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RESUMO

As alteracOes climaticas s@o consideradas grande ameaca a biodiversidade global. As
tartarugas de pente (Eretmochely imbricata) sdo as mais criticamente ameacadas dentre
as espécies que desovam o litoral do Rio Grande do Norte. Sabendo que as tartarugas
marinhas exibem sua determinacdo sexual dependente da temperatura, sdo consideradas
vulnerdveis a mudangas nos regimes térmicos. Assim, 0 presente estudo tem como
objetivo caracterizar a morfologia das gonadas de filhotes natimortos de tartaruga-de-
pente. Os animais foram coletados na praia de Cabo de Sdo Roque, Municipio de Barra
de Maxaranguape. Apos a coleta, retirou-se o plastréo, onde foi possivel a identificagéo
e dissecacdo do complexo génada-mesonefro (CGM). Esse complexo foi submetido a
analise macroscépica, posteriomente fragmentando e fixado com paraformaldeido a 4%
e glutaraldeido a 2,5% em tampéo fosfato por 24h para processamento para microscopia
de luz e microscopia eletronica de transmisséo (TEM), respectivamente. Verificou-se que
as gbnadas das fémeas possuiam um aspecto granuloso, cor esbranquicada translicida e
forma fusiforme. J& nas gdnadas masculinas observou-se uma superficie lisa, com cor
branco opaco e formato aproximadamente ovoide. Também foi possivel observar maior
vascularizagdo na superficie das gbnadas das fémeas em relagdo aos machos. Os testiculos
apresentaram a largura direita media de 63,48 £ 17,66pum e esquerda de 6 1,11 + 14,96um,
enguanto os ovarios direito 71,79 £ 17,67um e o esquerdo de 66,86 + 20,74 um (P>0,05)
Na microscopia, foi possivel confirmar os sexos dos individuos, principalmente, pela
diferenca da estrutura da medula, onde as fémeas possuiam celularidade desorganizada,
com presenca de ovogonias, lacunas e vasos sanguineos. Os machos apresentaram um
padrdo organizacional na medula marcado pela presenca de tubulos seminiferos em toda
sua extensdo. No que se refere a ultraestrutura, as fémeas apresentaram um estroma
marcado por uma rede de associacao entre vasos sanguineos, lacunas, fibroblastos, fibras
de colageno, musculo liso, células intersticiais com citoplasma rico em vesiculas
eletrodensas e células da linha germinativa (ovogonias) que apresentavam forma oval
grande, com nucleo conspicuo e ndo central, citoplasma abundante. Nas masculinas foi
possivel observar no interior dos tibulos seminiferos, células piramidais com pouca
heterocromatina, citoplasma apical aproximadamente triangular e basal com um nucléolo
evidente caracteristico de célula de Sertoli (CS). Junto a lamina basal identificou-se
células pavimentosas com caracteristicas de células mioides (Cm) e no intersticio

observou-se células com caracteristicas de funcdo enddcrina com vesiculas eletrodensas



em seu interior, padrdo semelhante a células de Leydig (Ly). As Ly apresentavam nucleo
arredondado, heterocromatina distribuida irregularmente e um nucléolo proeminente. Os
ductos paramesonéfricos nas fémeas é revestido por epitélio colunar simples e células
cUbicas altas, Ja nos machos, apresenta-se revestido por células cubicas baixa, com perfil
eliptico alongada e caracterizado pela auséncia de lumen. Os apéndices nas fémeas
apresentam um anel de ligacdo com oviduto com uma maior quantidade de células quando
comparadas com o anel dos machos. Além disso, a extremidade dos apéndices também
apresenta diferencas entre os sexos. Concluiu-se que tanto a avaliagcdo macroscopica,
microscopica e ultraestrutural se mostram técnicas efetivas e de confianca para a
identificacdo sexual. Também vale salientar que na auséncia das gbnadas a analise
microscopica dos ductos paramesonéfricos e dos apéndices dos ductos representam uma

alternativa para a identificacdo sexual da espécie em questao.

Palavras-chave: Histologia, ultraestrutura, ovario, testiculo, testundines



ABSTRACT

Climate change is considered a major threat to global biodiversity. Hawksbill turtles
(Eretmochely imbricata) are the most critically endangered species that spawn off the
coast of Rio Grande do Norte. Knowing that sea turtles exhibit their temperature-
dependent sex determination, they are considered vulnerable to changes in thermal
regimes. Thus, the present study aims to characterize the gonad morphology of stillborn
hawksbill turtle hatchlings. The animals were collected on the beach of Cabo de Sao
Roque, municipality of Barra de Maxaranguape. After collection, the plastron was
removed, where it was possible to identify and dissect the gonad-mesonephro complex
(GMC). This complex was submitted to macroscopic analysis, later fragmented and fixed
with 4% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in phosphate buffer for 24h for
processing for light microscopy and transmission electron microscopy (TEM),
respectively. The female gonads were found to have a grainy appearance, translucent
whitish color and spindle shape. In the male gonads, a smooth surface was observed, with
an opaque white color and an approximately ovoid shape. It was also possible to observe
greater vascularization on the surface of the female gonads compared to males. The
testicles had an average right width of 63.48 + 17.66um and the left 6 1.11 + 14.96um,
while the right ovaries 71.79 + 17.67um and the left 66.86 + 20.74 um (P>0.05) Under
microscopy, it was possible to confirm the sex of individuals, mainly due to the difference
in the structure of the marrow, where females had disorganized cellularity, with the
presence of oogonias, lacunae and blood vessels. Males showed an organizational pattern
in the medulla marked by the presence of seminiferous tubules throughout its length.
Regarding the ultrastructure, the females presented a stroma marked by a network of
association between blood vessels, gaps, fibroblasts, collagen fibers, smooth muscle,
interstitial cells with cytoplasm rich in electron-dense vesicles and germline cells
(ovogonia) that they had a large oval shape, with a conspicuous rather than a central
nucleus, and abundant cytoplasm. In males, it was possible to observe inside the
seminiferous tubules, pyramidal cells with little heterochromatin, approximately
triangular and basal apical cytoplasm with an evident nucleolus characteristic of Sertoli
cells (CS). Along the basal lamina, pavement cells with characteristics of myoid cells
(Cm) were identified, and in the interstitium cells with characteristics of endocrine
function were observed with electron-dense vesicles inside, a pattern similar to Leydig

cells (Ly). Ly had a rounded nucleus, irregularly distributed heterochromatin and a



prominent nucleolus. The paramesonephric ducts in females is lined with simple
columnar epithelium and tall cubic cells, whereas in males, it is lined with low cubic cells,
with an elongated elliptical profile and characterized by the absence of lumen. The
appendages in females have an oviduct-connecting ring with a larger number of cells
when compared to the ring in males. In addition, the end of the appendages also differs
between sexes. It was concluded that both macroscopic, microscopic and ultrastructural
evaluation are effective and reliable techniques for sexual identification. It is also worth
noting that in the absence of the gonads, microscopic analysis of the paramesonephric
ducts and duct appendages represent an alternative for the sexual identification of the

species in question.

Keywords: Histology, ultrastructure, ovary, testicle, testudines.
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1 INTRODUCAO

No Brasil a Eretmochelys imbricata, € uma espécie conhecida como tartaruga-
de-pente, ou tartaruga legitima. Possui distribuicdo expressiva nos mares tropicais
(SANTOS, 2013) e raramente encontrada em mares subtropicais. Apresenta-se
criticamente em perigo de extingdo tanto no Brasil quanto no exterior, segundo a Uniéo
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN, 2019).

As areas de desova e alimentacdo dessa espécie no Brasil sdo Norte da Bahia,
Sergipe e litoral sul e norte do Rio Grande do Norte (GAVILAN-LEANDRO et al., 2016).
O periodo de desova no Rio Grande do Norte ocorre principalmente de novembro a abril,
tendo maior concentracdo nos meses de janeiro, fevereiro e marco (MARCOVALDI et
al, 2007; OLIVEIRA, 2018).

Nas espécies de tartarugas marinhas (Caretta caretta, Chelonia mydas,
Eretmochelys imbricata, Dermochelys coriacea e Lepidochelys olivacea), assim como
em outros répteis, as diferencas de temperatura, e ndo de cromossomos sexuais,
coordenam primariamente o desenvolvimento sexual dos embrides (ZHANHG et al.,
2020). Além disso, ndo sdo externamente dimdrficas até se aproximar da maturidade
sexual, que normalmente ocorre uma década ou mais ap6s a eclosdo (CERIANI &
WYNEKEN, 2008 GEOFFEY & WAPSRA, 2019).

Ha pesquisas sobre determinacdo sexual em tartarugas marinhas que
identificaram um sistema de macho-frio e fémea-quente, ou seja, onde temperaturas
superiores a 29°C determinam o0 nascimento de mais fémeas e inferiores a 29° C, mais
machos (SWIGS et al., 2018). Ja as temperaturas intermediarias estdo associadas a uma
mudanca gradual das razdes de sexo masculino para feminino (MUELLER et al., 2019).

