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RESUMO

RESUMO: Pesquisas sobre a morfologia das gonadas de aves silvestres sdo escassas e, 0s
relatos existentes, sdo limitados a poucas espécies. A Rhea americana € uma ave silvestre que
possui importancia cientifica significativa, devido a sua notavel adaptabilidade em cativeiro e
valor zootécnico para a producdo de carne, couro e penas. Estas aves ainda ndo despertaram a
atencdo dos 6rgdos governamentais para viabilizar sua exploracdo com fins comercial,
possivelmente pelo fato de que ainda possam existir varios aspectos de sua biologia, manejo
zootécnico e sanitario a serem conhecidos. Objetivou-se por meio desta pesquisa avaliar
morfologica e morfometricamente o desenvolvimento dos 6rgdos genitais masculinos da ema
(Rhea americana). Para o desenvolvimento do estudo foram utilizadas 18 emas criadas em
cativeiro, separadas em grupos por idade, sendo 3, 6, 9, 12, 15 e 18 meses. Apds a eutanasia
dos animais, os 6rgaos do aparelho genital masculino foram pesados em balanga analitica,
mensurados com paquimetro digital os seguintes parametros morfométricos: comprimento,
largura, volume e processados posteriormente para analise microscopica. Posteriormente,
foram elaboradas laminas para avaliagdo microscopica do parénquima testicular. Com base nos
estudos morfoldgico, observou-se que 0s 6rgdos genitais masculinos de emas sdo pares e estdo
localizados simetricamente de cada lado da linha média corporal, no interior da cavidade
celomatica e sdo constituidos de dois testiculos, dois epididimos, dois ductos deferentes e um
orgdo copulador. Os testiculos sdo revestidos por uma tdnica albuginea delicada, muitos tabulos
seminiferos e escasso tecido intertubular. No epitélio seminifero foram observadas as células
de Sertoli, espermatogobnias e espermatides, em diferentes etapas de diferenciacdo testicular. O
ducto deferente, tem parede fina e constituida pelas tinicas mucosa, muscular e adventicia e
estende-se do epididimo até a cloaca, onde se abre no urodeo, por meio da papila do ducto
deferente. De acordo com as fotomicrografias, os tibulos seminiferos em cortes transversais,
apresentavam formas quase circulares em diferentes fases do ciclo do epitélio. Quando
analisadas as densidades dos tubulos seminiferos, epitélio intersticial e luz tubular da Rhea
americana, esta apresentou diferenca de acordo com a idade dos animais, demonstrando o
aumento dos tubulos seminiferos e luz tubular, seguido da reducédo do espaco intersticial, com
0 aumento da idade do animal. Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que, ao analisar
macro e microscopicamente as medidas morfoldgicas e morfométricas do sistema reprodutor
masculino de Rhea americana, em diferentes idades de crescimento, verificamos que, de acordo
com a idade, foram observadas alteracdes morfoldgicas na estrutura dos testiculos. Desta forma,
podemos contribuir para a biologia da espécie, favorecendo o conhecimento que propiciem a
manutencdo da reproducdo em cativeiro e perpetuacdo da espécie no sistema de producao,
conseguindo-se assim um aumento na produtividade e na viabilidade da Rhea americana.

Palavras-chave: Macroscopia, Microscopia, Testiculos, Espermatogénese, Rhea.



ABSTRACT

ABSTRACT: Research on the morphology of wild bird gonads is scarce and the existing
reports are limited to a few species. The Rhea americana is a wild bird of significant scientific
importance, due to its remarkable adaptability in captivity and zootechnical value for the
production of meat, leather and feathers. These birds have not yet attracted the attention of
government agencies to enable their exploitation for commercial purposes, possibly due to the
fact that there may still be several aspects of their biology, zootechnical and sanitary
management to be known. The goal of this research was to evaluate the development of the
male greater rhea (Rhea americana) genital organs morphologically and morphometrically. For
the development of the studies, 18 greater rheas raised in captivity were used, divided into
groups by age, been 3, 6,9, 12, 15 and 18 months old. After the animal’s euthanasia, the male
genital organs were weighed on an analytical scale, the following morphometric parameters
were measured with a digital caliper: length, width, volume and subsequently processed for
microscopic analysis. Posteriorly, slides were prepared for microscopic evaluation of the
testicular parenchyma. Based on morphological studies, it was noticed that the male greater
rhea genital organs are paired and are located symmetrically on each side of the body midline,
inside the coelomic cavity and are made up of two testicles, two epididymis, two deferent ducts
and one copulatory organ. The testes are covered by a delicate tunica albuginea, many
seminiferous tubules, and sparse intertubular tissue. In the seminiferous epithelium Sertoli cells,
spermatogonia and spermatids were observed in different stages of testicular differentiation.
The vas deferens, has a thin wall and consists of the mucous, muscular and adventitia tunics
and extends from the epididymis to the cloaca, where it opens into the urodeum, through the
papilla of the vas deferens. According to the photomicrographs, the seminiferous tubules in
cross-sections, presented almost circular shapes in different phases of the epithelial cycle. When
analyzing the densities of the seminiferous tubules, interstitial epithelium, and tubular lumen of
Rhea americana, this proved difference according to the animal’s age, demonstrating the
increase of seminiferous tubules and tubular lumen, followed by the reduction of the interstitial
space, with the increasing age of the animal. With the obtained results, it is concluded that,
when analyzing macro and microscopically the morphological and morphometric
measurements of the male reproductive system of Rhea americana, at different ages of growth,
we verified that, according to age, morphological alterations were observed in the structure of
the testicles. In this way, we can contribute to the biology of the species, amplifying the
knowledge that favors the maintenance of reproduction in captivity and perpetuation of the
species in the production system, thus achieving an increase in the productivity and viability of
Rhea americana.

Keywords: Macroscopy, Microscopy, Testicles, Spermatogenesis, Rhea.
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1 INTRODUCAO

A ema pertence a um grupo representativo de aves silvestres, as ratitas, apresentando
caracteristicas anatémicas e fisioldgicas que a diferenciam das aves carinatas, entre as quais:
auséncia de quilha no osso esterno, a perda da capacidade de voo, ndo possuem glandula
uropigiana, e suas fezes e urina estdo separadas na cloaca (SICK, 1997). Taxonomicamente
pertencem a ordem Rheiforme, familia Rheidae, género Rhea e espécie Rhea americana
(MENDES 1997).

A Rhea americana americana € uma das trés subespécies de Rhea americana descritas no
Brasil e habita biomas como cerrado e a caatinga. S&o consideradas, as aves mais primitivas, sob o
ponto de vista filogenético e por tanto o grupo mais antigo dentre as aves (PACHECO, 2004). Sado
espécies diurnas gregarias, com os machos sendo territoriais e mantendo estruturas sociais
poligamas durante a estacédo de reproducéo, onde o cuidado parental € realizado exclusivamente
pelo macho, com as fémeas restringindo seus investimentos a producdo e postura de ovos
(COOPER et al., 2009).

A criacdo comercial de ema estd concentrada na producdo de carne como fonte de
proteina animal, especialmente pelo seu perfil quantitativo de lipidios, ja que a carne apresenta
menor indice cal6rico quando comparado com as carnes bovinas, suinas e aviarias (frango),
proporcionando baixo teor de colesterol a carne e maciez, configurando como um produto
saudavel, sendo uma boa opcdo para o consumo humano (PEREIRA et al., 2006) aspecto
importante para justificar a sua criacdo em sistemas sustentaveis de producdo. Além da
potencialidade econdmica e do fornecimento de matérias-primas que a criacdo de Ratitas em
escala comercial pode produzir, como penas, couro, carne, bem como a criacdo em cativeiro
também pode auxiliar na conservacgdo desse animal uma vez que seus habitats naturais estdo
cada vez mais devastados (SA-FILHO et al., 2018).

Os trabalhos que envolvem a morfofisiologia da ema sdo importantes do ponto de vista do
manejo zootécnico e sanitario, pois fornecem dados que servem de subsidios para a tomada de
atitudes que visam & preservacdo e manutencao dessa especie criadas em cativeiro (PEREIRA et
al., 2006), bem como pode contribuir em procedimentos clinicos-cirargicos. Esses estudos
possibilitam o desenvolvimento de modelos que podem viabilizar sua criagdo em habitats artificiais,
bem como permitir o desenvolvimento de modelos sustentaveis para exploragdo comercial, pois
propiciam o estabelecimento de planos de manejo zootécnico, sanitério e alimentar (NOGUEIRA
FILHO; NOGUEIRA, 2000).

REBOU¢AS, C. E. V., 2023
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A literatura fornece algumas informacgfes acerca de pesquisas desenvolvidas com o
sistema reprodutor de emas, como a descri¢do do aparelho reprodutor feminino (PARIZZI et
al., 2007), da morfologia dos oOrgdos genitais masculinos (SANTOS et al., 2011) e da
espermatogénese (FRENEAU et al., 2016). No entanto, pouco se sabe sobre a cronologia
morfoldgica reprodutiva, tais como o processo espermatogénico entre as idades de trés a dezoito
meses dessa espécie. Dessa forma, considerando que a emas pode despertar importancia
econbmica e representa um animal de interesse cientifico e, ainda considerando a alta
frequéncia de lesGes traumaticas em individuos jovens e adultos criadas fora de seu habitat
natural (BELLO et al., 2017) o presente estudo visou ampliar o quantitativo de conhecimentos
existente sobre a populacéo de emas, gerando informacgdes que sejam relevantes para 0 manejo
reprodutivo e de modo indireto auxiliando com informacdes sobre a sua biologia.

Para melhor compreender a morfofisiologia do sistema reprodutor masculino de emas,
serdo apresentados nesta tese uma caracterizacdo geral da espécie, a morfologia dos 6rgaos
reprodutores masculinos de aves e os aspectos histolégicos do testiculo, com énfase na
espermatogénese, cronologia espermatogénica, caracteristicas dos tabulos seminiferos e do
volume parenquimatico testicular. A partir disto, serd possivel averiguar o desenvolvimento

pos-natal dos testiculos de ema e, desta forma, inferir sobre a biologia reprodutiva da espécie.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Os estudos sobre a morfologia e fisiologia da reproducdo das aves sdo relevantes por
permitirem que se conhega a dindmica reprodutiva de espécies domésticas e silvestres. Devido
a escassez de trabalhos sobre a morfologia reprodutiva de aves ratitas, € usual a apresentagdo
da morfologia reprodutiva das aves. Portanto, a presente revisdo traz uma abordagem referente
aos aspectos bioldgicos, anatdbmicos, histologicos e fisiologicos do aparelho reprodutor

masculino de algumas aves.

2.1  CARACTERIZACAO DA Rhea americana

Muitas formas diferentes de dimorfismo sexual sdo exibidas entre as aves, e tentativas
de explicar padrdes complexos de variagdo filogenética no dimorfismo aviério tém sido objeto
de consideravel debate desde Darwin (SZEKELY; LISLEVAND; FIGUEROLA, 2007).
Juntamente com o dicromatismo da plumagem, a diferenca mais 6bvia entre machos e fémeas
de muitas espécies de aves é o dimorfismo sexual do tamanho do corpo. Os machos sao
tipicamente o sexo maior nas aves e, embora o dimorfismo sexual do tamanho do corpo com
viés feminino ou o dimorfismo de tamanho sexual “invertido” seja comum em muitos
invertebrados e vertebrados pecilotérmicos, ele € exibido apenas em alguns grupos de aves,
notavelmente em aves de rapina (Falconiformes e Strigiformes), aves pernaltas
(Charadriiformes) e alguns outros taxa principalmente ndo passeriformes (JEHL; MURRAY,
1986).

A Rhea americana é uma espécie primitiva, descendente direta dos dinossauros,
pertence ao grupo das ratitas, classificada dentro da ordem Reiforme, familia Rheidae
(SARASQUETA, 1997). Pertence a superordem dos Paleognatos, apresentando caracteristicas
anatdmicas e fisioldgicas que a diferenciam das aves carinatas, entre as quais: auséncia de
quilha no osso esterno, a perda da capacidade de voo, ndo possuem glandula uropigiana, as
fezes e urina estdo separadas na cloaca (SICK, 1997) e musculos peitorais pouco desenvolvidos
(FOWLER, 1991). Sua altura em pé varia de 134 a 170 cm, pesando em média 34,4 kg 0s
machos e 32 kg as fémeas de massa corporal, sdo animais desprovidos inteiramente de cauda e
do osso pigostilo. O macho adulto possui um falo, que é posto para fora da cloaca com certa
frequéncia (NOVAES, 2002).
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Essa ave do continente americano de grande porte é encontrada no Brasil, Bolivia, Chile,
Argentina, Paraguai e Uruguai (Figura 1). Esse animal pertence a ordem Rheiformes, familia
Rheidae, na qual o género Rhea possui uma Unica espécie, a Rhea americana, sendo que no
Brasil podem ser encontrados trés subespécies: Rhea americana americana (Linnaeus, 1758),
encontrada do nordeste ao sudeste do pais; Rhea americana intermedia (ROTHSCHIELD;
CHUBB, 1914) e a Rhea americana albescens (LYNCH; ARRIBALZAGA; HOLMBERG,
1878), que habita os estados do centro-oeste, sudeste e sul brasileiro (MELLO, 1987; IUCN,
2019).

Figura 1: Mapa de distribuicéo e ocorréncia da ema (Rhea americana) e subespécies na América do Sul.

COLOMEB IA

PERU

Fonte: IUCN (2019).

Com a altura variando entre 1,4 e 1,7 m, a ema (Figura 2) é a maior ave da América do
Sul, onde o macho e a fémea podem atingir 35 e 32 kg, respectivamente. Existindo um discreto
dimorfismo sexual, 0 macho adulto, mais robusto, tem a cabeca mais perfilada e o pesco¢o mais
grosso, sendo negros a base do pescoco, o peito e a parte mediana do dorso, na regido proxima
a0 pescogo; o restante da plumagem tem coloragdo cinza pardacenta, sendo que ambos possuem

um corpo ovoide, com a por¢do posterior conica (SICK, 1986).
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Figura 2: Ema (Rhea americana, Linnaues, 1758).

Fonte: Acervo pessoal.

2.2  REPRODUCAO DA Rhea americana

O complexo sistema de acasalamento da ema (Rhea americana), descrito como uma
combinacdo de poligamia e poliandria sequencial, ou uma promiscuidade produzida por uma
mistura de ambos os sistemas mencionados anteriormente e poliandria simultanea, além de
defesa do harém, postura de ovos em comunidade e cuidados parentais masculinos
(FERNANDEZ; REBOREDA, 1998) o torna um modelo aviério interessante para o estudo de
padrdes sazonais de hormonios sexuais e sua correlagdo com os seus sistemas de acasalamento.

Esta ratita se reproduz sazonalmente de agosto a janeiro, sendo que o macho tem um
papel dominante na reproducdo. O periodo de reproducdo comecga com brigas entre 0s machos,
exibicdes de namoro e cépula (CODENOTTI; ALVAREZ, 2001). Nessa estacdo, de acordo
com Silva (2001), ocorrem mudancas de comportamento nas emas, principalmente nos machos,
onde cerca de trés meses antes do inicio da postura, se tornam bastante agressivos, apresentam
suas plumas do pescoco arrepiadas, vocalizando frequentemente e exibindo posturas e
movimentos caracteristicos. Nesta etapa iniciam-se as lutas pela dominancia do grupo. Estas

lutas ocorrem apenas entre machos e sdo0 muito importantes, pois através delas sdo geradas
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cargas hormonais que influenciam na fertilidade. Familias onde existe apenas um macho podem
ter a fertilidade afetada por falta das brigas.

A vocalizacdo € um som emitido somente pelos machos no periodo reprodutivo, para
atrair as fémeas e formar um harém. O comportamento executado pelos machos sao
movimentos giratérios em torno das fémeas, com asas abertas e voltadas para frente, cabeca
abaixada e plumas arrepiadas. Esses movimentos atraem as fémeas para 0os machos e estimulam
a copula. Apds o acasalamento, eles fazem os ninhos, assumem a incubacéo total dos ovos e
cuidam dos filhotes, os quais permanecem extremamente agressivos durante os primeiros dez
a quinze dias ap6s a eclosdo, com o objetivo de proteger a prole (HASENCLEVER et al., 2004).
Mais tarde, os machos constroem o ninho no chao, assume a incubagdo completa dos ovos, que
eclodem quase de forma sincrona apos 5 a 6 semanas. Ele os guia para a alimentacdo, fornece
calor, cobertura e protecdo contra predadores (NAVARRO; MARTELLA, 2002).

