaboragcdo de medidas de manejo
visando a preservagao de espécies.

Em ambos o0s géneros de golfinhos deste estudo, os parametros
testiculares histoldégicos foram correlacionados com o comprimento corporal e
biometria da gbnada. A avaliagdo histolégica serve de base para interpretacoes
no que diz respeito a atividade sexual, a fase reprodutiva e a intercorréncia de
processos patoldgicos.

A histologia dos ovarios foi fundamental para diagnosticar processo
patoldgico e caracterizar estruturas normais.

Os parametros reprodutivos de golfinhos costeiros obtidos em animais
mortos acidentalmente consistem atualmente na maior fonte de informacdes de
caracteristicas morfolégicas, oferecendo suporte para futuras investigacdes em

animais vivos.
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