A literatura também destaca os impactos potenciais dos efeitos das mudancas
climaticas em espécies com determinacdo do sexo dependente da temperatura (TSD), nas
quais 0s ovos sao incubados (SOUZA et al., 2018; KOLANDAIVELOQOO et al., 2020). No
que diz respeito as tartarugas marinhas, a predi¢cdo mais comum é o aumento do risco de
extingdo associado a uma predisposicao a aumentar o desenvolvimento de fémeas devido
a0 aumento da temperatura (BLECHSCHMIDT, et al., 2020). A luz desta previsio, é
necessario intensificar os estudos referentes aos padrdes do desenvolvimento da
morfologia externa e interna para propor estratégias de conservacdo dessas espécies

mediante os efeitos das mudancas climaticas nos proximos anos (FUENTES et al., 2020).
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A afericdo das temperaturas de ninhos, temperaturas de praia ou duragdo de
incubagcdo e relagdes empiricas derivadas de dados de laboratdrio séo as praticas comuns
para estimar os padrbes sexuais em praias de nidificacdo (MILLER et al., 2020). Vale
ressaltar que a temperatura de incubacéo além de influenciar o sexo, influencia a duracao
da incubacdo e o grau de desenvolvimento. Muitos tecidos e 6rgdos podem mostrar
diferentes respostas em relacdo a temperatura de incubacdo (BILLET et al., 1985).

Na maioria dos queldnios, o sexo ndo pode ser identificado com preciséo, sendo
necessario a utilizacdo de padrdes fisioldgicos ou pela morfologia externa em recém-
eclodidos e jovens. Uma das grandes dificuldades na identificacdo sexual dos filhotes € a
complexidade dos métodos usados na sexagem (VALENZUELA et al., 2004).

Souza e Vogt (1994) utilizaram em Podocnemis unifilis a analise da morfologia
externa das gbnadas e obtiveram um alto nivel de correspondéncia, isto é, analise da
morfologia externa das gonadas, com posterior confirmacdo por meio de estudo
histologico, podendo ser utilizado para identificar o sexo dos filhotes recém-eclodidos.
Ressaltando a conclusdo feita por Yntema (1980) e Vogt (1994), onde os autores afirmam
0 exame das gdnadas em estereoscépio. € o suficiente para identificar o sexo dos filhotes
recém-eclodidos em vérias espécies de queldnios.

No entanto, Ceriani & Wyneken (2008), utilizaram técnica histélogica em trés
espécies de tartarugas marinhas (Demorchelys coreacea, Chelonia mydas e Carreta
carreta) obtendo um nivel de acerto de 80% na sexagem. Os autores concluiram que os
caracteres morfolégicos podem variar dependendo da espécie a ser estudada. Isso
significa dizer que a presenca ou auséncia de uma caracteristica morfolégica que ajuda a
identificar o sexo numa dada espécie ndo pode ser generalizada para o grupo.

Portanto, nos quel6nios, ainda ha controvérsias sobre quais sao 0s métodos mais
eficientes para a identificacdo do sexo em filhotes. Levando em consideracdo a
importancia da técnica histoldgica na sexagem de quelénios e os poucos trabalhos
direcionados para esta técnica, € proposto neste estudo caracterizar a morfologia das
gbnadas em recém-eclodidos da espécie Eretmochelys imbricata e verificar se existem
diferengas entre as gdbnadas de machos e fémeas, em seus aspectos macro, microscopico

e ultraestrutural.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar  sexualmente filhotes natimortos de tartaruga-de-pente
(Eretmochelys imbricata) por meio de técnicas morfoldgicas das gbnadas e anexos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1- Descrever macroscopicamente as gonadas de filhotes natimortos da de E.

imbricata;
2.2.2 Mensurar a largura das gonadas de filhotes natimortos da de E. imbricata;

2.2.3- Diferenciar microscopicamente as gonadas e ductos paramesonéfricos de filhotes

natimortos de E. imbricata;

2.2.4 Descrever a ultraestrutura das génadas de filhotes natimortos da de E. imbricata.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1- TARTARUGAS MARINHAS

As tartarugas marinhas sdo animais pertencentes a classe Reptilia, ordem
Testudines, subordem Cryptodira, pertencente a duas familias: Cheloniidae e
Dermochelyidae. A familia Cheloniidae inclui seis espécies de tartarugas marinhas, com
carapaca coberta por placas. A familia Dermochelyidae inclui somente a tartaruga de
couro que, em vez de uma carapaca coberta por placas, possui pele semelhante a couro
(LIMPUS, 1993).

Acerca das espécies encontradas mundialmente, podemos dizer que existe sete
espeécies, sendo que cinco delas habitam o litoral brasileiro: Caretta caretta, ou mais
conhecida por tartaruga cabecuda; Lepidochelys olivacea, ou tartaruga-oliva; Chelonia
mydas, ou tartaruga-verde; Dermochelys coriacea, ou tartaruga-de-couro; Eretmochelys
imbricata, ou tartaruga-de-pente (MARCOVALDI ET al., 2011).

Sdo animais considerados pulmonados, dispondo de grande capacidade
respiratoria embaixo da agua. Essa capacidade deve-se a distribuicdo do oxigénio pelo
corpo do animal de forma eficiente, associado ao baixo indice metabdlico, permitindo a
troca gasosa em 6rgdos especificos como a cloaca e a faringe (LUTCAVAGE & LUTZ,
1997).

A visdo, olfato e a audicdo desses animais sdo bem desenvolvidos, devido a sua
boa capacidade de orientacdo. E sobre esse assunto, existem varias discussdes acerca das
migracdes bem orientadas, em especial da capacidade das fémeas, de regressar ao local
de nascimento para realizarem suas desovas (CARRERAS et al., 2018).

Esses répteis possuem distribui¢do de habitats nos mares tropicais e subtropicas
do planeta (SANTOS, 2013). Cada populacdo de tartaruga possui diferentes tipos de
agrupamentos, sendo que, na maioria das vezes a interagdo entre as mesmas ocorre de

forma aleatdria, somente devido a alimentagdo (FARIAS, 2014).

3.1.1- Eretmochelys imbricata

No Brasil, essa espécie é conhecida como tartaruga-de-pente, ou tartaruga
legitima (Figura 1). Possui distribuicdo nos mares tropicais e raramente, em mares
subtropicais. Seu habitat preferido sdo os recifes e &guas mais rasas da costa
(MORTIMER, 1999).
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Figura 1: Eretmochelys imbricata adulta apds a desova na praia de cabo de S&o Roque,

Fonte: arquivo pessoal

A carapaga dessa espécie possui 04 pares de placas laterais, sobrepostas como
telhas de coloragdo marrom e amarelo. Ja o plastrdo possui coloracdo amarelo-claro. Sua
cabeca € pequena e arredondada, possui bico semelhante ao de um falcdo, com dois pares
de placas pré-frontais e trés pares pos-orbitais e suas nadadeiras possuem duas garras
(MARQUEZ, 1990).

Em geral, essa espécie possui um crescimento e maturacdo relativamente lento
guando atingem a fase adulta (CARRERAS et al., 2018). Sendo gque seu tamanho na fase
adulta costuma variar entre 80 a 95 centimetros de comprimento da carapaga (HESNI et
al., 2016) e seu peso, em média, varia entre 80 a 95 quilogramas quando adultos (HESNI
etal., 2016).

O filhote (Figura 2) migra para a plataforma continental até atingir a parte
oceanica, a onde ira habitar e se alimentar até tornar-se juvenil. Nessa fase da vida sdo
oportunistas, no que diz respeito a sua dieta, onde entram em fase bentdnica, alimentando-
se e refugiando-se até atingirem sua maturidade sexual (BOLTOTEN, 2003).
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Figura 2: Filhote natimorto de Eretmochelys imbricata. A (vista dorsal), B (vista

ventral). Escala: 1cm

A

Fonte: Acervo do autor

Os individuos adultos que passaram pelo periodo de desova, costumam adentrar
em uma fase pelagica, ou seja, esses animais permanecem longe do fundo, nas colunas de
agua, até atingirem cerca de 20 cm de comprimento de carapaca, onde orientam-se e
nadam até encontrarem uma praia para nidificacdo (MARCO et al., 2018).

As areas de desova dessa espécie no Brasil sdo no norte da Bahia, em Sergipe e
no litoral sul do Rio Grande do Norte. O periodo de desova na Bahia e Sergipe geralmente
ocorre no inicio de novembro até mar¢o, sendo 0s meses de maior desova: dezembro,
janeiro e fevereiro. JA no Rio Grande do Norte, a desova ocorre principalmente de
novembro a abril, tendo como os meses de maior desova: janeiro, fevereiro e margo
(MARCOVALDI et al, 2007).

3.2- MORFOFISIOLOGIA DO APARELHO UROGENITAL
3.2.1 FASE JUVENIL

O desenvolvimento dos 6rgdos do aparelho urogenial dos individuos juvenis do

inicio nas cristas genitais que se desenvolvem a partir de um espessamento do
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mesotélio, localizados na posicdo ventromedial do mesonefro, anexados
dorsolateralmente na parede da cavidade celomatica, ventral aos pulmdes, constituindo
uma estrutura alargada e esbranquicada, sendo impossivel distin¢do a olho nu em ovario
ou testiculo (ROSA 2005). A formacéo da gbnada é em pares, inicialmente como um
orgdo indiferenciado, bipotencial, com destino para testiculo ou ovério a depender das
influéncias de temperatura e dos efeitos hormonais (PILCHER, 1999).

Com relacdo a macroscopia, a gonada apresenta forma delgada, alongada e com
as extremidades mais afiladas, ocupando quase que toda a margem ventromedial do
mesonefro. Entre os sexos, a gonada do macho apresenta maior espessura, sendo
ligeiramente menor que o ovério (MALVASIO et al., 2002). H& relatos de que a avaliagdo
morfoldgica das gbnadas em estereomicroscopio seria suficiente para identificar o sexo
dos filhotes recém eclodidos para quel6nios (MALVASIO et al., 2011).