A taxa de ecloséo de ovos de Rhea americana é maior em condi¢des de cativeiro, 60%,
do que em semi-cativeiro, 45%, e em vida livre, 30% (NAVARRO e MARTELLA, 2002). Sick
(1986), afirma que os ultimos ovos postos pelas fémeas (em torno de 30% do total da postura)
ndo sdo férteis e que a incubacdo comeca, na natureza, cinco a oito dias apos as fémeas terem
iniciado a postura, que pode durar de 27 a 41 dias. O autor afirma que o embrido estd
completamente formado ao 27° dia de incubac&o, e que o cheiro ativo exalado pelos ovos em
eclosdo atrai grande nimero de moscas, que 0s recém-nascidos cacam em torno de si; além
disso comem avidamente as fezes do pai, durante este periodo.

O sucesso reprodutivo de emas, Rhea americana, depende do desempenho de
comportamentos de cuidado e qualidade paterna, ja que a presenca dos machos contribui
significativamente para a alimentacdo dos filhotes. Leite e Codenotti (2005), relatam que os
machos forrageiam em busca de cupins, cobras e insetos grandes como besouros, facilitando a
ingestdo pelos filhotes, conduzindo o grupo a lugares e biétopos que privilegiam a alimentacao.
A figura paterna fornece seguranca, evitando o aparecimento do estresse de abandono, onde
esse cuidado parental oferecido aos filhotes aumentara as chances de que se desenvolvam e que

se reproduzam.

2.3  MORFOLOGIA DOS ORGAOS REPRODUTORES MASCULINOS EM AVES

Os aspectos anatbmicos macroscopicos dos 6rgdos reprodutivos masculinos nas aves
foram inicialmente descritos por Kaupp (1915) e Lake (1957), enguanto aspectos

microscopicos foram investigados por Aire (1979, 1980 e 1982). O aparelho reprodutor
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masculino aviério € morfologicamente semelhante entre as espécies domésticas e selvagens,
apesar de existir uma ampla variedade de habitos reprodutivos, adaptacdes comportamentais e
morfologicas (JOHNSON, 2006).

Os trabalhos de Gray (1937) em galo, Bailey (1953) em fringilideos, Das et al. (1965)
em patos domésticos, Fitzgerald (1969) em codorna, Pereira et al. (1994) em galinha d’ Angola,
Maruch et al. (1995) em pombo, Santos et al. (2011) em emas, citam que o0s 6rgdos genitais
masculinos de aves sdo constituidos por um par de testiculos, dois pequenos epididimos
intracavitarios conectados aos ductos deferentes, que se abrem no urodeo, regido da cloaca e de
um 6rgdo copulatério (Figura 3), ou seja, € um sistema mais simples do que o verificado em
mamiferos.

Considerando que estas séo as estruturas alvo de nosso estudo, passamos a descreveé-las

nos paragrafos que se seguem.

2.3.1 Testiculos

Os testiculos de aves sdo estruturas que se localizam no interior do corpo desses animais
e ndo no escroto, como ocorre em grande parte dos mamiferos. De acordo com Nickel et al.
(1977), essas estruturas se desenvolvem na cavidade corporea, junto a coluna vertebral e a
superficie ventral dos pulmdes, estendendo-se até o lobo cranial dos rins. Marshall (1961),
relata que os testiculos, nas espécies domésticas, fazem sintopia cranial com os rins e estdo
aderidos a parede dorsal interna do corpo por uma dobra do peritdnio, chamada mesérquio
(BACHA; BACHA, 2003). Essa posicdo dos testiculos confere as aves a caracteristicas de
realizarem espermatogénese a uma temperatura corporal interna entre 40 - 42 ° C, segundo

descrevem Froman e Kirby (2004).
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Figura 3: Representacéo esquematica dos érgados do aparelho reprodutor masculina de uma ave ratita
(Struthio camelus). Vista ventral.
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De acordo com Bacha e Bacha (2003), os testiculos das aves sdo proporcionalmente
maiores do que os dos mamiferos (em relacdo ao peso corporal) e ligeiramente assimétricos.
Embora tradicionalmente se tenha dito que nesses animais o testiculo esquerdo tende a ser maior
que o direito durante nos primeiros meses de vida, Vizcarra et al. (2015), relatam que em
frangos de corte (Gallus domesticus), os dois testiculos possuem tamanho semelhantes entre a
2% e 50? semanas de idade. O cucal-preto africano (Centropus grillii) € uma excecao a esse
padrdo, pois destaca-se por apresentar o testiculo esquerdo vestigial ou ausente (FREY;
GOYMANN, 2009).

Externamente, os testiculos das aves sao envolvidos por uma capsula de tecido testicular
desprovida de septos, atraves da qual 0s vasos sanguineos e nervos entram e saem desse 0rgéo,

sendo constituida por trés camadas: a mais externa, chamada de tdnica serosa, derivada do
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peritdnio, a camada intermediaria e mais espessa, a tunica albuginea, constituida principalmente
por colégeno, fibras elésticas e fibroblastos e por Gltimo, a camada mais interna e muitas vezes
pouco diferenciada, tunica vascular (DAVIS et al. 1970; HODGES, 1974 ).

Nas aves domésticas, codornas japonesas (Coturnix japoénica), perus (Meleagris
gallopavo) e patos (Anas platyrhynchos domesticus), Aire e Ozegbe (2007), descrevem uma
capsula testicular delgada, quando comparada com os mamiferos e composta pelas trés camadas
(tunicas). A primeira, tunica serosa, € a camada mais externa e corresponde ao mesotélio,
derivado do revestimento peritoneal das estruturas provenientes da cavidade abdominal; a
segunda camada, tdnica albuginea, formada por células sobrepostas em forma de fuso, sdo
dispostas circularmente, cujas caracteristicas séo tipicas do tecido muscular liso e onde podem
ser visualizados grandes vasos sanguineos e a camada mais interna, conhecida como tunica
vascular, constituida pelo tecido conjuntivo frouxo, fibroblastos e pequenos vasos sanguineos.

A ema (Rhea americana) adulta possui um par de testiculos alongados, com dois polos
(cranial e caudal) e duas margens (medial cbncava e lateral convexa), assemelhando-se a forma
de um feijdo, com valor médio de 7,5 cm de comprimento e 1,3 cm de largura, localizados na
cavidade celomatica. Estes fazem sintopia ventralmente com os rins, craniomedialmente com
as glandulas adrenais e medialmente com a veia cava caudal e sdo separados um do outro pela
alca mesentérica. Microscopicamente, os testiculos sdo envoltos por uma capsula de tunica
albuginea, constituida por fibras colagenas, organizadas paralelamente, que corresponde a
tecido conjuntivo denso (SANTOS et al. 2011).

A organizacdo anatémica e histologica do testiculo do galo doméstico é semelhante a
do pombo e da codorna (BARALDI-ARTONI et al., 1997, BARALDI-ARTONI et al., 1999).
O parénquima testicular é composto pelos tabulos seminiferos, rede testicular e ductos
eferentes. Cada tubulo seminifero esta formado pelo epitélio espermatogenético com dois tipos
celulares funcionalmente diferentes, denominados de células germinativas e células de
sustentacdo. As células germinativas estdo representadas, da parede dos tubulos em direcdo a
luz, pelas espermatogbnias, espermatOcitos primarios, espermatocitos secundarios,
espermatides e espermatozoides (LAKE, 1981). As células de sustentacdo sdo denominadas
células de Sertoli, responsaveis pela transferéncia de nutrientes para as células germinativas e
sustentacdo do epitélio germinativo (STURKIE, 1967).

Diferente da disposicdo em mamiferos, os tubulos seminiferos de aves diferem por
apresentarem uma complexa rede de anastomoses entre eles e auséncia de septos conjuntivos
separando o testiculo em lébulos (AIRE; OZEGBE, 2007). Enquanto o tdbulo seminifero € o

compartimento onde a espermatogénese ocorrera nos animais adultos, as células de Leydig do
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intersticio sdo responsaveis pela producdo de horménios androgénicos, como a testosterona
(UBUKA, BENTLEY, 2011). A espermatogénese em aves envolve uma série de divisdes
mitoticas de espermatogdnias, resultando em espermatocitos primarios e secundarios, que
sofrem meiose para formar as espermatides. Finalmente, essas ultimas passam pelo processo de

espermiogénese para se diferenciarem em espermatozoides (MARETTA; MARETTOVA,
2004).

2.3.2 Epididimos

Em geral, a regido do epididimo das aves (Figura 4) apresenta-se como uma estrutura
anatdmica pequena, achatada e alongada, intimamente ligado em sua porcéo ventral a superficie
dorsomedial do testiculo, envolto pela tanica albuginea testicular, sendo constituido por um
sistema de ducto coletor (rete testis), pelo ducto eferente proximal e distal, um ducto de conex&o
curto e o ducto epididimal. Os tubulos seminiferos do testiculo se abrem para a rete testis,
consistindo principalmente de porcdes intracapsular (capsula testicular) e intraepididimal. Os
ductos eferentes comunicam o rete testis aos ductos de conexdo e epididimal. (HESS et al.,
1976; AIRE, 2000). Todos esses ductos formam o epididimo ou regido epididimaria das aves

(LAKE, 1957).

Figura 4: Representa¢do esquematica da regido epididimal das aves Anseriformes e Galiformes, mostrando
0 rete testis extratesticular, ducto eferente proximal, ducto eferente distal, ducto de conexdo e ducto

epididimal.
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O epitélio de revestimento dos ductos da regido epididimaria de aves é
predominantemente pseudoestratificado, com microvilosidades presentes na borda luminal na
maioria dos seus tipos celulares, constituido por células néo-ciliadas, ciliadas e angulares
(TINGARI, 1971). No pombo (Columbo livia), o epitélio de revestimento deste sistema de
ductos é cubico simples no rete testis e pseudoestratificado colunar nos outros ductos da regido
epididimaéria, apresentando células ciliadas e ndo-ciliadas presentes principalmente nos ductos
eferentes (STEFANINI; ORSI, 1999).

Investigando a histologia e histoquimica no epididimo de patos (Cairina moschata),
Abd-Elmaksoud et al. (2009), informam que a regido do epididimo é arquitetonicamente
semelhante a ja descrita para outras espécies aviarias, elencando uma clara mudanca no epitélio
de revestimento ao longo dos diferentes componentes da regido epididimal, comecando com
cuboidal simples no rete testis mudando abruptamente para colunar pseudoestratificado com
celulas ciliadas e ndo ciliadas nos ductos eferentes e terminando com células colunares néo
ciliadas pseudoestratificadas nos ductos de conexdo e epididimarios, sendo esses epitélios
completamente negativo para o Acido Periédico de Schiff (PAS) e o Azul de Alcian (pH 2,5).

Macroscopicamente, o epididimo da ema (Rhea americana) apresenta-se alongado e
fusiforme, inserido na margem dorsomedial do testiculo. Sua extremidade cranial possui
relagdo sintopica com a capsula da glandula adrenal e, dorsalmente, com a veia cava caudal. Na
sua porcdo caudal, emergi o ducto deferente, que segui em direcdo a cloaca. Entre o testiculo e
o0 epididimo, ha uma faixa de tecido conjuntivo que envolve os ductos da rede testicular,
posicionada extratesticular. Estes ductos apresentam epitélio cubico simples e forma irregular
(SANTOS et al., 2011).

Estudos anatdmicos em galos brancos iranianos (IWR) revelam a existéncia de um
grande processo acessorio em forma de bolsa, na regido frontoventricular dos testiculos entre o
epididimo e o ducto deferente, lateralmente aos rins. O epitélio dessa estrutura saculiforme é
composto de células cuboides estratificados, apresentando células musculares e uma cépsula
fibrosa, com suprimento vascular bem desenvolvido. Esse achado fez com que os autores
sugerissem que o papel do processo acessorio era como um o6rgdo para fornecer

espermatozoides, de forma analoga a cauda do epididimo em mamiferos (RAZI et al., 2010).

2.3.3 Ducto deferente

A continuag&o do ducto epididimario é o ducto deferente. Este estende-se do epididimo

até a cloaca, onde se abre latero-ventralmente, na regido do urodeo, proximo ao ureter
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(MARVAN, 1969). Topograficamente, é um tubo longo com caracteristica serpentinifome
decorrente das ondulac6es fechadas que o ducto faz sobre si mesmo em seu trajeto celomaético.
O ducto € continuo com a extremidade distal da regido epididimaria, a partir da qual se continua
para além da porcao caudal do testiculo ipsilateral. O ducto deferente posiciona-se ventralmente
aos rins, e se dirige caudalmente com trajeto tortuoso em dire¢do a cloaca, onde se abre no
urodeo (AIRE et al., 1979). Em galos adultos, o ducto deferente é normalmente tdrgido,
esbranquicado e repleto de sémen, podendo armazenar em aves com 2,5 kg, em ambos 0s
ductos, até 0,89 ml de sémen, enquanto nas aves inativas sexualmente, o ducto esta reduzido,
contendo uma secrecéo aquosa (LAKE, 1981).

Anatomicamente o ducto deferente de codorna (Coturnix coturnix) é um érgdo tubular
e ondulado, constituido por alcas estreitas que percorrem a parede abdominal dorsal em todo o
seu percurso abdomino-pélvico, realizando sintopia com o ureter do mesmo lado, fazendo
ambos os trajetos paralelos entre si em direcdo a cloaca. As sec¢des histoldgicas transversais
do ducto deferente apresentam-se como tdbulos irregulares e paralelos entre si, em
consequéncia das ondulagdes estreitas que o ducto faz sobre si mesmo, aparecendo grande
quantidade de espermatozoides e fluido seminal estocado na luz tubular (ORSI et al., 2007).

Os pesquisadores Razi et al. (2010) relatam que o trato genital masculino de galos
brancos iranianos (IWR) apresenta ductos deferentes moderadamente grandes (altura média de
22 pm), localizados na linha mediana do corpo, em sintopia com a regido dorsomedial dos
testiculos; histologicamente a parede do ducto deferente sendo composta de tecido conjuntivo
frouxo, recoberto por epitélio colunar pseudoestratificado, continuo com epitélio cuboide
simples da porg¢do distal. Além disto, possui uma camada espessa de musculo liso, sugerindo
que o ducto deferente desempenha um papel na conducao do fluido produzido pelos testiculos

e pelo epididimo.

2.3.4 Falo

As aves sd0 0s Unicos vertebrados terrestres nos quais a inseminacdo em geral ocorre
sem 0 uso de um 6rgdo intromitente ou penetrador, no entanto o falo (Figura 5) é a estrutura
responsavel pelo melhor contato com a cloaca da fémea no momento da copula (BRISKIE;
MONTGOMERIE, 2001). Os pesquisadores Bell e Freeman (1971), mencionam que 0 0rgéo
copulador nas aves domésticas é pequeno e intromitente e que o falo erétil se aloja no interior
do proctodeu, fazendo contato fisico com a cloaca da fémea na hora da copula. Nickel et al.

(1977), citam que h& dois tipos de falo nos machos das aves, um intromitente e o outro ndo
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intromitente. No galo ele é rudimentar, ausente nos pinguins e, em ambas as espécies, 0
proctodeo everte e realiza a transferéncia do sémen para a cloaca da fémea, contrastando com

0 pato que possui um falo evidente e intromitente.

Figura 5: Vista lateral da cloaca das aves domésticas.
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A anatomia dos falos aviarios ndo intromitentes foi bem descrita nas aves domésticas,
sendo que em Gallus gallus essa estrutura apresenta quatro componentes principais: 0S corpos
falicos mediano e lateral, as dobras linfaticas, os seios linfaticos periféricos, que produzem a
linfa responsavel pelo ingurgitamento dessa estrutura durante a ejaculacdo e os musculos do
falo. O falo ndo intromitente em peru (Meleagris gallopavo) ndo possui o corpo falico mediano,
enquanto os corpos falicos laterais sdo mais desenvolvidos do que os encontrados em Gallus
gallus. As dobras linfaticas também sdo maiores e estdo localizadas na parte superior e ndao ao
lado dos corpos falicos laterais, como em Gallus gallus. Durante a erecdo, o falo do peru tem
um apice duplo, em vez do apice unico evidente no galo, devido a auséncia do corpo falico
mediano (KING, 1993).

Ja Hafez e Hafez (2004), dividem o aparelho copulatério dos Gallus gallus domesticus
em pequenas projecdes ou papilas do ducto deferente, o corpo vascular paracloacal, presente
na parede ventrolateral da cloaca, fornecendo linfa para intumescéncia durante a excitacdo
sexual e as pregas linfaticas ou tecido linfatico tumescente que quando preenchido de linfa, fica
evertido e forma o falo ndo-penetrante.

Em codornas-do-campo (Nothura maculosa) o aparelho copulador € intromitente,

composto por corpos vasculares do falo, que mostram continuidade morfofuncional com as

REBOU¢AS, C. E. V., 2023



38

estruturas falicas, formando assim um Unico sistema envolvido na erecdo, onde a porcao
eversivel do falo evagina e emerge da abertura cloacal, como uma estrutura em forma de espiral
direcionada para a esquerda (OLIVEIRA; MAHECHA, 2000), enquanto que em codornas
domésticas (Coturnix japonica), existe uma glandula cloacal, localizada no interior da cloaca,
quando estimulada por hormdnios androgenos, produz uma secre¢do espumosa que €
depositada na cloaca da fémea no momento do acasalamento (MORAIS et al., 2012).

O falo do avestruz (Struthio camelus) possui uma porcao fixa que se prende ao assoalho
do proctodeu e uma porcdo livre chamado corpo do pénis, que apresenta trés componentes
principais: um par de corpos fibrosos que comegam na porcdo fixa do pénis, um nicleo de
tecido elastico conhecido como corpo vascular eléstico e um canal externo (sulcus spermaticus)
através do qual o esperma é conduzido. O pénis desse animal se curva para a esquerda devido
a assimetria no tamanho dos corpos fibrosos, onde o movimento € obtido através da acdo dos
musculos (musculus levator phalli e musculus retractor phalli) que levantam e retraem o falo
(KING, 1981). A erec¢do do falo é promovida por ingurgitamento linfatico do tecido erétil desse
orgdo, diferente do que ocorre em mamiferos, nos quais a erecdo é sanguinea (OLIVEIRA,
MAHECHA, 2000).

Santos et al. (2011) descrevem o falo na emas (Rhea americana) como um 6rgéo fibroso
linfatico, constituido por duas por¢des: uma proximal, rigida, bifurcada e contorcida, revestido
por um epitélio pavimentoso estratificado seguido por uma camada de tecido conjuntivo e vasos
sanguineos e outra porcdo distal, tubular, espiralada e flexivel, localizado na parede ventral, no
assoalho da cloaca, na regido do proctodeu, ligeiramente a esquerda da linha média, composta
por grande quantidade de tecido conjuntivo moderadamente modelado, rico em fibras
colagenas, entremeadas por vasos linfaticos. Gées et al. (2010) afirmam que alguns machos tém

um falo em forma de saca-rolhas, inflavel e eversivel, que pode variar muito em comprimento.

2.4  CAPSULA TESTICULAR

A capsula testicular e o tecido peritubular em homens e outros mamiferos séo
amplamente estudados (BANKS et al., 2006), mas pouco se sabe sobre esses tecidos nas aves.
O testiculo dos vertebrados, geralmente, é ocluso em uma capsula de tecido testicular, onde os
vasos sanguineos e nervos estdo localizados no 6rgao. Histologicamente, este é formado por
trés camadas de tecido, sendo a camada mais externa denominada tunica serosa (derivada do

peritonio), a camada média e mais espessa denominada tunica albuginea, e a camada mais

REBOU¢AS, C. E. V., 2023



39

interna e, frequentemente pouco diferenciada, denominada como tunica vascular. Nas aves, a
tlnica albuginea forma o tecido mais espesso da capsula testicular, composta por colageno,
fibras elasticas e fibroblastos abundantes (HODGES, 1974).

Holstein e Weiss (1967), e Hargrove et al. (1977), demonstraram que alguns mamiferos,
apresentam células musculares lisas na cépsula testicular, cuja contracdo pode auxiliar no
transporte de espermatozoides testiculares imdveis para o sistema de ductos excretados.
Estudos iniciais indicaram que pode haver células musculares lisas na capsula testicular e no
tecido peritubular da codorna japonesa e da ave domestica (VAN NASSAUW; HARRISON;
CALLEBAUT, 1993). Além disso, € relatada a eventual presenca de filamentos intermediarios
de actina, desmina, vimentina e citoqueratina, detectados por métodos imuno-histoquimicos, na
capsula testicular e no tecido peritubular dessas aves (MARETTA; MARETTOVA, 2004).
Verificou-se que a capsula testicular responde, por contracao, a varios estimulos quimicos e
elétricos (BANKA et al., 2006). Nos mamiferos, os septos testiculares se ramificam da parte
interna da cépsula e conduzem vasos sanguineos e nervos para dentro e fora da substancia
testicular (DAVIS et al., 1970). Entretanto, os septos testiculares estdo ausentes nas aves
(LAKE, 1971).

Considerando que o tecido peritubular foi estudado em apenas algumas aves (AIRE,
1997), sabe-se ainda menos das células contrateis e seu contetdo no citoesqueleto. Existem
poucas pesquisas (recentes), sobre a caracterizacdo dos microfilamentos e contetdo dos
filamentos intermediarios, de possiveis células mioides ou musculares lisas, na capsula
testicular e no tecido peritubular da codorna (VAN NASSAUW, L.; HARRISON, F.;
CALLEBAUT 1993), aves domésticas (MARETTA; MARETTOVA, 2004) e quatro membros
do Galloanserae (AIRE; OZEGBE, 2007).

A morfologia da capsula testicular e peritubular, da ema e do avestruz, apresentam
membros com testiculos intra-abdominais, que secretam grande quantidade de liquido
testicular, cuja espermatogénese e o transporte espermatico séo rapidos, quando comparados a
estrutura testicular, por exemplo, dos mamiferos (AIRE, 2007a, 2007b). A Rhea americana
reproduz-se em determinados periodos do ano, sendo considerada sazonal. Filogeneticamente,
guanto maior for a ema, mais proxima ela estara do avestruz (Struthio camelus) e do emu
(Dromaius novaholandiae), que também sdo animais com reproducdo sazonal (MARTELLA,
NAVARRO, 2006).

A morfologia da capsula testicular e peritubular dos tecidos limitrofes das aves
receberam atencdo especial por serem pouco descritas na literatura. Especialmente na classe de

aves de grande porte, cujos membros tém testiculos intra-abdominais, que secretam grande
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quantidade de liquido testicular, tornando a espermatogénese e o transporte espermaético
rapidos, em comparacdo com as dos mamiferos (AIRE, 2007a, 2007b).

A composicdo histoldgica e intracelular da capsula testicular, de quatro membros da
familia Galloanserae (codornas japonesas, aves domeésticas, perus e patos), apresentaram
semelhancas. Identificando as trés camadas de tecido, ou seja, a tunica serosa, a tunica
albuginea e a tanica vascular (Figura 6). Demonstrando que a tunica serosa é a camada mais
externa, que corresponde ao mesotélio, derivado do revestimento peritoneal das estruturas
dentro da cavidade abdominal da ave. Histoldgica e intracelularmente, esta camada de tecido
apresenta células achatadas ou escamosas, que ocasionalmente sdo cuboides, e exibem algumas
microvilosidades presas em suas superficies livres. O nlcleo é bastante alongado, de contorno
levemente irregular, heterocromatico e ocupa a maior parte do denso citoplasma. Apenas
algumas organelas sdo discerniveis no citoplasma. As células mesoteliais repousam sobre uma

lamina basal, separada da camada intermediaria, a tinica albuginea (AIRE; OZEGBE, 2007).

Figura 6: Fotomicrografias da capsula testicular (tlnica serosa, s; albuginea, a; e vascular, v) e tecido
peritubular (p) da ave doméstica. b, vaso sanguineo. Os elementos celulares sdo orientados
longitudinalmente na tunica albuginea.

Fonte: Aire e Ozegbe (2007).
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25 ESPERMATOGENESE

O complexo processo de desenvolvimento do esperma que transforma uma célula
haploide indiferenciada em um espermatozoide maduro altamente especializado, capaz de
fertilizar um dvulo, € denominado espermiogénese ou espermateliose (AIRE, 2007), sendo o
estagio final da espermatogénese. Foi estabelecido pela primeira vez que o esperma se
desenvolve a partir de células no testiculo em 1841 (HOLSTEIN; ROOSEN-RUNGE, 1981),
mas foi somente com o advento do microscopio eletrbnico e outros instrumentos e técnicas
sofisticadas, que os detalhes do desenvolvimento do esperma puderam ser totalmente
explorados. Desde entdo, o processo tem sido extensivamente estudado em vertebrados,
especialmente mamiferos (SHARMA; BHARDWAJ; AHLAWAT, 2009). A anatomia do
testiculo e do sistema reprodutivo das aves e a cinética da espermatogénese sdo amplamente
descritas na literatura (AIRE, 2007). A nomenclatura usada na espermiogénese em mamiferos
também foi adotada para o fenémeno em aves. No entanto, apenas alguns relatos detalhando a
espermiogénese em aves podem ser encontrados na literatura.

Apesar do fato de existirem mais de 10.000 espécies de aves (DONOGHUE et al., 2003),
apenas alguns estudos sobre o desenvolvimento de espermatozoides aviarios foram relatados
(AIRE, 2007). Por razbes 6bvias, a maioria das investigacdes foi realizada em aves de
importancia econémica, como a galinha (SPRANDO; RUSSELL, 1988), peru (AIRE, 2003),
pato (SIMOES, ORSI; VIEGAS, 2005) e codorniz (LIN; JONES, 1993), embora varias outras
espécies de aves também tenham sido estudadas (LOVAS; FILIPPICH; JOHNSTON, 2012). A
maioria dessas investigacdes sdo fragmentarias e apenas alguns cobrem o processo completo
de espermatogénese no nivel ultraestrutural (AIRE, 2007).

O epitélio seminifero das aves € constituido por células germinativas em diferentes fases
de desenvolvimento, quando sexualmente maduras, e células de Sertoli, que sdo as unicas
células somaticas que nao se dividem. As células de Sertoli apresentam diferentes funcgdes,
como por exemplo, formar a barreira hemato-testicular, proporcionar suporte fisico e nutricdo
as células germinativas em divisdo (DYM e FAWCETT, 1970). A medida que as células
germinativas vao se dividindo, estas se movimentam da base do tibulo seminifero em direcao
ao limen. A espermatogénese nas aves divide-se em espermatocitogénese, espermiogénese e
espermiagdo como ocorre nos mamiferos (MORRIS et al., 1987).

A espermatogonia é denominada a célula germinativa inicial, dividindo-se em ceélulas
gue eventualmente diferenciam-se em espermatozoides. Estas células realizam a sua divisdo

através da mitose produzindo espermatdécitos. Entretanto, durante esta divisdo celular, algumas
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células ndo se dividem para preservar uma base de espermatogdnias para as novas divisdes
(LIN e JONES, 1993). LAKE (1957), identificou no galo doméstico (Gallus gallus)
espermatogdnia primaria e secundaria, no pato (Cairina moschata), Marchandt (1977),
identificou apenas um tipo de espermatogonia. Ortavant (1959), indica que as pequenas
diferengas entre as geracdes de espermatogbnias em aves estdo relacionadas com as varias
associaces celulares do ciclo do epitélio seminifero e, por vezes, em apenas um corte existem
muitas associacdes.

De acordo com Lin e Jones (1990), os espermatocitos se dividem em primario e
secundario, sendo os primarios resultados da Gltima divisdo mitdtica das espermatogénias, e 0
secundario o produto da primeira divisdo meidtica do espermatdcito primario. O espermatdcito
primario foi descrito na codorna (Coturnix coturnix japonica) em oito diferentes fases: pre-
leptéteno, leptoteno, zigdteno, paquiteno, diploteno, diacinese, metafase e anafase. O
espermatdcito secundario, ndo se encontra facilmente em cortes histoldgicos, visto que, possui
um rapido tempo de divisdo reduzindo sua frequéncia de visualizacdo, mas ja foi descrito em
patos (CLERMONT, 1958), no galo (ZLONIK, 1947), galinha da Angola (AIRE; OLOWO-
OKORUN; AYENI, 1980) e codorna (LIN; JONES, 1990). Cada espermatdcito secundario se
divide para formar espermétides arredondadas.

As espermatides arredondadas apresentam numero haploides de cromossomos,
caracterizando-se como pequenas células arredondadas modificadas através do alongamento do
nacleo e citoplasma, além de adquirir motilidade. Este processo Unico de citodiferenciacéo, é
chamado de espermiogénese (AIRE; OLOWO-OKORUN; AYENI, 1980). A espermiogénese
representam um complexo processo de diferenciacdo celular, onde uma célula arredondada
perde determinadas organelas e ganham outras, associado a reducdo de mais de 97% de seu
volume (SPRANDO; RUSSELL, 1988).

O estudo do desenvolvimento da espermatide foi sistematizado por Leblond e Clermont
(1952), que demonstra o desenvolvimento do acrossomo e subdivide-se em quatro fases: fase
de Golgi, formacéo, desenvolvimento e maturacdo do acrossomo. Poucos estudos detalham o
processo espermiogénico em aves, sendo gque a maioria destes explicam parcialmente e, desta
forma, né&o apresentam a totalidade do processo. Apenas as citagdes que descrevem totalmente
este processo foram realizadas no galo doméstico por Nagano (1962), Gunawardana e Scott
(1977), que dividiram a espermiogénese em doze fases. O processo de espermiacéo foi relatada
apenas em duas aves, no galo (SPRANDO; RUSSEL, 1988) e codorna (LIN; JONES, 1993).
Durante este processo, o citoplasma da espermatide é condensado, ao ponto de se tornar mais

eletro denso e, desta forma, os corpos residuais coram-se mais fracamente possuindo uma
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coloracdo clara, além de ndo se observar o complexo tubulolobular (SPRANDO e RUSSEL,
1988).

Nas aves, assim como nos mamiferos, os testiculos s@o responsaveis pela producao de
espermatozoides e secrecdo de andrdgenos. Estudos identificaram as células Leydig como o
local de producéo de andrégenos, em uma variedade de aves, incluindo a ave doméstica, Gallus
domesticus (ROSENSTRAUCH et al.,, 1998), o ganso de asas esporas (Plecttropterus
gambensis) (HALSE, 1985), o passarinho de cabeca marrom (Molothrus ater) (DUFTY;
WINGFIELD, 2009), a codorna japonesa (Coturnix coturnix japénica) (NICHOLLS;
GRAHAM, 1972) e o pinguim-rei (Aptenodytes patagonicus) (MAUGET et al., 1994).

Nas emas 0s machos atingem a maturidade sexual aos dois anos de idade, e hé casos de
atingirem a maturidade sexual com um ano (CODENOTTI; ALVAREZ, 1997). Niveis
circulatérios de testosterona durante o periodo de atividade sexual sdo tidos como cruciais na
reproducdo das aves. ManipulagBes dos niveis de testosterona afetam o sucesso da copula e
namero de fémeas copuladas (RAOUF et al., 1994). Resultados de pesquisas sugerem que
machos poliginicos com altas concentracdes de testosterona estdo mais preparados para vencer
a competicdo sexual pelas fémeas. Também animais com indices altos de testosterona sdo mais
eficientes para proteger seu harém. Com isto, variacbes no fotoperiodo sensibilizam o
hipotalamo, que por sua vez desencadeia o periodo de atividade sexual produzindo GnRH,
induzindo a hip6fise na producdo de gonadotropinas (VEIGA et al., 2001).

Em Rhea americana foram relatados padrdo de sazonalidade nos horménios sexuais
(VALDEZ et al. 2014) e morfologia macroscépica dos testiculos e epididimos (CARVALHO

et al. 2015). Néo ha relato sobre espermatogénese nesta ave sul-americana.