Durante o desenvolvimento gonodal, a gonada apresenta dois compartimentos
distintos, sendo uma medula interna e uma cortical externa, envoltas em uma camada de
células de revestimento. Estas estruturas celulares sofrem modificacBes durante a
gonadogénese. Esta, por sua vez, pode ser descrita em trés fases, sendo elas: a formacéo
da crista genital, desenvolvimento da gonada morfologicamente indiferenciada e o
estagio final da diferenciacdo gonadal (RAMSEY; CREWS, 2009). Vale salientar que na
gbnada bipotencial, na regido cortical, encontram-se predominantemente as células
germinativas primordiais (CGP) e na regido medular, os corddes sexuais primitivos
(RAMSEY; CREWS, 2009).

No embrido masculino, os tubulos seminiferos se desenvolvem a partir dos
corddes sexuais presentes na gonada primordial. Ja em embrides femininos, as células
somaticas do epitélio cortical e as células germinativas proliferaram para formar os
foliculos ovarianos primordiais (GILBERT et al., 2003). Estas mudancas acentuam-se
com o avangar dos dias do periodo de incubacdo, principalmente durante o periodo
termosensivel (MORENO-MENDOZA et al., 2001).

Durante a formacdo do testiculo, o epitélio gonadal se achata e as células
germinativas desprendem-se para migrar para os corddes sexuais na regido medular. Estes
corddes medulares formam o primérdio dos 10 corddes seminiferos presuntivos (com
contorno arredondado delimitado por uma membrana basal), como relatado por Pieau et
al. (1999). Apds a TSP, nos machos, uma fina tdnica albuginea envolve as gdnadas
composta por fibroblastos, assim como é possivel observar células intersticiais entre 0s
tibulos (OTSUKA, 2008).
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No embrido feminino, os ovarios, o epitélio germinativo se espessa devido a
proliferacdo das células epiteliais cuboides e células germinativas, o primordio dos
futuros foliculos ovarianos (PIEAU et al., 1999; GILBERT, 2003; MOORE; PERSAUD,
2008). O cortex continua seu espessamento devido as numerosas meioses das células
germinativas, que logo mais dardo origem aos primeiros foliculos primordiais em
crescimento nesta regido (PIEAU et al., 1999).

Ja na fase da pré puberdade as fémeas apresentam ovarios com pequenos foliculos
pré vitelogénicos no estroma compacto. Durante a puberdade o estroma do ovario se torna
parcialmente expandido, os foliculos pré vitelogénicos apresentam tamanho uniforme e
podem ocorrer foliculos atrésicos (PEREZ-BERMUDEZ et al., 2012). No entanto, a
presenca de foliculos vitelogénicos amarelos e vascularizados, com mais de trés
milimetros, indicativos de ovulacdo, e a presenca de ovos no oviduto sao caracteristicas
fenotipicas usadas para determinar a maturidade sexual (HAMANN et al., 2003).

Nos machos, a fase da pré-puberdade € marcada pela presenca de tdbulos
minusculos nos testiculos. Sendo que na puberdade ocorre 0 aumento de tamanho e
variacdo da forma dos testiculos, tornando elipsoidal (OTSUKA, 2008). Além disso, na
puberdade, os niveis de testosterona tendem a aumentar, no qual esse esteroide ira
estimular aparecimento de caracteristicas sexuais secundarias, a maturagdo dos tubulos

seminiferos e o inicio da espermatogénese na fase adulta (WIBBELS et al., 1991).

3.2.2 FASE ADULTA

Com relacéo ao aparelho urogenital das tartarugas adultas, o0 mesmo é formado
pelos rins, ureteres, gbnadas e seus ductos, bexiga urinaria e estruturas derivadas da papila
genital (pénis e clitoris), presentes no interior da cloaca. Os rins atuam na remocao dos
residuos nitrogenados da circulacdo sistémica (excrecao) e na osmoregulacdo. A bexiga
urinaria armazena agua e urina. Os ureteres transportam os residuos removidos pelos rins
até a cloaca, onde sdo drenados para a bexiga urinaria ou séo eliminados. Ja as gbnadas
produzem os gametas e seus ductos transportam os ovos ou sémen até a cloaca. A cloaca
se comunica com o exterior atraves da abertura localizada na porcao distal (WYNEKEN,
2001).

As fémeas possuem um par de ovarios, ovidutos e ligamentos suspensorios
(mesovario, mesosalpinge e mesotubario). Os ovarios apresentam-se estruturalmente
alongados, estendendo-se da regido anterior para a posterior-medial na face ventral dos

rins, com oviduto seguindo lateralmente o ovario (MALVASIO et al., 2011). O ovério e
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0 oviduto variam de tamanho e morfologia de acordo com a idade e os intervalos entre as
temporadas reprodutivas (HAMANN et al., 2003). Este oviduto é circundado por tecido
conjuntivo frouxo, onde este tecido projeta-se apicalmente, formando um apéndice de
comprimento proporcional ao diametro do oviduto (MALVASIO et al., 2011).

Nas fémeas, os foliculos presentes nos ovarios aumentam de tamanho e
adquirem uma coloracdo amarelada brilhante quando estdo sexualmente maduras. Os
foliculos maiores alongam-se em sentido cranial, ao passo que 0s menores e imaturos
permanecem mais concentrados no terco posterior do ovario. Normalmente entre as
espécies de tartarugas os foliculos sdo considerados maturos ao apresentarem 2-3cm de
didmetro, ocorrendo no momento oportuno as ovulacGes e acasalamento das fémeas
(WYNEKEN, 2001).

Assim como 0s ovarios, 0s ovidutos também passam pelo processo de
maturagdo. Esse processo fica evidente ao compararmos a mudanga na estrutura de
simples paredes tubulares delgadas, para paredes musculares espessas e moveis com
aumento linear do didmetro luminal. O oviduto aparece dobrado ao longo de todo seu
comprimento quando n&o esta ativo. E funcionalmente dividido em cinco regides: dstio
ou infundibulo, segmento aglandular, magno, concha glandular e vagina (WYNEKEN,
2001).

Na época reprodutiva, um grupo inteiro de foliculos maduros ovula junto, e 0s
odcitos sdo captados pelo oviduto, na regido do infundibulo. Uma vez no oviduto, cada
foliculo passa posteriormente pelo segmento aglandular e adentra no magno, onde é
recoberto por uma camada de albumina. Apds trés dias, os foliculos passam para a regido
da concha glandular, onde sdo secretados proteinas e carboidratos de membrana (cério) e
passam a ser chamados de ovos (HAMANN et al., 2003). Nessa regido, onde permanecem
aproximadamente por sete dias, os ovos adquirem deposicdo de calcio (calcificacao),
sendo na sequéncia depositados na vagina, onde podem permanecer durante varios dias,
até que passem pela cloaca e sejam desovados (ovoposi¢cdo) (WYNEKEN, 2001).

Os machos por sua vez possuem um par de testiculos, ductos deferentes,
epididimos, ligamentos suspensorios € um pénis (MALVASIO et al., 2011). Os ductos
paramesonéfricos podem persistir em alguns machos como um par de tubos, lisos e
pequenos, com as paredes bem finas, localizados ao longo da parede corporal, sendo
suspensos por um mesotubo, desde o ducto dos testiculos ou peritbnio (DELGADO,
2008).
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Os testiculos apresentam forma fusiforme, localizados junto ao hilo renal
(MALVASIO et al., 2011), e, dependendo da espécie, possui cor amarela brilhante ou
cinza rosada, estando 0 mesmo ligado ao periténio pelo mesorquio (LUTZ et al., 2003).
Os espermatozdides sdo produzidos por células testiculares especializadas e carreados por
pequenos ductos eferentes até o epididimo, posicionado lateral ou posterolateralmente
aos testiculos. Dos epididimos, local em que ocorre a maturagdo espermaética, 0s
espermatozdides seguem pelos ductos deferentes até a cloaca, mais precisamente no sulco
espermatico na base do pénis (WYNEKEN, 2001).

O pénis é retratil e localiza-se caudalmente a cloaca. E composto por um par de
corpos cavernosos associados a um sulco espermatico. Durante a cOpula, 0s corpos
cavernosos sao preenchidos por sangue e o sulco espermatico se contrai, adquirindo forma
tubular, facilitando a passagem do sémen e fluidos (WYNEKEN, 2001).

3.3- INFLUENCIA DAS MUDANCAS CLIMATICAS NA REPRODUQAO

As tartarugas marinhas, e a maioria dos seres vivos presentes no ambiente
marinho, estdo sujeitas as alteraces no meio resultante de fendmenos climatoldgicos
globais e acbes antropicas que podem influenciar as variacBes de temperatura no
ecossistema aquatico (LOPEZ et al. 2015; PHAM et al., 2017; SWIGS et al., 2018).

Essas alteracGes nas condicBes edafoclimatimaticas, promovem influéncias que
afetam o sexo dos embrides, a emergéncia dos ninhos, 0 crescimento e a sobrevivéncia
dos filhotes, sendo inquestionavel a interferéncia da temperatura na vida e reproducdo das
tartarugas marinhas (FUENTES et al. 2011; 2013; LALOE et al. 2017).

A temperatura do ambiente em especial é um fator de grande influéncia nao
apenas na sobrevivéncia dos filhotes, mas exerce um papel determinante na razao sexual
das ninhadas de tartarugas marinhas (MROSOVSKY, 1994; KOBAYASHI et al. 2017;
LALOE et al. 2017). Temperaturas abaixo de 29°C favorecem filhotes machos; acima de
28 °C favorecem filhotes do sexo feminino; e a temperatura de 28 e 30 °C favorece
igualmente ambos os sexos (FERREIRA JUNIOR, 2009). Além disso, o tempo de
incubacdo aumenta em temperaturas mais baixas, sendo que a redugdo de 1 °C na
incubacio dos ovos pode aumentar em cinco dias o periodo de incubacdo (SIMOES et al.
2014).