2.6 CELULAS DE SERTOLI

As células de Sertoli desempenham um papel importante na determinacdo do tamanho
do testiculo, numero de células germinativas e taxa de producdo de esperma na idade adulta
(Figura 9). O nimero de espermatozoides produzidos por dia também depende criticamente do
namero de células de Sertoli por testiculo, porque cada célula de Sertoli pode suportar apenas
um namero finito de células germinativas (ORTH; GUNSALUS; LAMPERT]I, 1988). Em todas
as espécies estudadas até agora, as células de Sertoli proliferam durante a vida fetal ou neonatal,
bem como no periodo peripuberal (SHARPE et al., 2003). O periodo de proliferacdo das células

de Sertoli esta bem estabelecido em certos mamiferos. As células germinativas proliferam apds
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um curto periodo de quiescéncia e migram de sua localizacdo central em direcdo a membrana

basal, estdgio em que s&o conhecidas como espermatogdnias (MEEHAN et al., 2000).

Figura 7 Agregacdes de células de Sertoli (algumas delas definidas por linhas tracejadas) no embrido de
avestruz de 20 dias. Observe as diferencas entre os ductos e os vasos sanguineos (V). B: Agregacoes de
células de Sertoli entraram em contato e se anastomosaram entre si. Observe o local de anastomose
(asteriscos), o epitélio de revestimento testicular (Ep) e seus vasos sanguineos subjacentes (V). C: As células
germinativas primordiais (P) com nucleo grande, palido e esférico estdo localizadas entre as células de
Sertoli (Sr). D: As fibras do tecido intersticial foram distintamente coradas pelo Alcian blue (AB), enquanto
o0s nucleos das células germinativas primordiais coraram como flocos escuros. Tecido intersticial (I). Escala
30 pm.

Fonte: Hassanzadeh et al. (2013).

A pomba (Spilopelia senegalensis) é classificada na familia Columbidae, sendo
encontrada na Africa do Sul (MADKOUR; MOHAMED, 2019). Estas aves apresentam 0s
testiculos formados principalmente por dois componentes, sendo 0 primeiro 0 estroma, que
forma principalmente a capsula e o tecido conjuntivo intersticial e, 0 segundo o parénquima,
que forma os tdbulos seminiferos e células intersticiais. Os tabulos seminiferos contém células
de Sertoli e células germinativas. A meiose nos machos é observada apenas nos testiculos, que
tém duas funcgdes principais, exdcrina e (producdo de esperma) e enddcrino (producdo de
androgenos) (LAN et al., 2011).

Diferentes células somaéticas importantes sdo observadas nos testiculos, dentro dos
tbulos seminiferos, como como células de Sertoli, e fora dos tubulos seminiferos, como células
mioides, células de Leydig e telécitos. As células de Sertoli suportam o desenvolvimento das
células germinativas fisicamente e metabolicamente (SHARPE et al., 2003). As células mioides

sdo células semelhantes a musculos lisos que ajudam no transporte de espermatozoides
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(KORMANO; HOVATTA, 1972). As células de Leydig estdo localizadas no tecido conjuntivo
intersticial entre tubulos seminiferos. As células de Leydig sdo a principal fonte de hormonios
sexuais masculinos (LI et al., 2016). Os teldcitos sdo celulas intersticiais generalizadas
observadas nos testiculos de humanos (MARINI et al., 2018), coelhos (AWAD; GHANEM,
2018) e tartarugas chinesas de casco mole (YANG et al., 2015), mas nenhum estudo anterior
registrou telocitos nos testiculos de aves.

Para o desenvolvimento testicular normal, iniciacdo e progressao da espermatogénese e
maturacao espermatica, é necessaria a rede de comunicacao célula-célula fornecida pelos canais
de juncBes comunicantes (KIDDER; CYR, 2016). A proteina predominante da juncéao
comunicante testicular (GJP) é a conexina 43 (proteina Cx43; gene GJAL). Ele conecta células
de Sertoli adjacentes, bem como células de Sertoli e células germinativas no epitélio do tubulo
seminifero. Além disso, acredita-se que 0 Cx43 desempenhe um papel na formacéo e dindmica
da barreira hemato-testicular (HOLLENBACH et al., 2018). Recentemente, a presenca de Cx43
foi demonstrada nos testiculos de codornas japonesas, e seu envolvimento na alternancia do
transporte intercelular local como parte da regressdo gonadal em estagios da reproducédo
(BANERJEE; CHATURVEDI, 2017).

A relacdo entre as células germinativas e as células de Sertoli é obrigatéria no
desenvolvimento dos testiculos, bem como na espermatogénese. Na formacédo inicial do
testiculo embrionario, as células de Sertoli sequestram os gondcitos das células germinativas.
dentro de tubulos seminiferos recém-formados e inibem a propensao dessas células para entrar
em meiose (GRISWOLD, 1998). Os gondcitos ndo sequestrados destinados ao ovario entram
em préfase meidtica logo apds a formacgdo do 6rgdo. Este processo de formacdo de testiculo
requer a expressdo de genes especificos no cromossomo Y. Apds a formacédo do testiculo, as
células de Sertoli e as células germinativas sofrem rapida proliferacdo. A puberdade geralmente
envolve a cessacdo da mitose das células de Sertoli, a formacdo de jungdes entre as células de
Sertoli adjacentes, a progressdo das células germinativas por meiose e diferenciacdo em
espermatozoides.

Além do papel na formac&o dos testiculos, as células de Sertoli fornecem fatores criticos
necessarios para a progressao bem-sucedida das células germinativas em espermatozoides.
Esses fatores criticos podem estar na forma de suporte fisico, complexos juncionais ou
barreiras, ou podem ser estimulos bioquimicos na forma de fatores de crescimento ou nutrientes
(KIERSZENBAUM, 1994). Ha evidéncias experimentais de que a persisténcia dos complexos
juncionais e do sistema de dois compartimentos no testiculo, é necessaria para a

espermatogénese. As celulas de Sertoli produzem produtos especificos que s&o necessarios para
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a sobrevivéncia das células germinativas e esses produtos, se combinam para formar um
ambiente Unico e essencial no compartimento adluminal. Algumas das funcbes das células de
Sertoli podem ndo ser requisitos absolutos para a espermatogénese, mas podem influenciar a
eficiéncia do processo (JEGOU, 1993).

As células de Sertoli produzem e secretam varias proteinas que formam a base molecular
para as interagdes das células germinativas de Sertoli (GRISWOLD, 1998). As glicoproteinas
secretadas pelas células de Sertoli podem ser colocadas em varias categorias com base nas suas
propriedades bioguimicas conhecidas. A primeira categoria inclui as proteinas de transporte ou
bioprotetoras, que sdo secretadas em relativa abundéncia e incluem proteinas de transporte de
ions metélicos. A segunda categoria de proteinas secretadas inclui proteases e inibidores de
protease, que supostamente sdo importantes nos processos de remodelacdo tecidual que
ocorrem durante a espermiacdo e movimento de espermatocitos pré-leptétenos para o
compartimento adluminal. A terceira categoria de secre¢des das células de Sertoli, inclui as
glicoproteinas que formam a membrana basal entre as células de Sertoli e as células
peritubulares. Finalmente, as células de Sertoli secretam uma classe de glicoproteinas
reguladoras que podem ser produzidas em abundancia muito baixa e ainda assim desempenhar

suas funcdes biogquimicas.
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Justificativa
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3 JUSTIFICATIVA

Os esforgos da comunidade cientifica e de organizacBes ndo governamentais para
mitigar as perdas da biodiversidade no mundo tem sido um dos grandes desafios da
humanidade, uma vez que essas perdas estdo associadas a degradacdo biotica resultantes de
fatores econdmicos, culturais, e sociais, em funcdo de atividades antrépicas sobre o0s
ecossistemas, a exemplo de desmatamento, a fragmentacdo de habitat, a caca, a captura e o
comeércio ilegal de animais.

Dentre as alternativas para mitigar a reducao da biodiversidade no Brasil e em alguns
paises, a comunidade cientifica tem sugerido o estimulo ao financiamento de projetos que
tenham finalidade conservacionista e de protecdo a biodiversidade. Estudos com animais
silvestres permitem o desenvolvimento de estratégias para a protecdo e 0 uso consciente de
recursos desse grupo de animais, contribuindo para o desenvolvimento econdmico e
perpetuacdo de espécies de uma regido (GAMARRA et al., 2019).

Nora e Franco (2017) citam que a pesquisa cientifica com animais silvestres fornece
apoio tanto para conservagao quanto para sua manutengdo em cativeiro e sugerem que estudos
devem ser implementados abordando aspectos da nutricdo, comportamento, fisiologia e
reproducdo. Nesse sentido, trabalhos que abordem a biologia reprodutiva da espécie se
destacam ao considerar aspectos que somados podem potencializar a capacidade de recuperacgéo
do status reprodutivo de diferentes espécies.

A Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN) relatou que, em 2019,
aproximadamente, 14% de todas as espécies de aves existentes no mundo corriam o risco de
extingdo, e estimativas indicam que este nimero continuara a crescer nos préximos anos
(BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2013), onde esse declinio populacional moderadamente
rapido e continuo, deve-se principalmente a caca para a pele e carne das espécies, bem como a
destruicdo e fragmentagéo de seus habitats.

A ema (Rhea americana) € uma ave nativa da fauna do continente americano,
encontrada no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e Bolivia, considerada uma importante
fonte de alimento para as comunidades humanas nessas regides, fornecendo carne e
especialmente ovos, contribuindo para o desenvolvimento das sociedades sul-americanas
(CAROLINA et al., 2019). Pouco se sabe sobre a morfologia e fisiologia reprodutiva dessa
espécie. Dessa forma, o conhecimento basico se faz necessario para que gerem subsidios ao
desenvolvimento de biotécnicas visando a conservacao da espécie, uma vez que a IUCN, em

2018, classificou o status de conservacao dessa ave na categoria quase ameacada globalmente,
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apesar de ndo constar na lista oficial brasileira de espécies da fauna ameacadas de extingéo
(ICMBio, 2018).

E neste sentido que se destacam os estudos sobre a morfofisiologia do aparelho
reprodutor destas aves. Pois, podem contribuir com melhorias no manejo reprodutivo,
alimentar, sanitario e mesmo em procedimentos clinicos-cirdrgicos, associados a diagndstico

de doengas vinculadas a reproducao.
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Hipoteses cientificas
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

4.1 A arquitetura do testiculo de emas segue 0 mesmo padrao de outras ratitas;

4.2 A morfologia testicular na ema varia nas idades de 03, 06, 09, 12, 15 e 18 meses;

4.3 Existem diferencas morfométricas no sistema reprodutor masculino de Rhea americana, de

acordo com a variacdo da idade.
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Objetivos
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5 OBJETIVOS

51 OBJETIVO GERAL

Avaliar a anatomia macroscopica e microscopica dos 6rgaos reprodutores masculinos

da ema (Rhea americana).

5.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar a morfometria e a morfologia macroscépica do testiculo, epididimo e ducto
deferente, tais como a sintopia, forma e coloragéo;

b) Descrever as caracteristicas estruturais de testiculos, epididimos e ductos deferentes de
emas;

C) Comparar caracteristicas testiculares em diferentes fases produtivas;
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Material e Métodos
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Esta pesquisa foi realizada ao longo de todo ano de 2020, 2021 e parte de 2022 para
averiguar o desenvolvimento dos 6rgdos reprodutores masculinos da ema (Rhea americana),
de modo a inferir sobre sua importancia nos eventos fisioldgicos que se processam nestas
estruturas.

O grupo amostral foi composto inicialmente por 18 espécimes machos de Rhea
americana, com idades variando de trés a dezoito meses, foram processados para anélise quanto
a macroscopia e microscopia de luz, cujo protocolo experimental foi previamente submetido ao
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio — n° 73638-1) e Comissdo
de Etica no Uso de Animais (CEUA - parecer 30/2020) da Universidade Federal Rural do
Semiarido (UFERSA), para aprovacéo.

6.2 LOCAL DE AMOSTRAGEM

O material destinado ao estudo da descri¢cdo morfoldgica do aparelho genital masculino
de emas (Rhea americana), foram mantidos em piquetes telados com dimenséo variando entre
20 m?, proveniente do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS) localizado no
campus leste da UFERSA, no municipio de Mossor6-RN. Seu objetivo é promover pesquisas
voltadas a preservacdo e manutencdo de espécies silvestres em cativeiro. Ocupando uma area
de 20 ha, esta a uma altitude de aproximadamente 16 metros acima do nivel do mar e localiza-
se entre as coordenadas geograficas 5° 11° S e 37° 20° W Gr. sendo registrado pelo IBAMA
como criadouro cientifico sob o numero 1478912,

Os experimentos desenvolvidos para obtencdo dos resultados morfofisiologicos
envolvendo macroscopia e microscopia de luz, foram realizadas no Laboratério de

Morfofisiologia Animal Aplicada (LABMORFA) do Departamento de Ciéncias Animais.
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6.3  ANIMAIS AMOSTRADOS E CARACTERIZACAO DO AMBIENTE

Para desenvolvimento deste estudo foram utilizados o conjunto de 6rgdos de 18 animais,
com idades variando de trés a dezoito meses, 0s quais foram processados para analise quanto a
macroscopia e microscopia de luz. Os animais foram divididos em 6 grupos com 3 animais,
separados de acordo com a faixa etaria, sendo o grupo 1 (3 meses), grupo 2 (6 meses), grupo 3
(9 meses), grupo 4 (12 meses), grupo 5 (15 meses) e grupo 6 (18 meses). As coletas foram
realizadas ao longo dos anos de 2020 a 2022, cujo protocolo experimental foi previamente
submetido ao Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio —n°® 73638-
1) e Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA - parecer 30/2020) para sua aprovagao.

Os animais experimentais foram mantidos em um sistema semi-intensivo, na regiao
semiarida do Brasil, num clima seco e muito quente, com temperatura média de 27,5° C e
precipitagdo pluviométrica anual muito irregular, onde o periodo chuvoso fica compreendida
entre os meses de fevereiro a maio. Conforme os dados registrados na Estacdo Meteoroldgica
Automatica (EMA) da UFERSA, a precipitacdo registrada em 2020 foi no valor de 828,0
milimetros, quando climatologicamente o acumulado esperado para este periodo seria de 493,2
mm (LABIMC / UFERSA, 2023).

Os recintos na qual os animais foram mantidos inicialmente sdo de alvenaria, cobertos
por telha de ceramica, com dimensionamento de 3,00 x 6,00 m, piso de concreto com as laterais
em telas metalicas perfuradas e uma grande area arenosa retangular com 333 m? de érea total.
Os piquetes possuiram dimensionamento de 20,00 x 10,00 m, com piso de areia limpos
diariamente evitando consumo de corpo estranho. Foi ofertado pelo setor do CEMAS uma ragéo
para as emas filhotes em fase inicial até 6 meses (Tabela 1) e adultas (Tabela 2), confeccionada
na fabrica de racdo da UFERSA contendo: milho moido, farelo de soja e farelo de trigo, além

de frutas, forragem, suplemento vitaminico e agua ad libitum.
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Tabela 1: Racdo para atender as exigéncias nutricionais de emas com 30 a 90 dias de idade (GADELHA et

al., 2020).

Ingrediente Quantidade
Milho Moido 32,00
Farelo de soja 23,30
Farelo de trigo 38,24
Calcério calcitico 2,20
Fosfato Bicélcico 1,85
Sal 0,56
Oleo de Soja 0,05
Inerte 1,64
Premix mineral ave 0,10
Premix vitaminico ave 0,05
Total 100,00
Composi¢ao Quimica
Proteina bruta (%) 18,33
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2235
Fibra Bruta (%) 5,357
Lisina Digestivel (%) 0,8
Treonina Digestivel (%) 0,64
Célcio (%) 1,4
Fésforo Disponivel (%) 0,6
Saédio (%) 0,24

*Niveis de garantia por kg do produto: vitamina A 10.000.000 Ul, vitamina D 2.000.000 Ul, vitamina E 30.000
Ul, vitamina K 3,0 g, tiamina 2,0 g, riboflavina 2,0 g, piridoxina 6,0 g, cobalamina 1,5 g, &cido pantoténico 12 g,
acido folico 1,0 g, biotina 1,0 g, niacina 50 g., 20 g, ferro 100 g, selénio 0,25 g, iodo 2,0 g, manganés 160 g, zinco
100 g, veiculo g.s.p. **Inerte: Areia lavada.
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Tabela 2: Composicao nutricional da racdo para emas adultas utilizada pela fabrica de racdo da UFERSA.