Vale salientar que as tartarugas marinhas respondem &s alteraces climéticas
como fizeram no passado, mudando a distribuicdo das areas de desovas, associado a

mudanga das rotas migratorias, desovando em periodo mais frios. Essas mudancas
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ocorrerdo principalmente em tartarugas juvenis, que somard ao pool reprodutivo nas
proximas geragdes. O preocupante é que as mudangas climéticas ocorrerdo em uma
velocidade muito superior a capacidade de adaptacéo das tartarugas marinhas (SANTOS,
2009).

Atrelado a isso vem a necessidade da caracterizacdo do aparelho urogenital pos-
eclosdo, pois esses 6rgaos ainda estdo em processo de desenvolvimento e maturagdo e
essas mudancas climaticas podem altera-los. Para isso & importante conhecer a

morfologia nesse estagio e apontar alternativas para amenizar esses efeitos.

3.4- METODOS DE SEXAGEM COMO FERRAMENTA EM ESTUDO COM
TARTARUGAS MARINHAS

As tartarugas marinhas, assim como a maioria dos quel6nios, possuem
determinacdo sexual dependente da temperatura (Temperature-Dependent Sex
Determination-TDS) na qual os ovos séo incubados (KAWAGOSHI et al., 2012) ou na
sua minoria através do gendtipo (Genotypic Sex Determination- GSD), com 0s machos
carregando cromossomos heteromorficos (XY/XX) e a fémea (ZZ/Z2Y) (KAWAGOSHI
etal., 2012).

As porgdes do ninho com temperaturas mais elevadas favorecem o nascimento
de fémeas, enquanto temperaturas mais baixas o nascimento de machos. Entretanto, a
determinacéo sé ocorre no segundo terco da incubacdo, quando a temperatura influencia
a atuacdo de enzimas envolvidas na diferenciagio gonadal (SANCHEZ-OSPINA et al.,
2009; PINTO et al., 2015).

Estudos relacionados a proporcéao sexual tém sido de grande interesse em razdo
da preocupacdo dos possiveis efeitos que podem ocorrer devido as mudancas climaticas
globais, os quais favorecem a feminilizacdo da populacdo nos cenarios extremos previstos
no Painel Intergovernamental para Mudangas Climaticas (WIBBELS et al., 1991;
KAMEL e MROSOVSKY, 2006). Entretanto, em recém-eclodidos e jovens 0 sexo ndo
pode ser identificado com precisdo; por isso, existem algumas metodologias para
identificacdo sexual em tartarugas, no qual a escolha do processo de sexagem esta
relacionada a faixa etaria do animal (MALVASIO et al., 2002; CASALE et al., 2006).

Alguns metodos de identificacdo sexual em filhotes foram desenvolvidos devido
a necessidade em se conhecer 0 sexo de grandes nimeros de animais (MERCHANT-
LARIOS, 1989). Porém, ha grandes dificuldades na identificagdo sexual dos filhotes em

razdo dos métodos usados na sexagem serem complexos (VALENZUELA et al., 2004).



30

A metodologia mais utilizada na sexagem de neonatos é a analise visual da
anatomia das gonadas, levando em consideracdo caracteristicas morfoldgicas distintas,
tais como a cor, 0 tamanho, a vascularizacao e textura da gonada, bem como o tamanho
e espessura do oviduto/ducto Mulleriano (MALVASIO et al., 2011). Ceriani e Wyneken
(2008), utilizaram esta técnica em trés espécies de tartarugas marinhas (Demorchelys
coreacea, Chelonia mydas e Carreta carreta) obtento um nivel de acerto de 80%. No
qual os autores concluiram que os caracteres morfologicos citados acima podem variar
dependendo da espécie a ser estudada. Isso significa dizer que a presenca ou auséncia de
uma caracteristica morfologica que ajuda a identificar o sexo numa dada espécie ndo pode
ser generalizada para o grupo. Além de que, muitas vezes, 0 grau de acerto esta
relacionado a experiéncia do examinador (SOUZA e VOGT, 1994).

Nesse sentido, para se ter um método confidvel, faz-se necessario o
estabecimento de critérios espécie-especificos, além de uma andlise simultdnea macro e
microscopica das gobnadas. Considerando isso, YNTEMA e MROSOVSKY (1980)
concluem ser necessaria uma avaliacdo histologica para uma identificacdo sexual. Além
disso, todos os demais métodos de sexagem precisam ser validados por meio de uma
detalhada analise histologica das gbnadas (MERCHANT-LARIOS, 1989; XIA et al.,
2011; MALVASIO et al., 2012).

De fato, a forma mais segura e definitiva de determinar o sexo de filhotes de
tartarugas marinhas € através da dissecacdo e avaliacdo histoldgica das gbnadas
(GODFREY et al., 1997; WIBBELS, 1991; BONACH et al., 2011). Para isso, é
necessario a observacdo das caracteristicas microscopicas peculiares para identificar o
sexo, tais como a presenca do epitélio germinativo nas gbnadas femininas (ovarios) e a
formacdo de corddes testiculares nas gdnadas masculinas, testiculos (CERIANI &
WYNEKEN, 2008).

Nas tartarugas fémeas jovens, o epitélio germinativo € constituido pelas
oogonias ou ovocitos primordiais e células foliculares, enquanto o estroma medular é
formado pelo intersticio e rico em vasos (YAZAWA et al., 2015). Por outro lado, os
testiculos dos jovens ainda ndo possuem regido luminal e sdo considerados como corddes
seminiferos formados pelas células de Sertoli e gonocitos (MERCHANT-LARIOS,
1989). As celulas de Sertoli sintetizam o hormonio antimilleriano que inibe o
desenvolvimento do ducto miilleriano e evita a formagdo do oviduto. Ja os gondcitos
diferenciam-se em espermatogdnias para formar futuramente os espermatozoides
(HUTSON et al., 2012).



31

No entanto, temperaturas mais altas causam um aumento exponencial de
atividade de aromatase, aumentando exponencialmente na diferencia¢do dos ovarios, por
outro lado, em temperaturas mais baixas a atividade da aromatase permanece baixa,
diminuindo a diferenciaco dos testiculos (PIEAU, 1996; MAGALHAES, 2017).

Isso se deve ao fato de que a aromatase é a enzima que catalisa irreversivelmente
0s andrégenos em estrogénos e, portanto, desempenha um papel central no equilibrio da
producdo de hormonios esteroides (MATSUMOTO et al., 2012). Uma vez que a
diferenciacédo tenha terminado e o destino da gonada estabelecido, mudancas adicionais
na temperatura parecem nao ter nenhum efeito (MANOLAKOU et al., 2006).

Os métodos morfométricos sdo utilizados para descrever e comparar formas
tanto de organismos quanto de estruturas, que podem representar diferentes localidades
ou estagios de desenvolvimento (ROHLF & MARCUS, 1993). Uma fonte de dados
bastante rica em informacdes para a morfometria geométrica sdo os marcos anatémicos.
Esses sdo coordenadas as quais estdo ligadas a processos bioldgicos e devem ser bem
selecionados antes das analises (MONTEIRO & REIS, 1999).

A utilizacdo da morfometria geomeétrica para sexagem em filhotes de testudines
se mostrou bem significativa em espécimes de Podocnemis expansa (VELENZUELA et
al., 2004), Trachemys scripta (MYERS et al., 2006), Chelonia mydas (DOMINGUES,
2018) e Caretta caretta (FERREIRA-JUNIOR et al., 2011; MENDES, 2016).

3.5- ASSOCIACAO DE PROTECAO E CONSERVACAO AMBIENTAL CABO
DE SAO ROQUE

Desde 2016, no estado do Rio Grande do Norte, a Associacdo de Protecdo e
Conservacao Ambiental (APC) Cabo de Sdo Roque no municipio de Maxaranguape - RN
desenvolve atividades em prol da conservacdo das tartarugas marinhas. Junto com a
comunidade a¢des para a defesa e protecao das tartarugas marinhas e do ambiente costeiro
da regido séo realizadas

No municipio de Maxaranguape, antes da APC Cabo de S&0 Roque, a caga das
tartarugas marinhas e a coleta dos ovos eram atividades que faziam parte do dia a dia da
comunidade local. Além do consumo da carne, eles também comercializavam acessorios
confeccionados a partir do casco das tartarugas marinhas como pentes e objetos para
decoracdo. Diante disso, a APC Cabo de Sdo Roque passou a desenvolver projetos no
intuito de estimular a comunidade a participar ativamente do processo de conservacgao

local, por meio de acbes do projeto “Sensibilizacdo e Educacdo Ambiental”, como
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Cinema itinerante, Museu itinerante, palestras nas escolas, limpeza de praias e oficinas
de capacitacdo para identificacdo e manejo de tartarugas presas em rede com oS

pescadores que participam do “Projeto Pescador Amigo da Conservacao”.

Essas atividades além de contribuirem para o processo de multiplicacdo de
conhecimento na comunidade, também é um papel importante na sensibilizacdo de
turistas que visitam diariamente a regido. Os resultados desse trabalho estimulam a pesca

sustentavel, o turismo ecoldgico e a valorizacdo da cultura e economia local.

Principalmente na estacdo reprodutiva, os pescadores, criangas, jovens e mulheres
auxiliam na realizacdo de campanhas para a ndo poluicdo das praias, bem como no
monitoramento de veiculos nas areas dos ninhos e notificacdo de encalhe de tartarugas.
Essas atividades ndo apenas reduzem os impactos ambientais nas praias de Maxaranguape

como também ajudam na protecdo das tartarugas.

Figura 3- Atividades desenvolvidas pela Associacdo de Protecdo e Conservacao
Ambiental Cabo de S&o Roque, Maxaranguape-RN.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DE COLETA

O estudo foi realizado no municipio de Maxaranguape localizado na
microrregido do leste nordeste do estado do Rio Grande do Norte, pertencente a
mesorregido do leste potiguar. A regido possui 4 praias arenosas compreendendo uma
area de 21 km de linha de costa: Barra de Maxaranguape, Cabo de Sdo Roque, Caraubas
e Maracajau. Os animais foram coletados em janeiro de 2020 durante a temporada
reprodutiva da espécie, precisamente na praia Cabo de Sdo Roque (Figura 4) (Latitude:
5°30°9°7;59° 39’ 39°’; Sul, Longitude: 35° 15 39°’; 45° 39 39”* Qeste), area de maior
incidéncia de atividade reprodutiva de tartarugas de pente no municipio do Rio Grande
do Norte.

Figura 4: Mapa da regido de coleta na praia de Caraubas, no municipio de
Maxaranguape, RN (APCA — Cabo de S&o Roque).
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4.2 — ANIMAIS

As informacdes utilizadas no processo de coleta foram obtidas da base de dados
gerado pela Associagéo de Protecdo e Conservacdo Ambiental Cabo de Sdo Roque (APC
Cabo de S&o Roque), cuja base de dados é padronizada seguindo os protocolos exigidos
pelos entes nacionais que regulamentam esse tipo de atividades (TAMAR/ICMBio/MMA
- Licenca SISBIO n° 64308-2). As variaveis analisadas incluiram os seguintes parametros
do ninho: quantidade de filhotes (vivos e natimortos), quantidade de ovos (ndo eclodidos
e ndo viaveis), duracdo da incubacdo e sucesso reprodutivo. Dos ninhos foram coletados

30 natimortos (Figura 5).

Figura 5: Abertura de ninho e coleta dos natimortos de Eretmochelys Imbricata em Cabo

de Séo Roque (RN).

Fonte: Arquivo Pessoal.

ApoOs a coleta, 0 acesso a cavidade celomatica dos natimortos foi realizado por
meio de uma incisdo no plastrdo (Figura 6-ABC). Apds a abertura do plastréo foi possivel
a identificagdo e dissecacdo do complexo gbnada-mesonefro (CGM) (Figura 6-DE). Ap6s
a dissecacgdo o CGM foi divido em antimeros, sendo um fixado em paraformaldeido a 4%
e 0 outro em glutaraldeido a 2,5% ambos em tampao fosfato pH 7,2. Para a documentagéo

fotografica macroscopica foi utilizada camera digital Canon ESO1000T3 acoplada ao
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estereoscopio Labomed Luxeo 4D Digital Stereozoom. As imagens foram editadas e
formatadas usando o programa Photoscape versédo 3.7 (Figura 6).

Figura 6: Complexo gb6nada-mesonefro de filhotes natimortos de Eretmochelys
imbricata. A:Vista ventral; B: Abertura da cavidade celomética; C: Corte transversal do
individuo; D: Exposicéao do aparelho urogenital; E: Complexo gonada-mesonefro (CGM)

dissecado. Escala : 1cm.

Fonte: Acervo do autor
4.3 - MACROSCOPIA DO COMPLEXO GONADA-MESONEFRO (CGM)

Apos a retirada do plastréo e visualizacdo do CGM, foi observada caracteristicas
macroscopicas como: forma, aspecto, topografia, cor da gbénada e forma das

extremidades. Também foi realizada a morfometria da génada e do mesonefro.
4.3.1 Mensuracéo da largura maior da gdnada e do mesonefro

A largura da gbnada e do mesonefro foram obtidas a partir de fotomicrografias
realizadas apos abertura do plastrdo, com auxilio de cdmera digital Canon SX270. As
medidas foram realizadas utilizando software Image Proplus® versdo 4.5. Todas as
imagens foram calibradas no programa de acordo com escala utilizada na captura das
imagens, sendo sempre mensurada a maior largura das génadas e mesonefros de cada

animal.
4.4 - MICROSCOPIA DO COMPLEXO GONADA-MESONEFRO (CGM)

4.4.1- Microscopia de luz
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O processamento histolégico foi realizado no Laboratério de Morfofisiologia
Animal Aplicada (UFERSA). As amostras foram submetidas a processamento histologico
seguindo o seguinte protocolo: desidratacdo em serie gradual de etanol (80%, 90%, 95%
por 15 minutos cada e 100% (2x) por 10 min cada), diafanizados em 2 ou 3 banhos de
Xilol por 5 min cada, e incluidos em 2 parafinas, sendo 45, com posterior emblocagem
(Magalh&es, 2017). Posteriormente foram feitos cortes seriados em 4pm e as laminas
preparadas submetidas a técnica de coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas
foram observadas e imagens obtidas em microscopio Labomed Luxeo 4D Digital

Stereozoom.
4.4.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As anélises de microscopia eletronica de transmisséo (MET) foram realizadas no
Laborat6rio Tematico de Microscopia Otica e Eletronica do INPA. As amostras foram
lavadas com tampdo cacodilato de soédio 100 mM, pH 7,2 (3 x por 10 minutos cada). Em
seguida, realizou-se uma pds-fixacdo com tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampao
durante 2h, seguido de 3 lavagens em tampéo cacodilato de sddio durante 10 minutos
cada. Foram realizadas contrastagdo in bloco com acetato de uranila aquosa a 2%,
overnight a 4 ° C, seguido por desidratacdo em séries de etanol graduado de 15%, 30%,
50%, 70%, 95%, 100% (2 x) durante 10 minutos e 6xido de propileno (2 x) durante 15
minutos cada. As amostras foram incorporadas em concentracOes crescentes de resina
Durcupan-ACM Fluka © a 4 ° C durante 4 dias e polimerizadas a 60 ° C durante 72 h.
Seccgoes ultrafinas de 70 nm foram preparadas no Ultramicrotomo Reichert OM U3,
recolhidos em grades de cobre revestidas por Formvar de 200 Mesh, contrastadas com
5% de acetato de uranila durante 40 minutos seguido por citrato de chumbo a 0,5%
durante 10 minutos e foram visualizadas sobre microscépio eletrénico de Transmissao

109 Zeiss EM operando em uma tensdo de aceleracao de 80 kV.
4.5- ANALISE ESTATISTICA

As mensuragdes macroscopicas foram submetidas a analise de Mann-whitney U,
com teste de Wilcoxon W a posteriori, considerando o intervalo de confianca de 95%, a
fim de verificar alguma relacdo entre as larguras das godnadas e mesonefros e o

identificacdo sexual.
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5- RESULTADOS
5.1- Macroscopia das génadas

As gbnadas dos natimortos sdo 6rgaos pares localizados dorsalmente na cavidade
celomatica, estendendo-se da regido pélvica até os pulmdes. Foi possivel a visualizagédo
das glandulas adrenais, localizadas entre os mesonefros. As gonadas femininas possuiam
um aspecto granuloso, como uma estrutura com coloragdo variando de esbranquicada
para translicida e com forma fusiforme alongada acompanhando toda extensdo do
mesonefro. Também foi possivel observar que a gbnada das fémeas é mais vascularizada
do que as dos machos, além de possuirem vasos com uma maior dilatacdo (Figura 7A).
J4 os individuos sexados como machos, as génadas foram identificadas com superficie
lisa, com cor branco opaco e formato aproximadamente ovoide. Além disso,
apresentavam-se aparentemente mais estreitas que 0s ovarios e geralmente ndo aderida a

toda extensdo do mesonefro (Figura 7B).

5.2- Morfometria das gonadas e mesonefros

Os resultados da morfometria das gonadas e mesonefros dos filhotes de E.
imbricata estdo descritos na Tabela 1 e a comparacdo entre as medidas das gonadas e
mesonefros de fémeas e machos, para verificar a ocorréncia de diferencas entre maior

largura das gbnadas direita e esquerda entre machos e fémeas.

Através da resultados obtidos verificou-se que apesar de haver diferenca entre as
gbnadas dos machos e fémeas na observacdo macroscopica, a morfometria (largura) ndo

foi significativa quando correlacionada entre os sexos e entre 0s antimeros (Tabela 1).
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Figura 7- Macroscopia das gonadas de uma fémea (A) e um macho (B) natimortos de

Eretmochelys imbricata.

Fonte: Acervo do autor

Tabela 1- Largura média (média + desvio padrdo) (Mann-whitney U, com teste de
Wilcoxon W a posteriori, comparando a biometria das gdnadas e mesonefros de
natimortos machos e fémeas de Eretmochelys imbricata com (p < 0,05).

Largura (um)
Direito Esquerdo

Gobnada

Macho 63,48 + 17,66 " 61,11 + 14,96

Fémea 71,79 £ 17,67 66,86 + 20,74 "
Mesonefro

Macho 215,39 + 42,64 " 187,93 + 62,02

Fémea 207,71 + 36,43 201,81 +31,31™s

*/s n4o significativo (p<0,05).