Nutrientes Porcentagem
Milho moido 62,4 %
Farelo de soja 27 %
Calcario calcitico 8,12 %
Farelo de trigo 1,72%
Sal comum 0, 36%
Premix mineral ave 0,2%
Premix vitaminico ave 0,2 %

Fonte: Autoria propria.

6.4 PROTOCOLO ANESTESICO E EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados com base no protocolo utilizado por Oliveira et al.
(2018), adaptando sempre gque necessario. No momento da coleta, os animais foram pesados e
submetidos ao procedimento anestésico, com associacdo da medicacdo pré-anestésica de
Cloridrato de Xilazina (Xilazin® 2 % na dose de 1 mg/Kg, fabricante Syntec) e Cloridrato de
Cetamina (Quetamina® 10 % na dose de 15 mg/kg, fabricante Vetnil) em associacdo por via
intramuscular. Atingido o estagio de sedagdo, os animais receberam uma dose anestésica de
Tiopental (Tiopental sodico® 1 g na dose de 150 mg/Kg, fabricante Richmond, Division
Veterinaria S.A.) como farmaco indutor da anestesia. Atingido o plano anestésico, efetuou-se
a eutanasia do animal com a administracdo de Cloreto de Potassio (Cloreto de potassio® 19,1
% na dose de 2,56 mEq/KQ), por via braquial, confirmando o dbito do animal apds identificada

a parada cardiorrespiratoria.

6.5 PROCEDIMENTO PARA MACROSCOPIA

Para dissecacfes dos animais destinados aos estudos macroscopicos, 0s especimes
foram colocados em decubito dorsal e incisados no plano mediano no sentido craniocaudal
partindo da extremidade cranial da quilha até a cloaca. Em seguida, foram deslocadas as
estruturas do aparelho digestorio de modo a expor os 6rgdos reprodutores, seccionando o reto
transversalmente na regido de desembocadura da cloaca.

Imediatamente apos esses procedimentos, os 6rgdos reprodutores foram analisados a

olho nu (in situ) e com auxilio de uma lupa estereomicroscépica (Zeiss, modelo Stemi DV4)
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para analise ex situ, fotodocumentados (Camara digital Sony DSC-W570 16.1 MP) e descritos
quanto as suas caracteristicas morfoldgicas externas. Estes foram analisados a fresco quanto a
forma, coloracdo, posicao e sintopia e, em seguida mensurados com auxilio de um paquimetro
digital (“Mitutoyo”, modelo 500-147-10) obtendo-se o comprimento (eixo do polo cranial ao
caudal) e a largura (eixo da margem lateral a margem medial). Apds mensuracao, cada estrutura
foi pesada com auxilio de uma balanga analitica (AL200C, Marte, Brasil).

Ressalta-se que as estruturas macroscopicas identificadas foram nominadas com base
em Handbook Of Avian Anatomy: Nomina Anatomica Avium (1993) e a Nomina Anatomica
Veterinaria (2017), sendo os resultados comparados com a literatura referente a estudos com

aves domeésticas e silvestres.

6.6 PROCEDIMENTO PARA MICROSCOPIA

Para microscopia de luz foram usadas técnicas histolégicas preconizadas por Tolosa et al.
(2003). Os cortes foram aderidos as laminas de vidro e deixados em estufa a 60 °C “overnight”,
para posterior procedimento de coloracdo com hematoxilina e eosina (HE). Apds montagem e
secagem das laminas, o material foi analisado sendo as imagens mais representativas
fotomicrografadas em microscépio de luz (LEICA DM 500 HD) com camera acoplada (LEICA
ICC50W).

6.7 ANALISE MORFOMETRICA

6.7.1 Determinacéo do peso testicular

Os testiculos, depois de dissecados, foram pesados e considerando que o peso testicular
relativo representa o peso do testiculo por 100 gramas de peso corpéreo, foi realizado o seguinte

calculo:

p Peso do testiculo 0
= - X
REL Peso corporeo

Para mostrar a relagéo nas diferentes idades de crescimento, entre o peso testicular total
e 0 peso corporal, foi calculada a somatoria dos pesos testiculares direito e esquerdo dos animais

analisados.
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6.7.2 Determinagéo do volume testicular

O principio de Arquimedes consiste no estudo do acréscimo do volume de liquidos ap6s
imers&o de solidos em seu meio. Experimentalmente, € possivel verificar que quando um corpo
é imergido em um liquido, o volume do liquido aumenta. Em suma, para quaisquer objetos, a
diferenca entre o volume final e inicial do liquido (ap0s e antes da imersdo, respectivamente),
consiste no volume do solido imerso. Desta forma, para determinacdo volumétrica dos 6rgaos
genitais da ema, um béquer contendo escala milimetrada, foi preenchido com agua. Neste
momento, foi registrado o volume inicial (V1) e, posteriormente, cada 6rgdo foi imerso
totalmente no béquer, tomando-se o cuidado para que ndo tocasse as paredes do recipiente, em
seguida, o volume final foi registrado (V2). Posteriormente, calculou-se o volume pela diferenga

do volume final (V2) — volume inicial (V1) em centimetros cubicos.

6.7.3 Determinacédo das densidades de volume dos componentes testiculares

Utilizando o software ImageJ® (bundled with 64-bit Java 1.6.0_24), foram realizadas
as analises morfométricas das imagens microscopicas. Neste sentido, foram obtidas as medidas
da lamina basal, epitélio seminifero e tubulos seminiferos. Além disso, foram determinadas as
densidades de volume (expressas em percentagem) e medidas dos tubulos seminiferos, da luz
tubular e do tecido intersticial testicular (CALIARI, 1997).

Imagens de 30 campos (10 da regido caudal, 10 da regido medial e 10 da regi&o cranial)
dos testiculos para relativas as secdes histoldgicas testiculares de cada animal. Cada campo
mediu 2048 X 1536 “pixels”. Para a obtengdo das percentagens das densidades de volume
acima citadas, foi criada uma grade de 100 pontos sobre cada um dos 30 campos (Figura 10).
O epitélio dos tubulos seminiferos, a luz tubular e o tecido intersticial foram contados todas as
vezes que as imagens destes componentes tocavam um ponto de intersecdo entre os eixos X e
Y dos pontos da grade. Posteriormente, foram calculadas as médias (em percentual) dos 3.000
pontos analisados a partir das se¢des do testiculo de cada animal, referentes a cada um dos
elementos estudados (ASSIS-NETO et al. 2003).

Como foram utilizados 18 animais, foram analisados 540 campos de se¢des testiculares

(totalizando a analise de 54.000 pontos), foram obtidos os dados relativos aos valores
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individuais médios e as médias do grupo referentes as densidades dos tubulos seminiferos, da

luz tubular e do tecido intersticial.

Figura 8: llustracdo do procedimento utilizado para analise morfométrica das densidades volumétricas dos
componentes testiculares.
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Fonte: autoria propria.
6.8  ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas andlises descritivas de média e desvio padrdo para 0s parametros
testiculares. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio da analise de
variancia (teste F) ao nivel de 0,05, para avaliar a significancia dos erros aleatorios. O teste F

considera a relagdo das variancias (quadrado dos desvios padrfes) de duas amostras:

SZ
F==
S3
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O valor de F bicaudal pode ser menor ou maior que 1,0. A hipétese nula adotada é que
as populagdes de onde as amostras séo obtidas sdo normais, e que as variancias das populac¢oes
sdo iguais. Se o valor calculado de F exceder o valor de Fcritico (tedrico) entdo a hipdtese nula
deve ser rejeitada.

Para analise dos dados morfométricos obtidos, utilizamos o teste Z para comparagéo de
média, descrito por Soares e Siqueira (1999). Neste sentido, consideramos as seguintes
hipGteses para serem testadas:

Ho: 1 = w2
Hi: 1 # w2
Para realizacdo da inferéncia sobre a diferenca das médias (u1 — w2), utiliza-se a

. u . = = . A , ~ S22
informagdo amostral contida em X; — X,, cuja variancia é estimada através da equacgao n—l + n—z
1 2

. A estatistica do teste para testar a hipétese de igualdade de médias (Ho: p1 — p2) €:
(X, — X3)

2
51

2
52

ny na

Desta forma, se o valor de | Z | forma maior que o valor tabelado da estatistica Normal
(0,1) com a = 0,05, rejeita-se a hipotese nula de igualdade entre as médias, ou seja:

Regido de Rejeicdo (para a = 0,05)

X, — X,)
——|>Z,_¢=1,96 = Z 4icuiaa0 > 1,96
nq ny

ou Valor —p < 0,05

O valor - p é obtido através do valor do Z na tabela da distribuicdo N (0,1). Os valores

de p, quando significantes, foram marcados com asterisco, nas tabelas e graficos.
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C S S CZECH ACADEMY OF

™ % wd AGRICULTURAL SCIENCES
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Qualis quadriénio 2017-2020: A4

Manuscript title: Morphology of the male genital organs of the greater rhea

(Rhea americana)

Abstract: This research aimed to morphologically assess the development of the male genital
organs of the Rhea americana. Macroscopic dissections and light microscopy analyzes of 18
captive-raised rheas (3, 6, 9, 12, 15, and 18 months old) were performed. The male genital
organs of rheas are pairs, symmetrically located on each side of the body midline, inside the
celomatic cavity, and consist of two testicles, two epididymides, two vas deferens, and one
copulating organ. The testicles are lined with a delicate tunica albuginea, many seminiferous
tubules, and scarce intertubular tissue. In the seminiferous epithelium, Sertoli cells,
spermatogonia, and spermatids were observed at different stages of testicular differentiation.
The vas deferens has a thin wall consisting of the tunica mucosa, tunica muscularis, and tunica
adventitia. It extends from the epididymis to the cloaca, where it opens in the urodeo, through
the papilla of the vas deferens. In the seminiferous epithelium, Sertoli cells were observed,
spermatogonia (A dark, A light 1, A light 2 and B) and spermatids in some stages of
differentiation. We conclude that the rheas, even in captivity, in the natural environmental
conditions of the caatinga, maintained the development of the reproductive organs, as well as

their sexual maturation.
Keywords: Anatomy; Bird; Morphophysiology; Ratites.
INTRODUCTION

The rhea (Rhea americana) belongs to the group of ratites, differing from other birds
by the absence of keel in the sternum. In Brazil, it inhabits cerrado and caatinga biomes, a kind
of daytime and gregarious habit species (Pacheco 2004). In the reproductive season, males
present territorialistic and polygamous behavior, also responsible for parenteral care (Cooper
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et al. 2009). The commercial creation of rhea is concentrated in meat production. In addition to
the economic potential in producing feathers and leather, captive breeding also assists in
conserving this animal since its natural habitats are increasingly devastated (Pereira et al. 2006).

Morphological studies help create and maintain wild species in captivity by providing
knowledge about sanitary management and contributing clinical-surgical interventions to
anatomopathological findings (Oliveira et al. 2018; Pereira et al. 2006). Research involving the
reproductive system is fundamental for adopting strategies that optimize reproductive
efficiency (Bonato et al. 2015). The literature provides some information about the reproductive
system of rheas, such as the description of the female reproductive system (Parizzi et al. 2007),
the morphology of the male genital organs (Santos et al. 2011), and spermatogenesis (Freneau
et al. 2016). However, little is known about the reproductive morphological chronology, such
as the spermatogenic process.

Thus, considering its economic and scientific importance, this study aims to describe
the macroscopic and microscopic anatomy of the male reproductive organs of the rhea aged
three to eighteen months, which may enable actions for the development of breeders for

commercial purposes since this knowledge may provide interest for zootechnical purposes.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Eighteen animals were used in this research, three animals for each age, starting at 03,
06, 09, 12, 15, and 18 months of age, from the Center for the Multiplication of Wild Animals
(CEMAS) of the Federal Rural University of the Semi-Arid Region (UFERSA), registered by
the Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA) as a
scientific breeding site under number 1478912. All animals were submitted to the anesthetic
protocol recommended by Oliveira et al. (2018), adapting whenever necessary, and the absence
of heartbeat confirmed the death. The experimental protocol was previously submitted to the
Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio — No. 73638-1) and the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA - opinion 30/2020) of the Federal Rural University of the
Semi-arid Region (UFERSA) for approval.
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Macroscopy

In dorsal decubitus, the animals were incised in the median plane in the craniocaudal
direction from the caudal end of the keel to the cloaca. After access to the celomatic cavity, the
organs of the digestive tract were lateralized to expose the reproductive system. Being analyzed
with the naked eye (in situ) and with the aid of a stereomicroscopic magnifying glass (Zeiss,
DVA model)! in the ex-situ analyses and were subsequently documented (Sony DSC-W570
16.1 MP digital camera)? and described regarding their external morphological characteristics.

The structures were analyzed for shape, color, position, and syntopy and then measured
with the aid of a digital caliper (Mitutoyo, model 500-147-10) obtaining the length (axis from
the cranial to the caudal pole) and width (axis from the lateral to the medial margin). After
measurement, each structure was weighed with an analytical scale (AL200C, Marte, Brazil)*.

Notably, the macroscopic structures identified were named based on Handbook Of
Avian Anatomy: Nomina Anatomica Avium (1993) and Nomina Anatomica Veterinaria (2017),
and the results were compared with the literature regarding studies with domestic and wild
birds.

Microscopy

Fragments were collected, measuring 0.5 cm, and fixed in 10% formaldehyde buffered
with 0.1 M PBS, at pH 7.4, for histological analysis. After fixation, the fragments were
dehydrated in increasing alcohol concentrations and diaphanized in xylol, for inclusion in
paraffin. They were sectioned into 5 um and impregnated on histological slides, subsequently
stained by the hematoxylin and eosin (HE) technique, as described by Tolosa et al. (2003), and

analyzed under a light microscope of Leica DM4000°.

RESULTS

Macroscopic Aspects

The male genital organs of the rhea (Figure 1) are located next to the median line, inside
the celomatic cavity, consisting of two testicles, two epididymides, two vas deferens, and a
copulating organ called phallus. The testicles (1B) are elongated, having two poles (cranial and

caudal) and two margins (concave medial and convex lateral), giving them the shape of a bean.
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Topographically, they are located ventrally to the kidneys, medially to the vena cava, and
occupy mid-cranial positions to the adrenal glands and, specifically in cubs, the right testicle is
adhered to the wall of the vena cava, more cranial than the left testicle, which in turn is slightly
larger than the right testicle (Figure 3B). Regarding the color, in situ, in the animals outside the
reproductive period, that is, at 3 to 15 months of age, the testicle had a pink or brownish color
(Figure 2) and, in the 18-month-old animals in sexual activity, they showed white to slightly
pale coloration (Figure 3 and Figure 4).

When analyzing the epididymis of animals at 3, 6, and 9 months, this organ was poorly
developed, making it difficult to identify both in situ and ex-situ. Nevertheless, in animals aged
12, 15, and 18 months, we found that they were elongated and fusiform, smaller than the
testicles, and inserted in the medial dorsal margin of these animals. At their cranial end, they
made syntopy with the adrenal gland and dorsally with the caudal vena cava. In its caudal
portion, the vas deferens emerged, which went towards the cloaca.

The vas deferens originated as a continuation of the epididymal duct, is a rectilinear
tube in its initial path, becoming convoluted along its path, presents the cranial, middle, and
caudal segments, whose exact anatomical limits, however, cannot be distinguished, although it
can be stated that this segmentation is associated with variations in its thickness. Off-white in
color, it crosses the ventromedial surface of the kidney and extends craniocaudally and parallel
to the midline of the dorsal wall. Initially, the vas deferens occupies a medial position to the
ureter, crossing it ventrally at the level of the caudal portion of the kidney, when it then becomes
lateral to the ureter and, from there, a sheath of connective tissue surrounds both, traveling
together the same path until they enter the cloaca, through different openings.

In the dorsal wall of the cloaca, the vas deferens dilates, forming the receptacle of the
vas deferens and opens in the middle cloacal compartment, the urodeo, through a conical
papilla, called the papilla of the duct deferens.

Finally, the phallus, a copulatory organ, presents as a lymphatic fibrous organ located
in the ventral wall, on the floor of the cloaca, in the region of the proctodeo. This corresponds
to a structure with a slightly elongated flaccid aspect at its most apical portion and an enlarged

and evidently rigid root at its most basal portion, revealing its intromittent capacity together.