5.3- Microscopia das gbnadas
5.3.1- Gonada

Ao analisar as gbnadas, observou-se que no ovario a presenca de cortex (C) bem
desenvolvido, medula (M) densa, organizacdo irregular e rica em tecido intersticial
(Figura 8A, C). Nos machos, uma medula organizada com a presenca de tubulos

seminiferos e uma regido cortical escassa ou inexistente (Figura 8B, C).
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Relacionado as caracteristicas microscéopicas encontradas nas fémeas, o cortex €
recoberto por um epitélio cuboidal estratificado, que abriga células que compde os leitos
germinativos. Os leitos germinativos sdo cobertos por epitélio cuboidal, semelhante ao
epitélio germinativo dos mamiferos, circundado internamente por tecido conjuntivo
(Figura 8C). No coértex dos ovérios, foram visualizadas estruturas semelhantes a foliculos
primordiais formados por Unica camada de celulas planas que envolviam uma célula de
nucleo amplo, fracamente corado apresentando granulos de cromatina dispersos no
nucleoplasma, a qual foi identificada como ovogénia (Ov) (Figura 9C). O citoplasma da
ovogonia (Ov) foi visto de forma reduzida, disforme e relativamente acidéfilo. As
estruturas foliculares que alojavam as ovogonias (Ov) estavam sustentadas por um tecido
conjuntivo frouxo infiltrado por vasos sanguineos (Vs) de pequeno calibre. A regido
medular é marcada pela presenca de muitos vasos sanguineos (Vs) e algumas lacunas (L).
As lacunas (L) sdo heterogéneas em tamanho e seu conteudo pode ser granulado ou

acidofilo e envolvidos por tecido conjuntivo frouxo (Figura 8 E).

J& nos cortes transversais de gonadas de macho, observou-se que sdo revestidos
por uma camada de células planas, sustentadas por uma faixa fibrosa de tecido conjuntivo
e com uma medula preenchida com tubulos seminiferos (Ts), estes possuindo na sua luz
células esféricas, que foram identificadas como células espermatogénicas e também raras
celulas, com citoplasma ramificado, com nucleo claro e ovoide, apresentando um
nucléolo bem visivel e citoplasma disperso, reconhecidas como as células de Sertoli (CS)
(Figura 8D).

Os tubulos estavam circundados por células fusiformes semelhantes as células
mioepiteliais (Cm) e ligados uns aos outros em uma bainha de tecido conjuntivo, a
membrana basal (Mb). No intersticio (I), entre as fibras de tecido conjuntivo, foram
visualizadas algumas células poliédricas, com nucleo grande, arredondado e central,

identificadas como células de Leydig (Ly) e vasos sanguineos (Vs) (Figura 8D).

Vale ressaltar que pode ocorrer o desenvolvimento anormal da génada (casos de
intersexo), ou seja, caracteristicas dos dois sexos (Figura 3). Nesses casos ndo é possivel
visualizar um padrdo celular tanto na regido cortical, como na medular. Nessa condicéo,
observa-se estruturas que parecem com ovogénias (Ov) e canais semelhantes a tbulos
seminiferos (Ts) na medula e uma variacao no epitélio germinativo, regides com epitélio

estratificado e outras com camada celular simples (Figura 9).
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Figura 8- Fotomicrografia de gonadas de natimortos de Eretmochelys imbricata A-
Gonada de uma fémea. B — Gonada de um macho. C — G6nada de uma fémea em maior
aumento. D - Gonada de um macho em maior aumento. E — G6nada de fémea em maior
aumento. F — Gonada de macho em maior aumento. C (Cértex); M (Medula); Lg (Leito
germinativo); Vs (Vasos Sanguineos); Ov (Ovogénia); L (Lacunas); Ts (Tubulos
Seminiferos); CS (Células de Sertoli); cM (Células Mioepiteliais); Ly (Células de
Leydig; | (Intersticio); Mb (Membrana Basal), Hematoxilina e eosina.

i:-'}"‘-‘¢'~.‘
> 3
-~

. ¥
: L 4 {g/




40

Figura 9- Fotomicrografia das génadas de filhotes natimortos de Eretmochelys imbricata
apresentando intersexo. A — Goénada de filhote intersexo. B- Gonada de de filhote

intersexo em maior aumento. E: epitélio; M: Medula; Ts: Tubulo seminifero; L lacuna;
Ov: Ovogonia.
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5.3.2- Ducto paramesonéfrico

O ducto paramesonéfrico nas fémeas é revestido por epitélio colunar simples e
células cubicas altas, com perfil arredondado com I[imen aberto e mesentério fino e longo.
Nos machos, apresenta-se revestido por células cubicas baixa, com perfil eliptico
alongada e caracterizado pela auséncia de limen, mesentério curto e largo (Figura 10A-
D).

Outra estrutura que através da avaliacdo histologia é possivel realizar a diferencial
sexual séo os apéndices (Ap). Os apéndices sdo uma continuidade do tecido dos ovidutos.
Nas fémeas os apéndices apresentam um anel de ligacao (Al) com oviduto com uma maior
quantidade de células quando comparadas com o Al dos machos, que cria um sitio de
anelamento com poucas células. Além disso, a extremidade (Ex) dos apéndices também
apresenta diferencas entre os sexos. Nas fémeas as Ex sdo pontiagudas, ja nos machos as

celulas se rearranjam formando uma estrutura arredondada (Figura 10 EF).
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Figura 10- Fotomicrografia dos ductos paramesonéfrico de natimortos de Eretmochelys
imbricata A- Ducto de uma fémea. B — Ducto de um macho. C — Regido central do ducto
de uma fémea. D - Regido central do ducto de um macho. E — Apéndice de uma fémea.
F — Apéndice de um macho. Mt (Mesentério); O (Ducto); Ap (Apéndice); Lu (Lumen);
Ca (Células Cubicas Altas); Cb (Células Cubicas Baixas), Al (Anel de ligagdo), Ex
(Extremidade), Hematoxilina e eosina.

20 um 20 ym
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5.3.3 Critérios microscopicos de identificacdo das gbnadas e anexos

Vaérios critérios microscépicos foram utilizados para avaliagdo do dimorfismo
sexual das amostras em estudo, como: morfologia do ducto paramesonéfrico, estruturas
que alojam as células germinativas, morfologia das células do cortex e medula,

morfologia das células germinativas e da extremidade distal de cada gbnada (Tabela 2).

Além disso, as andlises microscopicas permitiram identificar o sexo dos
espécimes coletados no presente trabalho, onde observou-se uma proporcao de razao

sexual 5:1 fémeas para macho.

Tabela 2- Critérios microscopicos de identificacdo das gbdnadas e anexos da

Eretmochelys imbricata,

Critérios Macho Fémea

Arredondado,
revestido por células
clbicas altas e
presenca de apéndice

Alongado, revestido por
celulas

CUbicas baixas e presenca de
apéndice curto

Ducto paramesonéfrico

longo
Constituido por tdbulos ch;(r:]aclilz;?s:n te na
Estruturas do leito seminiferos de luz dilatada fe iéop
germinativo presentes g

cortical, proximo ao
epitélio germinativo
Epitélio cuboide
estratificada;
Foliculos com epitélio
formado por células

em todo a gonada

Pouco desenvolvido ou

Cortex (Epitélio) inexistente.

cUbicas
Nos tubulos seminiferos, com
células de nucleo esférico, Vasos: epitélio
presenca de nucléolo e pavimentoso simples;
citoplasma rico em Lacunas: envolvidas

Medula .. ) L
prolongamentos apicais e uma por tecido conjuntivo

membrana basal com células  frouxo, revestidas por
achatadas semelhantes as células pavimentosas
celulas mioides

A maioria
, A Esféricas e aderidas ao posicionada na regido
Células germinativas s . ..
epitélio cortical, proximo a
dos tubulos seminiferos lacunas e vasos
sanguineos
Extremidade distal da
Contorno obtuso Contorno agudo.

gbnada
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5.3.4- Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Foram analisadas as microfotografias do testiculo e ovario de filhotes recém

eclodidos.
5.3.4.1- Machos

Nos machos, os tabulos seminiferos estavam formados (Figura 11 A, B), e uma
luz foi visualizada no centro do tdbulo. Associado aos tdbulos também foi possivel
identificar a lamina basal. Células pavimentosas com caracteristicas de células mioides
foram identificadas em intima associacdo com a lamina basal. (Figura 11 B). No interior
do tubulo foram observadas células piramidais com pouca heterocromatina, citoplasma
apical nucleo aproximadamente triangular e basal com nucléolo evidente, caracteristicas
essas de célula de Sertoli (CS) (Figura 11 A). No tecido conjuntivo intersticial foram
observadas células com caracteristicas de funcdo enddcrina com vesiculas eletrodensas
em seu interior, levando a sugerir que se trata de uma Célula de Leydig (Ly) (Figura 12
B). As Ly apresentavam nucleo arredondado, heterocromatina distribuida irregularmente
e a presenca de um nucléolo proeminente. Além disso, também foi possivel observar
células de leydig com goticulas lipidicas associadas a vasos sanguineos (Vs) (Figura 11
C).