Histological Aspects

The results of the analyses of the cellular structure of the seminiferous tubules

demonstrated different phases of the epithelium cycle at 3 months, 6 months, 9 months, 12
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months, 15 months and 18 months old through the analysis of the cranial (Figure 5), medial
(Figure 6), and caudal sections (Figure 7). Interstitial testicular tissue is observed among the
seminiferous tubules, consisting of loose, well-vascularized connective tissue rich in interstitial
(or Leydig) cells. They occupy most of the testicle and are anastomosed, forming a branched
network. The epithelium of the seminiferous tubules consists of support (Sertoli) cells (Figures
5C, 6C, and 6D). Sertoli cells, whose cytoplasmic projections could not be visualized under
light microscopy, exhibit nuclei close to the basement membrane or between the first cell layers
of the seminiferous epithelium.

In mature and active birds (18 months), the seminiferous tubule contains a stratified
epithelium comprising germ cells in various meiotic division and morphogenesis stages. The
second and final meiotic division of the secondary spermatocyte gives rise to haploid germ
cells, the round spermatids. Differentiation of spermatids can be observed at various levels
within the epithelium, depending on their phase in spermiogenesis. In the seminiferous tubules,
the existence of different cell associations in the same section was noticeable, demonstrating
that there are many phases of the seminiferous epithelium cycle in a sectorial manner. This
characterizes a helical arrangement of the possible stages of the seminiferous epithelium cycle.
They appear as a compact network and a structure without the formation of testicular septa in
animals from 3 to 15 months, with no round or elongated spermatids or spermatozoa, indicating
that the spermatogenesis process had not yet begun.

The epithelium of the seminiferous tubules exhibited several cell types during the
visible spermatogenic process (Figure 8), including spermatogonia throughout the basal
expansion of the tubules. However, none of these cells found were in the anaphase stage. It is
possible to observe the following cells: spermatogonia A dark (Ae), A light 1 (Acl), A light 2
(Ac2), and B; primary zygote spermatocytes, in addition to spermatids (Figure 8), in
differentiation steps, located closer to the tubular light.

Spermatogonia Ae, with a spherical or slightly ovoid nucleus, with loose and uniformly
dispersed chromatin, presents a fragmented appearance, which justifies its moderate basophilia.
The nucleolus is eccentric and quite evident in most cells (8A). On the other hand,
Spermatogonia Acl (Figure 8B) presents a spherical nucleus, exhibiting chromatin lumps
dispersed in the nucleoplasm and lumps arranged peripherally in a region corresponding to the
nuclear envelope. The nucleolus is evident and slightly eccentric. Spermatogonia Ac2 (Figure
8C) has a spherical nucleus, weakly basophilic, with chromatin dispersed in the nucleoplasm
and peripheral heterochromatin. In this cell, several nucleoli are observed, small and eccentric,

showing the basophilic area between them.
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Spermatogonia B (Figure 8D), cells with an oval or spherical nucleus, weakly
basophilic, with chromatin in coarse lumps, located mainly in the region of the nuclear
envelope. Although scarce, coarse lumps scattered in the nucleoplasm mask the visualization
of the nucleolus. Primary spermatocytes (Figure 8E), with cells apparently larger than
spermatogonia and reaching different phases, are distinguished by the morphological aspect of
the nucleus. It is possible to observe the zygote, where the chromosomes are more basophilic
than those observed in the leptotene phase. Also, at this stage, the chromosomes are arranged
in compact masses and displaced to one side of the nucleus, giving a semilunar aspect to the
set.

The cells of the spermatogenic lineage are arranged in layers during spermiogenesis,
surrounded by a thin layer of interstitial tissue that surrounds the seminiferous tubules, in which
elongated myoid cells (9A) are visualized, adhered to the basal lamina, presenting
characteristics of smooth muscle cells. According to the literature, 13 stages of spermatid
differentiation are described in the process of spermiogenesis based on nuclear morphology and
the development of the acrosomal system (preacrosomal granules and acrosomal granules).

The spermatid in step 10 of spermiogenesis (Figure 9B), presented by the elongated
nucleus exhibiting slight sinuosity, is apparently larger and thinner than in the previous step.
Chromatin, although granular, is more basophilic. From this step, the acrosomic granule is not
evident. The spermatid in step 12 of spermiogenesis (Figure 9C) had the most elongated and
rectilinear nucleus compared to the previous step, with strongly granular, intensely basophilic
chromatin. And in step 13 (Figure 9D), the nucleus is cylindrical, thinner, and intensely
basophilic, close to the lumen of the seminiferous epithelium. In this step, the acromionic

granule cannot be visualized.

DISCUSSION

When we analyze the fresh color of the testicles, in adult animals, in sexual activity,
they present white color. In contrast, in young animals, outside the reproductive period, the
testicles present pink or brown coloration. Lake (1957) reports that the color of the testicle can
vary according to its sexual phase. During the sexually active period, it is usually whitish, but
outside the reproductive season, it reduces its size, and its color is modified to appear light
brown. This color change is primarily due to a decrease in the pressure of the spermatic mass
on the tubules and, consequently, on the testicular walls. Furthermore, it is also associated with

the absence of spermatic mass inside the lumen of the tubules, which is naturally a white mass.
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According to the literature, the genitals of birds in general (Bakst, 1993) or, specifically
in rooster (Budras and Sauer, 1975), quail (Fitzgerald 1969), fringillidae (Bailey 1953), pigeon
(Maruch et al. 1995), columbina (Maruch et al. 1991), and helmeted guineafowl! (Pereira et al.
1994), indicate the existence of a pattern of morphological organization in birds, differing in
some aspects from the pattern described for mammals. The most striking difference is the
location of the genitals, which, in birds, including the Rhea americana, are located inside the
celomatic cavity, unlike what occurs in mammals, where the testicles and epididymis are
located in the scrotum. Another aspect to consider is the absence of a typical penis similar to
that of mammals not previously observed in birds. However, they have a corresponding
copulating organ called the phallus (Hafez and Hafez 2004) or cloacal penis (Vantyne and
Berger, 1976). Also, it can be highlighted as a difference between birds and mammals the fact
that the distance to be covered by the spermatic mass from its storage in the epididymis until
its elimination is considerably greater given the position of the testicles relative to the cloaca,
keeping the proper proportions of size between the different species.

The testicular parenchyma of the rhea is composed of seminiferous tubules that, in
cross-sections, have almost circular shapes, different from what is observed in the domestic
rooster (Lake 1971) and the quail (Artoni et al. 1999), which have hexagonal shapes, and similar
to that of the Australian Emu (Dromaius novaehollandiae), which also has circular shapes
(Malecki et al. 1998).

In the cranial, medial, and caudal region of the testicle of rhea, within the testicles,
between the seminiferous tubules, the interstitial testicular tissue, consisting of loose, well-
vascularized connective tissue, rich in interstitial (or Leydig) cells, and the seminiferous tubules
occupy most of the testicle and are anastomosed, forming a branched network. Sertoli cells,
exhibit nuclei close to the basement membrane or between the first cell layers of the
seminiferous epithelium. Its cytoplasm showed faint color that was more noticeable in the
nucleus with the nucleolus, as was also mentioned for the Chicken by other researchers (Franga
et al. 1998).

The interstitial tissue of Rhea americana is formed by two main components: the thin
layer composed of elongated myoid cells surrounding the seminiferous tubules delimiting it.
The second consists of collagen fibers between the tubules and forming areas of adjacent angles.
In the latter, the presence of blood vessels and Leydig cells of narrow and columnar aspect,
fibroblasts, and reticuloendothelial cells are also noted.

Observing histological sections of seminiferous tubules obtained from samples of the

testicles of rhea, it was possible to observe the existence of different cell associations in the
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same section, demonstrating that there are many phases of the seminiferous epithelium cycle in
a sectorial manner, especially in animals aged 15 and 18 months. The report that cellular
associations of the seminiferous epithelial cycle were observed in single sections of the
seminiferous tubules of Rhea americana coincided with what was reported in the domestic
rooster (Sick 1997) and the domestic duck (Marchand 1977).

The histological organization of the Rhea americana testicle is similar to that described
for birds by Maruch et al. (1995). It presents connective tissue capsule, testicular parenchyma
rich in seminiferous tubules, and scarce interstitial stroma. The testicular capsule also called
tunica albuginea is membranous and thin, of connective nature, such as in rooster (Lake 1971),
quail (Fitzgerald 1969), birds in general (Jones and Lin 1993), Columbina (Maruch et al. 1991),
helmeted guineafowl (Pereira et al. 1994), and pigeon (Maruch et al. 1995).

The seminiferous tubules of Rhea americana have histological aspect similar to that
described in other birds (Artoni et al. 1999) and present surrounding peritubular tissue,
represented by the tunica propria, connective tissue with myoid cells and seminiferous
epithelium formed by germ cells and support (or Sertoli) cells. In photomicrographs, the
epithelium exhibited several cell types during the visible spermatogenic process, spermatogonia
throughout the basal expansion of the tubules. However, none of these cells found were in the
anaphase stage. This stage is known to occur rapidly (Ortavant 1954) in both birds and

mammals.

CONCLUSION

From the results of this research, it can be concluded that the male genital organs are
made up of paired organs of testicles, epididymis, vas deferens, and a copulating organ, the
phallus. The testicles have delicate tunica albuginea, rich in seminiferous tubules and scarce
intertubular tissue. In the seminiferous epithelium, Sertoli cells were observed; spermatogonia
(A dark, A light 1, A light 2, and B) and spermatids in some stages of differentiation. The
morphological differences between the three segments of the vas deferens are practically
restricted to the presence of folds in the cranial and caudal segments and to the thickness of the
tunica muscularis, which is thicker in the caudal segment. The phallus is intrusive and quite
developed. Therefore, we conclude that the specimens studied, even in captivity, in the natural
environmental conditions of the caatinga, maintained the development of the reproductive

organs, as well as their sexual maturation.
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Figure 1. Overview of the male reproductive system of desiccated adult Rhea americana (A). B: ventral
view of the testicles (1), kidneys (2) and vena cava (3). C: ventral view of the vas deferens (4), base of
the phallus (5), cloaca (6) and phallus (7). Scale bar =1 cm.
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Figure 2. Image of the ventral view of the reproductive organs of young Rhea americana (6 months) in
the celomatic cavity after dissection. A: general aspect. B: approximate visualization of the vena cava
(1), testicles (2) and adrenal glands (3). Scale bar =1 cm.
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Figure 3. Ventral view of the male reproductive organs of rhea in the celomatic cavity, in situ, of the 18-
month-old Rhea americana. Note the position of the vena cava (1) and its relationship to the testicle (2).
A: general aspect. B: approximate visualization of the vena cava (1) and testicles (2). Scale bar =1 cm.
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Figure 4. General appearance of Rhea americana testicles 18 months after dissection. 1: epididymis; 2:
testicles; 3: folded vas deferens. Scale bar = 1 cm.
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Figure 5. Section photomicrograph of the cranial region of the testicle of Rhea americana at 6 (A), 9
(B), 12 (C), and 15 (D) months old. Seminiferous tubules (TS); tubular lumen (L); seminiferous tubules
showing the seminiferous epithelium (EP); arrows indicate the germ cells; Sertoli cells (S). Scale bar =

10 pm.

-
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Figure 6. Section photomicrograph of the medial region of the testicle of Rhea americana at 6 (A), 9
(B), 12 (C), and 15 (D) months old. Seminiferous tubules (TS); tubular lumen (L); seminiferous tubules
showing the seminiferous epithelium (EP); arrows indicate the germ cells. Scale bar = 10 pm.
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Figure 7. Section photomicrograph of the caudal region of the testicle of Rhea americana at 6 (A), 9
(B), 12 (C), and 15 (D) months old. Seminiferous tubules (TS); tubular lumen (L); seminiferous tubules
showing the seminiferous epithelium (EP); arrows indicate the germ cells; Sertoli cells (S). Scale bar =

10 pm.

A

Figure 8. Photomicrographs of the seminiferous epithelium highlighting nuclei of spermatogonia and
spermatocytes of Rhea americana. A: dark spermatogonia A (Ae); B: light spermatogonia A 1 (Acl);
C: light spermatogonia A 2; D: highlight the spermatogonia nucleus (B); E: zygote nucleus (Z). Scale
bar = 10 pum.
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Figure 9. Photomicrographs of the seminiferous epithelium showing, in each figure, a stage of
spermatoid differentiation during the spermiogenesis process of adult Rhea americana A: Myoid cells
(arrows) present in the interstitial tissue; B: spermatoid nucleus in spermiogenesis step 10; C: spermatoid
nucleus in spermiogenesis step 12; D: spermatoid nucleus in spermiogenesis step 13; Scale bar =10 um.
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This study considered the identification of morphometric information about structures that make up the
male reproductive system of rheas (Rhea americana) and aims to provide useful knowledge to improve the
reproductive and health management of the species in captivity. Eighteen rheas were used, separated into groups
of 18 animals by age, with 3, 6, 9, 12, 15 and 18 months. The testes, epididymis and vas deferens were collected
and immediately measured: length, width and volume. Subsequently, slides were prepared for microscopic
evaluation of the testicular parenchyma. The morphometric analysis carried out pointed to testicular dimensional
variations between periods of rest and proximity to sexual maturity, since the measurements of width, length and
volume were significantly smaller in the initial months and larger after 12 months of age. The analysis of
photomicrographs, indicated that the seminiferous tubules in transverse sections, present an almost circular shape
in different phases of the epithelial cycle. When analyzing the densities of the seminiferous tubules, interstitial
epithelium and the lumen of the seminiferous tubules, a significant difference was found as a function of the age
of the animals, demonstrating an increase in the seminiferous tubules and tubular lumen, followed by a reduction
in the interstitial space, with an increase in animal's age. In view of the results obtained, it is concluded that, when
analyzing macro and microscopically the morphological and morphometric measures of the male rhea reproductive
system, at different ages of growth, we verified that, according to age and sexual rest, great alterations were
observed morphological changes in the structure of the testes.

INDEX TERMS: Morphometry, Testicular parenchyma, Greater Rhea, Rhea.

RESUMO - Este estudo considerou a identificacdo de informagdes morfométricas sobre estruturas que comp&em
o sistema reprodutor masculino de emas (Rhea americana) e visa fornecer conhecimentos Uteis a melhoria do
manejo reprodutivo e sanitario da espécie em cativeiro. Foram utilizadas 18 emas, separadas em grupos de animais
por idade, sendo 3, 6, 9, 12, 15 e 18 meses. Os testiculos, epididimos e ductos deferentes foram coletados e
imediatamente tiveram mensurados: o comprimento, a largura e o volume. Posteriormente, foram elaboradas
laminas para avaliagdo microscopica do parénquima testicular. A analise morfométrica realizada apontou para
variagBes dimensionais testiculares entre os periodos de repouso e proximidade da maturidade sexual, visto que as
medidas de largura, comprimento e volume eram significativamente menores nos meses iniciais e maiores ap6s 0s
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12 meses de idade. As analises de fotomicrografias, indicaram que os tlbulos seminiferos em cortes transversais,
apresentam forma quase circular em diferentes fases do ciclo do epitélio. Quando analisadas as densidades dos
tlbulos seminiferos, epitélio intersticial e a luz dos tdbulos seminiferos, constatou-se diferenca significativa em
fungdo da idade dos animais, demonstrando o aumento dos tibulos seminiferos e luz tubular, seguido da reducao
do espago intersticial, com o aumento da idade do animal. Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que, ao
analisar macro e microscopicamente as medidas morfolégicas e morfométricas do sistema reprodutor masculino
de ema, em diferentes idades de crescimento, verificamos que, de acordo com a idade e repouso sexual, foram
observadas grandes alteracdes morfolégicas na estrutura dos testiculos.

TERMOS DE INDEXACAO: Morfometria, Parénquima testicular, Ema, Rhea.
INTRODUCAO

Pesquisas sobre a morfologia das génadas de aves silvestres sdo escassas e, 0s relatos existentes, sdo
limitados a poucas espécies. A Rhea americana é uma ave silvestre que possui importancia cientifica significativa,
devido a sua notavel adaptabilidade em cativeiro e valor zootécnico para a producao de carne, couro e penas (Costa
et al., 2018). Estas aves, embora sejam nativas da América do Sul, possuir grande porte e apresentarem carne de
excelente qualidade ainda ndo despertaram a atengdo dos 6rgdos governamentais para viabilizar sua exploracéo
com fins comercial, possivelmente pelo fato de que ainda possam existir varios aspectos de sua biologia, manejo
zootécnico e sanitario a serem conhecidos.