5.3.4.2- Fémeas

As células do epitélio germinativo sdo distribuidas aleatoriamente no cortex
(Figura 12 A). O estroma consiste em uma associacdo de vasos sanguineos, lacunas,
fibroblastos, fibras de colageno e musculo liso e células da linhagem germinativa (Figura
12 C). As lacunas sdo heterogéneas em tamanho e apresenta material amorfo no seu
interior. Na maioria das vezes esta associada a vasos sanguineos e células germinativas,
no caso as ovogonias (Figura 12 C). Também é possivel visualizar a presenca de celulas

intersticiais secretoras (Cl) que apresentava goticulas lipidicas (Figura 12 A B C)

No que se refere a linha germinativa, é possivel observar células forma oval ou
redondas grandes, com nucleo conspicuo e ndo central, citoplasma abundante, o qual foi

caracterizada como ovogonias (Ov) (Figura 12 A).
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Figura 11 Eletrofotomicrografia de gonadas de machos natimortos de Eretmochelys

imbricata A- Tubulo seminifero. B- Célula de Sertoli. C — Regido testicular. D —
Intersticio. TS: (Tubulo seminifero); CS: (Célula de Sertoli); Ly (Células de Leydig); Ei
(Espaco intersticial); Circulo vermelho (Célula mioide); Vs: Vasos sanguineos.
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Figura 12- Eletrofotomicrografia de génadas de fémeas natimortas de Eretmochelys
imbricata A- Regiéo cortical, leito germinativo e estroma. B — Estroma. C- Estroma. Ov
(Ovogonias); CI (células intersticiais); Eg (Epitélio germinativo); Vs (Vaso sanguineo);

F (Fibroblasto); Fc (Fibras de colageno); Cs (Células sanguineas).
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6-DISCUSSAO

O referido trabalho descreve a morfologia gonadal de filhotes natimortos de
Eretmochelys imbricata a partir da coleta de natimortos adquiridos de ambiente natural
da praia de Cabo de Sdo Roque, Rio grande do Norte, Brasil. Nessas condi¢des, a
observacao macroscopica mostrou formas alongadas para as génadas das fémeas e ovoide
para as gbnadas dos machos, sendo uma alternativa vidvel de identificar o sexo em
filhotes recém eclodido de Eretmochelys imbricata. Além disso, as gbnadas de filhotes
récem-eclodidos fémeas dessa espécie sdo, superficialmente, mais vascularizadas do que
as dos machos. Por meio das analises de microscopia de luz, verificou-se nos machos uma
com tabulos seminiferos e fémeas com ovogdnias dispostas em foliculos em organizag&o.
Na andlise ultraestrutural evidenciou -se que nos machos no interior do tabulo foram
observadas células piramidais com pouca heterocromatina, citoplasma apical nucleo
alongado e basal com nucléolo evidente caracteristicas essas de célula de Sertoli (CS).
No tecido conjuntivo intersticial foram observadas células com caracteristicas de fungdo
enddcrina com vesiculas eletrodensas em seu interior, levando a sugerir que se trata de
uma Célula de Leydig (Ly). As Ly apresentavam nucleo arredondado, heterocromatina
distribuida irregularmente e a presenca de um nucléolo proeminente. E nas fémeas o
estroma consiste em uma associacao de vasos sanguineos, lacunas, fibroblastos, fibras de
colageno e masculo liso e células da linhagem germinativa. As lacunas sdo heterogéneas
em tamanho e apresenta material amorfo no seu interior. Na maioria das vezes esta
associada a vasos sanguineos e células germinativas. As ovogonias foram caracterizadas
como células com forma oval ou redondas grandes, com nucleo conspicuo e ndo central
e citoplasma abundante.

A macroscopia das gbnadas tem sido utilizada para identificagdo do sexo de
tartarugas. Malvasio et al. (2002) estudando Podocnemis expansa observaram que as
gbnadas das fémeas se apresentavam mais ovoides, enquanto nos machos se mostravam
mais alongadas. Em tartarugas marinhas, Wyneken et al., (2007) ao estudar filhotes de
Caretta caretta observou que as gonadas estdo emparelhadas e localizadas dentro da
cavidade celdmatica, caudal aos pulmdes e anexado ao peritbnio. Os machos possuem
uma gdnada com forma ovoide, pouca mobilidade, cor amarela e com superficie lisa, ja
as fémeas, as gbnadas dobravam-se sobre si, apresentam uma flexibilidade, cor creme e
com uma superficie lisa com alguns pontos granular. As gbnadas de E. imbricata

apresentaram diferenca de forma, aspecto e coloragéo em relagéo ao sexo. Nos machos,



48

as gonadas também foram identificadas com superficie lisa, com cor branco opaco e
formato aproximadamente ovoide. Além disso, apresentavam-se aparentemente mais
estreitas que os ovarios e geralmente ndo aderida a toda extensdo do mesonefro. Nas
fémeas, as gonadas possuiam um aspecto granuloso, como uma estrutura com coloragéo
variando de esbranquicada para translucida e com forma fusiforme alongada
acompanhando toda extensdo do mesonefro. Também foi possivel observar que a gbnada
das fémeas é mais vascularizada do que as dos machos, além de possuirem vasos com
uma maior dilatacdo, o que explicaria o aspecto granular observado, pois ele pode estar
associado a vasos linfaticos ou foliculos em desenvolvimento (WYNEKEN et al., 2007).
Portanto, nessa espécie a avaliacdo macroscopica gonadal se mostrou uma alternativa

viavel para determinar o sexo de animais recém-eclodidos.

A morfometria gonadal também tem sido utilizada para identificacdo do sexo de
animais juvenis. Malvasio et al. (2011) verificaram que existem diferencas significativas
entre as medidas (comprimento e largura) das gdnadas de machos e fémeas natimortos de
P. unifilis. J& Gradela et al., (2020) notaram variacdo apenas na largura dos ovidutos do
antimero direito e largura do antimero esquerdo de Trachemys scripta elegans. Fernandes
Araujo Chaves et al., (2020) verificaram que ocorriam alteracfes até mesmo dentro do
mesmo sexo em Kinosternon scorpioides, pois 0s machos variavam em relacdo ao
diametro tubular e luminal e altura epitelial dos testiculos, epididimo e ductos deferentes
apresentou alteracdes ao longo dos periodos estudados. A mensuracao da maior largura
das gbénadas e mesonefros foi utilizada nesse estudo para verificar se existiu diferenca
significativa entre as gébnadas masculina e feminina. No entanto, apesar das gdnadas
femininas serem mais largas ndo houve diferenca estatistica significativa em relacdo as
gbnadas masculinas, bem como a largura dos mesonefros direito e esquerdo. 1sso mostra
que apenas a utilizacdo da morfometria das gbnadas e mesonefro néo é o suficiente para

determinar o sexo em filhotes natimortos de E. imbricata.

Nesse contexto, a histologia gonadal ainda é o método mais seguro para
identificacdo do sexo em tartarugas (SONMEZ et al., 2016), pois a organizagio
microscopica parece se manter semelhantes entre as espécies. A histologia gonadal ja foi
descrita em tartarugas marinhas e de &gua doce, como Podocnemis expansa e Podocnemis
unifilis (MALVASIO et al., 2012), Caretta caretta (WYNEKEN et al., 2007; MENDES
et al., 2017), Chelonia mydas (MARQUES, 2014) e Lepidochelys olivacea

(VASCONCELOQOS, 2017). Em geral para essas espécies, 0s autores observaram que as
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fémeas apresentavam um coOrtex bem desenvolvido, rico em leitos germinativos e
presenca de ovogonias e uma regido medular estruturalmente desorganizada, sendo
observada uma vascularizacdo evidente e espacos a qual foi caracterizado como lacunas.
Enquanto, nos machos, uma medula preenchida de forma organizada com tdbulos
seminiferos, vasos sanguineos, células de sertoli e leydig. Em E, imbricata observou-se
uma organizacdo microscopia semelhante para as gonadas de filhotes recém eclodidos.
No entanto, esse é o primeiro trabalho que descrever a ultraestrutura das génadas de
natimortos dessa espécie. A avaliacdo ultraestrutural confirmou nossos achados

microscopicos descritos para essa especie.

Os ductos paramesonéfricos sdo um par de ductos do embrido que descem a partir
do tecido mesodérmico. Nas fémeas, desenvolvem-se para formar os ovidutos, e nos
machos eles regridem (WYNEKEN et al., 2007). Kondak (2012) evidenciaram uma
variacdo na organizacdo estrutural na parede dos ductos de filhotes recém eclodidos de
Chelonia mydas ao estudarem a determinacédo sexual da espécie. Miller & Limpus (2002)
e Ceriani & Wyneken (2008) observou em Caretta caretta, Chelonia mydas e
Dermochelys coriacea que as células dos ductos dos machos eram densas e desorganizada
e que a ligacdo ao rim era curta. Em E, imbricata observamos caracteristicas histoldgicas
semelhantes. Nas fémeas, 0 ducto apresentava-se revestido internamente por epitélio
colunar simples, o limen deste ducto aberto e mesentério longo e fino. Sendo assim,
eventualmente diferenciados dos machos, onde eles apresentavam auséncia de Iumen e
um mesentério curto e largo. Dessa forma, na auséncia de tecido gonadal, o ducto
paramesonéfrico, seria um tecido de eleicdo para reconhecimento de sexo, visto que

apresentam diferencas entre 0os machos e as fémeas.

Outra estrutura visualizada na microscopia de luz e que pode ser utilizada para
diferenciacdo sexual em filhotes récem eclodidos é o apéndice do ducto paramesonefrico.
Os apéndices sdo uma continuidade do tecido do oviduto. Nas observagfes feitas por
Malvasio et al. (2012), o apéndice remanescente em Podocnemis expansa mostrava-se
variar entre 0s sexos e 0 mesmo tinha um comprimento proporcional a largura do oviduto.
No presente estudo com E. imbricata, observamos que essa estrutura apresentava
variagdes entre 0s sexos. Onde nas fémeas sdo curtos e largos na base, apresentando uma
extremidade pontiaguda e nos machos uma base afunilada, apresentando-se de forma
alongada com uma extremidade arredondada. Dessa forma, os apéndices demostram ser

uma estrutura vidvel na identificacdo sexual.