Compreender a morfologia testicular, epididimal e dos ductos deferentes de aves, a exemplo da ema,
(Rhea americana), pode auxiliar no esclarecimento de questdes sobre a reproducdo, bem como a formacéo e
maturacdo dos espermatozoides, processo associado ao mecanismo da espermatogénese. Essas informagdes
fornecem subsidios para o desenvolvimento de técnicas que podem vir a incrementar a eficiéncia reprodutiva da
criacdo em cativeiro, como a inseminago artificial, bem como a manuten¢&o de bancos de germoplasma (Sharma
et al. 2009). Além disso, o conhecimento sobre a vida reprodutiva dessa espécie fornece subsidios técnico-
cientificos para bases comparativas e expansdo reprodutiva destes animais em cativeiro em diferentes condi¢des
(Simdes et al. 2005). No tocante a emas, percebe-se em consulta a literatura, que informacGes sobre os elementos
constituintes do sistema reprodutor masculino e feminino ainda precisam ser mais bem estudados, quanto aos
aspectos anatémicos, sejam eles macro ou microscopicos e ainda quanto a dindmica dos hormonios reprodutivos.

Neste sentido e, considerando que as emas poderdo despertar o interesse pela exploracdo comercial,
infere-se a necessidade do desenvolvimento de estudos com morfologia, a exemplo de avaliagdo morfométrica, de
maneira a produzir dados precisos sobre os sistemas reprodutores desses animais, razdo pela qual optou-se por
descrever componentes celulares e teciduais do sistema reprodutor masculino, por meio da morfometria e
componentes histologicos, objetivando auxiliar na compreensdo de mecanismos reprodutivos dessas aves,
fornecendo informagdes fundamentais a melhoria do perfil zootécnico, assim como sobre sua biologia, haja vista
que, na literatura estas informagdes ainda sdo dotadas de muitas lacunas de informagdes cientificas.

MATERIAL E METODOS

Animais. As emas (Rhea americana) foram obtidas no Centro de Multiplica¢do de Animais Silvestres da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Foram utilizados 18 machos jovens divididos em seis
grupos com trés animais, separados de acordo com a faixa etaria, sendo o grupo 1 (3 meses), grupo 2 (6 meses),
grupo 3 (9 meses), grupo 4 (12 meses), grupo 5 (15 meses) e grupo 6 (18 meses). Todos os animais foram
submetidos ao protocolo anestésico preconizado por Oliveira et al. (2018), adaptando sempre que necessario e 0
obito foi confirmado pela auséncia de batimentos cardiacos. Os animais foram pré-medicados com cloridrato de
xilazina (1mg/Kg) pela via intramuscular. Atingido o estagio de sedacgao foram eutanasiados com uma sobredose
anestésica de tiopental (150 mg/Kg) e administragdo de cloreto de potéssio (2,56 mEQ/Kg), ambos por via
intracardiaca. Em seguida, foram dissecados para obtencdo das amostras para microscopia de luz.

As coletas foram realizadas ao longo dos anos de 2020 a 2022, cujo protocolo experimental foi
previamente submetido ao Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio — n°® 73638-1) e
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA - parecer 30/2020) para sua aprovagao.

Procedimento para macroscopia. Para dissecacdo e, posterior realizacdo das analises morfoldgicas dos
conjuntos do aparelho reprodutor masculino da ema (testiculos, epididimos e ductos deferentes e falo), os
espécimes foram colocados em decubito dorsal e submetidos a uma incisdo no plano mediano no sentido
craniocaudal partindo da extremidade caudal da quilha até a cloaca. Em seguida, foram deslocadas as estruturas
do aparelho digestorio de modo a expor os érgaos reprodutores, seccionando o reto transversalmente na regido de
desembocadura da cloaca. Imediatamente apds esses procedimentos, os drgdos reprodutores foram analisados a
olho nu (in situ), fotodocumentados (Camara digital Sony DSC-W570 16.1 MP) e em seguida mensurados com
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auxilio de um paquimetro digital (“Mitutoyo”, modelo 500-147-10), obtendo o comprimento e largura dos
testiculos, epididimo e ducto deferente, além do comprimento do falo. Ap6s mensuracao, cada estrutura foi pesada
com auxilio de uma balanga analitica (AL200C, Marte, Brasil).

Ressalta-se que as estruturas macroscopicas identificadas foram nominadas com base em Handbook of
Avian Anatomy: Nomina Anatomica Avium (1993) e a Nomina Anatomica Veterinaria (2017), sendo os resultados
comparados com a literatura referente a estudos com aves domeésticas e silvestres.

Os testiculos, depois de dissecados, foram pesados e considerando que o peso testicular relativo
representa o peso do testiculo por 100 gramas de peso corpéreo. Para mostrar a relagédo nas diferentes idades de
crescimento, entre o peso testicular total e o peso corporal, foi calculada a somatéria dos pesos testiculares direito
e esquerdo dos animais analisados. Para a determinacdo do volume testicular foi utilizado o principio de
Arquimedes.

Procedimento para microscopia de luz. Para microscopia de luz foram usadas técnicas histoldgicas
preconizadas por Tolosa et al. (2003). Os cortes foram aderidos as laminas de vidro e deixados em estufa a 60°C
“overnight”, para posterior procedimento de coloragdo com hematoxilina e ecosina (HE). As laminas foram
analisadas em microscépio de luz (Leica-modelo ICC50 HD) e imagens obtidas por meio do programa LAS EZ
Ink.

Analise estatistica. Foram realizadas analises descritivas de média e desvio padrdo para os parametros
testiculares. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio da analise de variancia (teste F) ao nivel
de 0,05, para avaliar a significancia dos erros aleatérios.

RESULTADOS
Anélise macro e microscopica

Os resultados referem-se a macro e microscopia dos testiculos, epididimos e ductos deferentes da ema.
Em relagdo aos testiculos, o comprimento, largura e volume testiculares direito e esquerdo para o conjunto de
idades estudas, estdo apresentados na tabela 1.

Na tabela 2, estdo apresentadas as massas corporais dos animais e dos testiculos esquerdo e direitos para
as diferentes idades analisadas, conforme definido na metodologia. A partir destes valores, foi calculada a relagéo
entre a massa dos testiculos e a massa corpérea dos animais (PreL).

Avaliando estatisticamente os dados apresentados na tabela 1, ndo foram observadas diferencas
significativas entre a largura e comprimento dos testiculos direito e esquerdo (P > 0,05). Desta forma, os dados
foram agrupados e resultaram em uma média geral para 0 comprimento e largura dos testiculos, nas diferentes
idades utilizadas, sendo apresentadas na tabela 3 e figura 1.

A andlise comparativa dos pardmetros morfométricos da largura e comprimento dos testiculos direito e
esquerdo entre os diferentes grupos etarios estudados resultou em dados com diferencas significativas, conforme
apresentado na tabela 4 (p > 0,05), especialmente, quando comparadas as idades dos animais de 12 com 18 meses.
De acordo com a tabela 4, houve diferenca significativa, em relagdo ao comprimento dos testiculos da ema quando
comparamos as idades 12 com 18 meses (p > 0,05).

Em relacéo aos epididimos, o comprimento, largura e massa do 6rgéo direito e esquerdo para as diferentes
idades (3, 6, 9, 12, 15 e 18 meses), encontram-se apresentados na tabela 5.

Analisado as informacdes constantes na tabela 5, percebe-se que o comprimento do epididimo progride a
medida em que a idade dos animais aumenta. Ja quanto a largura dos epididimos constata-se que varia
consideravelmente aos 18 meses de idade, quando os animais se tornam aptos a iniciarem a fase reprodutiva. Os
dados que compdem a tabela 5, quando submetidos ao teste estatistico de comparacdo de média F, ndo
apresentaram diferencas significativas quando comparadas as medidas de largura e comprimento dos epididimos
direito e esquerdo (p > 0,05). Em funcdo disto, os dados foram analisados de forma agrupada, o que resultou em
uma média geral para o comprimento e largura dos epididimos, nas diferentes idades utilizadas, especificadas na
figura 2.

Quanto aos ductos deferentes, as mensuraces referentes ao comprimento e a largura do 6rgdo direito e
esquerdo em diferentes idades, estdo relacionados na tabela 6. Da andlise desses dados constatamos que tanto o
comprimento quanto a largura dos ductos deferentes, basicamente ndo variam em funcdo da idade dos animais
pesquisados, constando-se a inexisténcia de relacdo diretamente proporcional entre as duas variaveis. A avaliagdo
estatistica dos dados que compdem a tabela 6, indicam que ndo ha diferencas significativas entre a largura e
comprimento dos ductos deferentes direito e esquerdo (p > 0,05). Desta forma, os dados foram agrupados e
resultaram em uma média geral para o comprimento e largura dos ductos deferentes, nas diferentes idades
utilizadas, sendo apresentados na figura 3.
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Analise microscopica

Como os testiculos da ema possuem forma alongada com polos cranial, caudal e medial, foram realizadas
analises microscdpicas de cada regido testicular separadamente. A Figura 4 ilustra um corte transversal do testiculo
por meio de fotomicroscopia para demonstrar as estruturas histolégicas presentes. Na imagem, podemos observar
os tubulos seminiferos, que aparecem como estruturas esféricas ou tubulares, dependendo da sua disposigdo na
sec¢do histoldgica. Esses tUbulos sdo evidenciados na figura por meio de um circulo amarelo. Cada tdbulo
seminifero possui um parénquima composto por células germinativas imersas em tecido conjuntivo, e uma regido
mais central que é desprovida de células e, por isso, apresenta cor clara. Essa regido é conhecida como luz tubular
(LT). A linha tracejada em amarelo na imagem representa o espaco intersticial, que é o espaco existente entre 0s
tdbulos seminiferos do tecido testicular.

Nas tabelas 7 e 8, sdo apresentadas médias e desvio-padrdo da contagem dos pontos nas imagens obtidas
de seccOes histoldgicas de fragmentos de testiculos de animais com trés e seis meses de idade, referentes aos
tabulos seminiferos, luz tubular e espaco intersticial. Neste sentido, verifica-se na tabela 7, com seis meses de
idade, o tecido testicular de ema é representado por aproximadamente 40% do espago intersticial, 40% de area de
tubulos seminiferos e 20% da luz tubular. Estas informacGes sdo corroboradas analisando-se a figura 2, onde se
observa que o tecido testicular apresenta acentuada &rea de espago intersticial entre os tibulos seminiferos e area
menos acentuada de luz tubular.

Na tabela 9, sdo apresentadas médias e desvio-padrdo da contagem dos pontos em secgdes histoldgicas
de tecido testicular de emas aos nove meses de idade. Nesta idade (9 meses) o tecido testicular de Rhea
americana verifica-se um aumento das densidades dos tubulos seminiferos, bem como da luz tubular e, ainda se
percebe a reducéo do espaco intersticial, quando se compara esses dados aos & aqueles descritos em animais com
seis meses de vida.

Na tabela 10, sdo apresentadas médias e desvio-padrdo da contagem dos pontos nas imagens obtidas de
cortes histolégicos nos animais com nove meses de idade, referentes aos tibulos seminiferos, luz tubular e espago
intersticial das imagens obtidas por microscopia.

Nos animais com nove meses de idade, cujos dados estdo descritos na tabela 9, o tecido testicular de Rhea
americana caracteriza-se por apresentar maior densidade dos tubulos seminiferos e luz tubular e uma redugéo
desta no que corresponde ao espaco intersticial, quando se compara os dados obtidos para os animais com 12
meses de idade.

Na tabela 11, sdo apresentadas médias e desvio-padrdo da contagem dos pontos nas imagens para cada
animal com 15 meses de idade, referentes aos tibulos seminiferos, luz tubular e espaco intersticial das imagens
obtidas por microscopia.

De acordo com a tabela 10, com 15 meses de idade, o tecido testicular de Rhea americana contém as
mesmas caracteristicas quanto a densidade dos tibulos seminiferos, area de luz tubular e espago intersticial, quando
comparado com os dados obtidos em andlise do tecido testicular do grupo de ratitas com 12 meses de idade.

Na tabela 12, sdo apresentadas médias e desvio-padrdo da contagem dos pontos nas imagens de emas que
compunham o grupo de animais com 18 meses de idade, referentes aos tGbulos seminiferos, luz tubular e espago
intersticial das imagens obtidas por microscopia. Aos 18 meses de idade, no tecido testicular dos espécimes
utilizados percebe-se 0 aumento da densidade dos tibulos seminiferos, reducéo do espago intersticial e manutencéo
da luz tubular, quando comparado com os achados descritos para 0s animais com 15 meses de idade.

Na figura 5 é apresentada uma fotomicroscopia do corte transversal do testiculo com 18 meses de idade,
das diferentes regides (caudal, medial e cranial), evidenciando o epitélio seminifero com todas as células da
linhagem espermatogénica. Na figura 6, através da reducdo da ampliagdo, conseguimos visualizar o tdbulo
seminifero com todas as células da linhagem espermatogénica, o espaco intersticial e a luz tubular com presenca
dos espermatozoides.

DISCUSSAO

Os testiculos da Rhea americana apresentam forma cilindrica e extremidades arredondadas e acham-se
fixados na regido da cavidade celémica, na posicao dorsal ao trato gastrointestinal. Carvalho et al. (2014), fazem
referéncia a essa descri¢do anatdmica, mas ndo fazem referéncia a relagéo sintdpica dos testiculos dessa espécie.
Também é importante destacar que existe um grau variavel de fixacdo dos testiculos a artéria aorta abdominal. O
conjunto de ductos deferentes e epididimo, associados aos vasos linfaticos e sanguineos testiculares, formam uma
estrutura na borda medial de cada testiculo que apresenta uma leve convexidade. O ducto deferente continua a
partir do epididimo e o par de ductos deferentes desce em sintopia com o par de ureteres, em direcao a cloaca. Esse
conjunto de estrutura acha-se envoltos em tecido conjuntivo frouxo que Ihes conferem fixacdo ventral a coluna
vertebral, estando dispostos cada grupo em um dos antimeros do animal, embora mais caudalmente estejam bem
medianos e se abram a medida que se inserem dorsalmente a cloaca.
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A analise morfométrica realizada na Rhea americana, considerando-se os diferentes grupos de idades
estabelecidos apontou para variagGes dimensionais testiculares entre os periodos de repouso e proximidade da
maturidade sexual, visto que as medidas de largura, comprimento e volume mostram-se significativamente
menores NOs meses iniciais e maiores apos os 12 meses de idade. Este padrdo também foi relatado por Artoni
(1993), ao descrever a morfologia e a histofisiologia do testiculo de Codorna (Coturnix coturnix japonica). Nao
resta divida que variagOes estdo associadas ao desenvolvimento testicular a medida que a idade dos animais
avanga, ressalta-se que as diferencas de tamanho se tornam mais significativas nas idades mais proximas da
maturidade sexual dos animais, dada a maior influéncia dos hormdnios sexuais. Além disso, de acordo com Lake,
1981, as aves em estagio reprodutivo possuem aumento de tamanho dos testiculos devido ao incremento no
tamanho dos tlbulos seminiferos e do nimero de células intersticiais e nestes periodos o peso do testiculo
representa em torno de 1% do peso da ave. Desta forma, devido a relagcdo da massa dos testiculos em relacéo a
massa corporal da ema, 0s espécimes estudados ndo estavam em estagio reprodutivo.