50

Embora histologicamente as génadas dos machos e fémeas de tartaruga sejam
diferentes durante a vida adulta, existem casos em que o individuo récem-eclodido ou
natimorto pode apresentar rudimentos das estruturas caracteristicas dos dois sexos
(SCHROEDER et al., 2016). Durante a identificacdo do sexo estes individuos sao
considerados intersexos. O termo refere-se a um individuo de qualquer espécie que exibe
ambas as caracteristicas de sexo masculino e feminino (LIMPUS et al., 2009; DIAZ-
HERNANDEZ et al., 2020). Ao avaliar microscopicamente as gbnadas de filhote récem-
eclodido de E. imbricata, notamos que 2 individuos apresentavam caracteristicas
celulares de ambos os sexos, como ovogobnias, tubulos seminiferos e cortex. Isso
dificultou a determinacdo sexual desses individuos. Esse evento acontece, pois durante
algum tempo durante a vida embrionaria ocorre um estagio que a génada se apresenta
bipotencial, com caracteristicas de ambos 0s sexos e no qual a temperatura tera papel
importante no desenvolvimento (WARNER et al., 2020). Além disso, as gbnadas podem
apresentar variagcbes no tamanho sem mostrar caracteristicas especificas de ovéarios ou
testiculos, podendo ser facilmente confundida, apresentando um grau consideravel de
potenciais membros de ambos os sexos (MARQUES, 2014). No entanto, esse cenario de
intersexismo parece ndo ser definitivo, onde posteriormente as gdnadas se tornam
especificamente testiculos ou ovarios, mantendo somente estruturas acessérias adequadas
para um sexo ou outro e as que ndo sao pertinentes, geralmente cessam o desenvolvimento
e pode ser reabsorvida (DIAZ-HERNANDEZ et al., 2017). Dessa forma, esse fator, bem
com plano de corte histolégico, por nem sempre dispor as gbnadas no sentido
longitudinal, ou deixando somente o mesonefro em evidéncia, comprometem a

identificacdo sexual por meio da microscopia de luz.

As observacOes ultraestruturais, foi visualizado uma estrutura condizente com
lacunas. As lacunas sao estruturas eletrodensas, situadas muito préximas as ovogonias e
associadas aos vasos sanguineos (PEREZ-BERMUDEZ et al., 2010). Essas estruturas
devido a sua localizacdo, representa um espago para a expansao das ovogonias durante o
desenvolvimento e uma rota de fuga para o aumento da pressdo arterial na goénada e
também podem servir de sustentacio para as células germinativas (PEREZ-BERMUDEZ
etal., 2012). As caracteristicas observadas no sistema lacunar de filhotes récem-eclodido
de E. imbricata condiz com a literatura, pois através das imagens ultraestruturais
observou-se que elas estava associadas a vasos sanguineos e a ovognias, levando a supor

que a mesma poderia participar da nutricdo gonadal e um local para desenvolvimentos
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das células germinativas, apoiando assim, o resultado encontrado por Chen et al., (1998),

onde os autores disseram que este sistema poderia participar da nutricdo gonadal.

A visualizagdo do processo de esteroidogénese nas células é fundamental, pois
durante a fase embrionaria, a via metabdlica dos estrogénios se inicia nas células
esteroidogénicas, nas quais ha sintese de horménios sexuais precursores, a partir do
colesterol (BARBAGALLO, 2020). Os horménios esteroides captados por receptores de
lipoproteinas nas membranas plasmaticas e transportados para o interior das
mitocondrias, onde sofrerdo reducdo dos atomos de carbono pela enzima aromatase,
produzida pelo gene termosensivel P-450, constituindo-se um elemento importante
durante a fase embrionéria para a diferenciacdo sexual. Esta enzima age na génada
convertendo substrato de esteroide andrdégeno em estrogeno, desempenhando um papel
fundamental em muitas funcGes bioldgicas que dependem deste hormonio, incluindo a
diferenciacdo sexual de embrides em desenvolvimento (CANESINI et al., 2018). No que
se refere as células esteroidogenicas, evidenciou-se células com ultraestrutura indicativa
de fungdo enddcrina tanto nos testiculos com nos ovarios de E. imbricata. As células
esteroidogenicas apresentavam citoplasma marcado por vesiculas eletrodensas, descritas
previamente em células esteroidogenicas no ovario e testiculo de tartarugas como
Podocnemis expansa (MAGALHAES et al., 2017), Pelodiscus sinensis (TARIQUE et
al., 2019). Essas vesiculas representam o acimulo de ésteres de colesterol utilizados como
substrato para sintese de horménios esteroides (XIONG et al., 2020). A presenca dessas
células com citoplasma preenchido por essas vesiculas e a relacdo dessas células com
vasos sanguineos e células germinativas sdo indicativos que as gbnadas estdo em alto

processo de diferenciagéao.

Mascarenhas et al. (2005) ao estudar a influéncia da temperatura na razéo sexual,
verificaram na costa da Paraiba, uma maior proporcdo de fémeas (6:1) para Chelonia
mydas.Ja Simdes etal. (2014) relatou uma ocorréncia de (6:1) para o litoral
pernambucano, especificamente para a Praia de Merepe, onde os resultados dos seus
estudos mostraram que as condi¢Oes edafloclimaticas do local tendem a gerar um maior
namero de filhotes fémeas. Nas observacdes feitas no presente estudo com E. imbricata,
foi observada uma proporgdo de razdo sexual de (5:1) fémeas para macho, a mesma
proporcao foi confirmada por meio da analise microscopica. Mostrando que as alteragoes

climaticas podem estar influenciando o aumento do nascimento de fémeas de E. imbricata
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do litoral nordestino. Assim, a avaliacdo da temperatura se mostra um passo valioso e de

grande aplicabilidade no plano de manejo e conservacao das populagdes desta espécie.
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7-CONCLUSOES

A observacdo macroscépica mostrou formas alongadas para as génadas das
fémeas e ovoide para as gdnadas dos machos, sendo uma alternativa vidvel de identificar
o0 sexo em filhotes recém eclodido de Eretmochelys imbricata. Além disso, as gbnadas de
filhotes natimortos fémeas dessa espécie sdo, superficialmente, mais vascularizadas do

que as dos machos.

Dessa forma, tanto a avaliagdo macroscopica, microscépica e ultraestrutural se
mostram técnicas efetivas e de confianca para a identificagdo sexual em filhotes
natimortos. Também vale salientar que na auséncia das génadas a analise microscopica
dos ductos paramesonéfricos e dos apéndices dos ductos representam uma alternativa

para identificacdo sexual na espécie em questdo.
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1 | Prezado pesquisador, O local propasio para sua pesguisa poderd sobeeoor a uma drea ji monitorada pos outras instiicBes. TAMAR VitdriaES
Diante do exposts, recomends que faca contalo prévio com scsas insSluigies. Az atividades de marcacio de tararugas
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2 | Praia Cabo de Sio Rogue Maxaranguape-RN Marinho Nao Fora de UC Federal
3 | Praia de Maracajad Maxaranguape-RN Marinho Nao Fora de UC Federal
4 | Praia de Caradbas Maxaranguape-RN Marinho Nao Fora de UC Federal
5 | Praia de Porto-Mirim Ceara-Mirim-RN Marinho Nao Fora de UC Federal
& | Praia de Murid Ceard-Mirim-RN Marinho Nao Fora de UC Federal
7 |Praia de Jacuma Ceara-Mirim-RN Marinho HNao Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
# | Atividade Téaxon Qtde.
1 | Coletaftransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Caretta caretta 5
2 | Coletaltransporte de amestras bioldgicas in situ Caretta caretta -
3 | Marcagdo de animais silvestres in situ Carelta caretta -
4 | Captura de animais silvestres in situ Caretta caretta -
5 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Chelonia mydas -
6 | Coletaltransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chelonia mydas 20
7 | Captura de animais silvestres in situ Chelonia mydas -
8 |Marcacio de animais silvestres in situ Chelonia mydas -
9 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvesire in situ Demachelys coriacea 1
10 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Demochelys coriacea -
11 | Marcagao de animals silvestres in situ Demochelys conacea -
12 | Captura de animais silvestres in situ Demochelys conacea -
13 | Coletaftransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Eretmochelys imbricata 15
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Dados do titular

Mome: Lucas Gabriel Verissimo Pinheiro da Silva
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Titulo do Projeto: Projeto Tartarugas ao Mar
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Atividades X Taxons

# |Atividade Téxon Qtde.
14 | Coletajtransporte de amastras bioldgicas in situ Eretmochelys imbricata -

15 | Captura de animais silvestres in situ Eretmochelys imbricata -

16 | Marcagio de animais silvestres in situ Eretmochelys imbricata -

17 | Captura de animais silvestres in situ Lepidochelys olivacea -

18 | Coleta/transporte de amastras bioldgicas in situ Lepidochelys olivacea -

19 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Lepidochelys olivacea 10
20 | Marcacio de animais silvestres in situ Lepidochelys olivacea -

Materiais e Métodos

# |Tipo da Método (Grupo taxondmico) Materials

1 | Amostras bicldgicas (Tartarugas marinhas) Animal encontrado morto ou partes (carcaga)ossofpele, Fezes, Ovos,
Sangue, Regurgitacio/conteldo estomacal, Fragmento de
tecido/drgao

2 |Métado de captura/esleta (T, as marinhas) Captura manual

3 | Método de marcagao (Tartarugas marinhas) Anilha, Foto-identificacao

Destino do material biolégico coletado

# |MNome local desting Tipo destino

1 [ASSOC. DE PROTEGAO E CONSERVAGAO AMBIENTAL CABO COutrs

DE SAO ROQUE
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