Marvan (1969), observou em pesquisa sobre o trato genital masculino do Gallus domesticus, que 0s
testiculos possuem assimetria de tamanho, uma vez que o testiculo esquerdo é maior do que o direito. Na ema
houve diferenca nas dimensdes dessas estruturas, mas também no tamanho dos epididimos e ductos deferentes,
conferindo-lhes uma condicdo assimétrica de tamanho e comprimento, respectivamente, onde as estruturas a
direita sdo maiores que aquelas a esquerda. Assim, 0 que se percebe, macroscopicamente, € que com o avancar da
idade ocorre consideraveis alteracfes nas dimensdes dos testiculos, epididimos e ductos deferentes em emas,
considerando os dados dos animais avaliados. Destaca-se, que os epididimos apresentavam mensuragdes menores
gue os testiculos, encontravam-se fortemente presos aos testiculos e em posicdo mais mediana em relagdo aos
testiculos e correspondia a uma espécie capsula oca de material fibroso. Os ductos deferentes deixavam os
epididimos aumentando em didmetro a medida que se aproximava do ureter. Ademais, estas estruturas tém seu
comprimento aumentado ao longo da evolucdo da maturagéo dos animais.

O epididimo da ema, mesmo em periodo de atividade reprodutiva, ndo supera o comprimento do testiculo
e nem possui borda livre. Soley (1992), descrevendo a histologia da espermatogénese em avestruz, cita as seguintes
medidas do epididimo de avestruz em periodo de atividade reprodutiva: 21 a 31 g, 12 a 15,4 cm de comprimento,
3 a 7 cm de largura. Comparando com a ema estas medidas sdo superiores, porém proporcionais aos pesos
corporais, visto que a ema pesa em média 32 kg e o avestruz 100 kg. A cépsula testicular da ema é dividida em
regido epididiméria, com ramificagdes envolvendo o epididimo, e regifo testicular, que recobre o testiculo e a rede
testicular (Freneau et al. 2016). A cépsula testicular em aves geralmente é fina (Lake 1971), dividida pelas regides
epididimal e testicular. Ozegbe et al. (2008) e Freneau et al. (2016), inferem que, apesar da capsula testicular ndo
apresentar septos ou lébulos, estas sdo encontradas na ema e no avestruz.

A andlise das fotomicrografias dos testiculos dos animais demonstrou que os tlbulos seminiferos em
cortes transversais, apresentavam formas circulares, exatamente como descrito por Freneau et al. (2016). O
parénquima testicular da Rhea americana é composto por tabulos seminiferos que, em cortes transversais,
apresentam formas quase circulares, diferente do que se presencia no Galo doméstico (Lake 1971) e na Codorna
(Artoni et al. 1999), que apresentam formas hexagonais, e semelhante ao Emu, que também apresenta formas
circulares (Malecki et al. 1998).

Filogeneticamente, o avestruz é proximo da ema, e ambas as espécies fazem parte do grupo de aves
Ratitas. No entanto, existem algumas diferencas entre as ratitas americanas e africanas (Machado & Malecki 2011).
As anélises da estrutura celular dos tubulos seminiferos deste trabalho, demonstraram diferentes fases do ciclo do
epitélio. Observando os tGbulos seminiferos dos cortes retirados das amostras é perceptivel a existéncia de
diferentes associagdes celulares em um mesmo corte, demonstrando que ha muitas fases do ciclo do epitélio
seminifero de forma setorial. Isso caracteriza uma disposicdo helicoidal das possiveis etapas do ciclo do epitélio
seminifero. O relato de que associacgOes celulares do ciclo do epitélio seminifero foram observadas em se¢Ges
Unicas dos tlbulos seminiferos da Rhea americana coincide com o que foi relatado no galo doméstico (Sharma et
al. 1956), no marreco (Clermont 1958) e no pato doméstico (Marchand 1977).

Os tdbulos seminiferos aparecem como uma rede compacta e como uma estrutura sem formacéo de septos
testiculares. Além disso, foi observada a presenca de atividade sexual, visto que, havia presenca de espermatides
redondas e alongadas, juntamente com espermatozoides e, portanto, havia espermatogénese neste momento.

Quando analisadas as densidades dos tubulos seminiferos, epitélio intersticial e luz tubular da Rhea
americana, esta apresentou diferenca de acordo com a idade dos animais. Demonstrando o aumento dos tGbulos
seminiferos e luz tubular, seguido da redugdo do espaco intersticial, com o aumento da idade do animal.
Comparando-se a histologia do parénquima testicular entre as idades dos animais, notam-se mudancas
significativas, quanto ao volume dos tubulos seminiferos e diametro da luz tubular, sendo que essas mudancas
também foram relatadas em codornas e Avestruz (Madekurozwa et al. 2002).

O espago intersticial da Rhea americana é constituido por dois componentes principais: 0 primeiro € uma
fina camada com células mioides alongadas que circunda o tGbulo seminifero delimitando-o, e o segundo é
constituido por fibras colagenas localizadas entre os tibulos e formando areas de angulos adjacentes. Artoni et al.
(2007), estudaram a morfometria dos tlbulos seminiferos do tinamou-de-asa-vermelha (Rynchotus rufescens) ao
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longo do ano, foram relatadas alteragdes morfoldgicas nos tdbulos, em relagdo ao didmetro do epitélio, sendo essas
alteracBes relacionadas as estacGes do ano, apresentando periodos de atividade sexual e repouso. Durante a
primavera, os seguintes valores de didmetro dos tubulos seminiferos foram relatados no tinamou-de-asa-vermelha:
315,9 £57,7 um durante o verdo e 182,7 £ 54,9 pum no inverno. Desta forma, no periodo da atividade sexual, ocorre
a expansdo dos tubulos seminiferos e, consequentemente o volume do tecido intersticial é reduzido a um patamar
menor do que o observado no periodo de repouso sexual. Isso ocorre com a Rhea americana, visto que, observou-
se a reducdo do tecido intersticial e expansdo dos tlbulos seminiferos com o aumento da idade dos animais, da
mesma forma como relatado no tinamou-de-asa-vermelha por Artoniet al. (2007).

De acordo com Freneau et al. (2016), durante o repouso sexual, 0 intersticio se apresenta com maior
volume e, portanto, espera-se uma correlacdo entre ele e outros componentes quando comparado ao periodo de
atividade sexual. Nesta pesquisa 0s animais com idade inferior a 18 meses foram caracterizados em periodo de
repouso sexual e, com isso, apresentou correlacdo negativa entre o epitélio intersticial e as outras estruturas do
parénquima testicular com o aumento da idade dos animais. Apenas 0s animais com idade superior a 18 meses
foram caracterizados em periodo de atividade sexual. Por fim, ndo houve dificuldades na fixagdo e coloracao dos
cortes histoldgicos da Rhea americana. Alguns autores mencionam dificuldades na fixacéo de se¢des dos machos
da codorna, do galo e da galinha-d'angola (Freneau et al. 2016).

CONCLUSAO

Os dados apresentados sobre as analises macroscépicas, morfometria e microscopica testicular de Rhea
americana contribuem para o estudo reprodutivo desta espécie, através das alteragdes morfoldgicas apresentadas
pela estrutura dos testiculos, ducto deferente e epididimos nas diferentes idades dos animais.

Os resultados demonstram a existéncia das diferengcas morfométricas no sistema reprodutor masculino,
de acordo com a variacéo da idade. Além disso, algumas estruturas microscépicas dos testiculos, sdo semelhantes
a outras aves.

Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que, ao analisar macro e microscopicamente as medidas
morfoldgicas e morfométricas do sistema reprodutor masculino de Rhea americana, em diferentes idades de
crescimento, verificamos que, de acordo com a idade e repouso sexual, foram observadas grandes alteragdes
morfoldgicas na estrutura dos testiculos.
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Legendas de Figuras

Fig. 1. Grafico da média e desvio-padrdo do comprimento e largura dos testiculos de Rhea americana de acordo
com a idade (meses).
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Fig. 2. Grafico da média e desvio-padrdo do comprimento e largura dos epididimos de Rhea americana de acordo
com a idade (meses).
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Fig. 3. Grafico da média e desvio-padrdo do comprimento e largura dos ductos deferentes de Rhea americana de
acordo com a idade (meses).
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Fig. 4. Fotomicroscopia do tecido testicular de Rhea americana, com 18 meses, evidenciando os tubulos
seminiferos (circulo amarelo), a luz tubular (LT) e o espaco intersticial (linha tracejada amarela).

REBOU¢AS, ¢. E. V., 2023



103

Fig. 5. Fotomicrografias do epitélio seminifero, dos animais com 18 meses de idade, das regides caudal (A), medial
(B) e cranial (C) dos testiculos de Rhea americana. Espermatog6nias tipo | e Il (1 — 2); espermatocito (3);
espermatide arredondada 4), alonada (5); células de sustentagao (6). Barra da escala 10 pm.
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Fig. 6. Fotomicrografias do epitélio seminifero, da Rhea americana com 18 meses de idade, demonstrando o tecido

intersticial, o tibulo seminifero com as espermatogonias tipo | e Il (1 — 2), espermatdcito (3), espermétide

arredondada (4) alongada (5) e luz tubular com espermatozmdes Barra de escala = 20 pm.
‘
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Tabela 1. Comprimento e largura dos testiculos direito (TD) e esquerdo (TE) de emas.

Comprimento

Largura

Idade L 1. - Volume
(meses) n .I_Eledla (& o) CI.?D .I_Eledla (& o) CI.T_'D média (+ ¢) ml

3 3 1,49(x0,08) 1,48(+£0,29) 0,22 (+0,04) 0,20 (£0,09) 0,1

6 3 165(x055) 1,88(x1,03) 0,40(x0,07) 0,23(x0,11) 0,16 (x0,1)
9 3 182(+x089) 183(x1,35 0,44(x0,05) 0,34(x0,12) 0,22 (+0,02)
12 3 239(x0,21) 2,74(x0,07) 0,38(x0,09) 0,28(x0,03) 0,38 (+0,13)
15 3 222(x£058) 2,21(x049) 041(x0,21) 0,38(x0,24) 1,38 (+0,35)
18 3 653(x031) 545(x0,32) 158(x0,09) 153(x0,18) 13,0(+4,16)

104

n°, nimero de animais; cm, centimetro; ml, mililitro.

Tabela 2. Relagdo (PREL) entre a massa dos testiculos direito (TD) e esquerdo (TE) e massa corpérea das emas.
n°, ndmero de animais; kg, quilograma; %, porcentagem.
Massa dos testiculos

Idade Massa dos animais . o
(meses) média (+ ¢) kg TEmedla (* o) gTD Prec (%)

3 3 6,2 (+ 0,04) 0,03 (£ 0,003) 0,04 (+ 0,004) 0,0007

6 3 10,98 (+ 0,5) 0,11 (£0,03) 0,21 (+0,179) 0,002 (+ 0,009)

9 3 13,56 (+ 0,5) 0,12 (+0,2) 0,09 (+0,4) 0,0007

2 3 20,07 (+ 0,9) 0,39 (+0,2) 0,26(+0,2) 0,002 % (+ 0,0013)
15 3 17,28 (+ 3,6) 0,62 (+0,1)  0,39(+0,3) 0,003 % (+ 0,002)
18 3 24,10 (+ 0,36) 16,36 (+2,2) 11,26 (+5,0) 0,07% (+ 0,02)

Tabela 3. Comprimento e largura média dos testiculos das emas.

Idade n Comprimento Largura
(meses) média (£ 6) cm média (+ 6) cm
3 3 149(+£0,19) 0,21 (+ 0,06)
6 3 1,77(x£0,80) 0,32 (x 0,09)
9 3 182(x1,12) 0,39 (x 0,08)
12 3 255(+£0,14) 0,33 (x 0,06)
15 3  2,22(+£0,53) 0,4 (£0,22)
18 3  6,00(+0,31) 1,57 (£ 0,13)

n°, nimero de animais; cm, centimetro.

Tabela 4. Valores de significancia obtidos através do Teste Z.

Idades

[Z]

Comprimento

Largura

12 meses X 18 meses

17,63 *

39,45 *

* valores que apresentaram significativa diferenca estatistica.

Tabela 5. Comprimento, largura e massa dos epididimos direito (TD) e esquerdo (TE) de emas.

Idade Comprimento (cm) Largura (cm) Massa (g)
(Meses) média (+ o) média (£ o) média (+ o)
TE TD TE TD TE TD
3 3 34(x02) 26(x0,2) 0,4 (£0,1) 0,18 (x0,1) 0,07 (x0,01) 0,07 (x 0,01)
6 3 2,1(x0,7) 29(x0,9) 0,3(x0,1) 0,22 (x0,1) 0,16 (+ 0,03) 0,14 (+ 0,05)
9 3 23(x08) 19(x05) 0,24(x0,1) 0,66 (x0,1) 0,14 (x0,02) 0,91 (+ 0,03)
12 3 6,6(x22) 51(x1,3) 0,4 (£0,3) 0,4(x0,2) 0,22 (+ 0,01) 0,21 (+0,02)
15 3 41(x15 39(x0)9) 0,3(x0,1) 0,4(x0,1) 0,45 (x0,05) 0,25 (+ 0,03)
18 3 6,0(x09 59(+09) 0,8 (x0,1) 0,8(x0,1) 2,31(x0,01) 2,12 (£0,2)

REBOU¢AS, C. E. V., 2023



105

Tabela 6. Comprimento e largura dos ductos deferentes direito (TD) e esquerdo (TE) de emas.

Idade

Comprimento (cm)

Largura (cm)

média (x o) média (* o)
(meses) TE TD TE TD
3 3 12,4 (£ 0,6) 13,1 (£ 0,5) 0,10 (+ 0,01) 0,11 (+ 0,02)
6 3 15,3 (+ 0,4) 16,3 (+ 1,4) 0,16 (+ 0,004) 0,15 (+ 0,04)
9 3 21 (+0,5) 20,9 (+ 0,5) 0,12 (+ 0,02) 0,13 (+ 0,01)
12 3 26,2 (+ 1,8) 27,9 (+ 2,3) 0,10 ( 0,01) 0,13 (% 0,03)
15 3 24,4 (+ 4,3) 24,7 (+1,1) 0,07 ( 0,01) 0,07 ( 0,01)
18 3 25,8 (+2,1) 26,2 (+ 1,0) 0,19 (% 0,04) 0,18 (& 0,04)

Tabela 7. Densidade (%) do espagco intersticial, tibulo seminifero e luz tubular, obtido a partir das fotomicrografias
do tecido testicular de Rhea americana com 3 meses de idade.

" . Espaco Intersticial Tuabulo Seminifero Luz Tubular
Regido Testicular ) . .
média (+ o) média (£ o) média (£ o)
Caudal 38,45 (£ 0,85) 32,70 (£ 0,46) 10,22 (+ 0,40)
Medial 52,00 (£ 1,32) 31,20 (£ 0,72) 11,00 (£ 0,73)
Cranial 45,00 (+ 0,90) 32,00 (£ 0,90) 11,20 (£ 0,32)
Média 45,15 (£ 1,02) 31,97 (£ 0,69) 10,81 (+ 0,48)

Tabela 8. Densidade (%) do espago intersticial, tibulo seminifero e luz tubular, obtido a partir das fotomicrografias
do tecido testicular de Rhea americana com 6 meses de idade.

" . Espaco Intersticial Tabulo Seminifero Luz Tubular
Regido Testicular ) i ]
média (£ o) média (£ o) média (£ o)
Caudal 36,20 (+ 1,81) 47,10 (£ 2,36) 8,40 (+ 0,40)
Medial 45,00 (+ 2,25) 33,00 (£ 1,65) 13,00 (x 0,62)
Cranial 39,00 (+ 1,95) 39,00 (£ 1,95) 14,00 (x 0,67)
Média 40,07 (£ 4,5) 39,70 (+ 7,08) 11,80 (+ 2,99)

Tabela 9. Densidade (%) do espago intersticial, tibulo seminifero e luz tubular, obtido a partir das fotomicrografias
do tecido testicular de Rhea americana com 9 meses de idade.

" . Espagco Intersticial Tabulo Seminifero Luz Tubular
Regido Testicular ] ) )
média (£ o) média (£ o) média (£ o)
Caudal 31,10 (+ 1,56) 55,00 (£ 2,75) 12,40 (+ 0,58)
Medial 27,00 (£1,35) 60,00 (x 3,00) 14,00 (£ 0,67)
Cranial 30,00 (+ 1,50) 39,00 (£ 1,95) 11,00 (x 0,53)
Média 29,37 (£ 2,12) 51,33 (+ 10,97) 12,33 (+ 1,53)

Tabela 10. Densidade (%) do espaco intersticial, tibulo seminifero e luz tubular, obtido a partir das
fotomicrografias do tecido testicular de Rhea americana com 12 meses de idade.

" . Espaco Intersticial Tabulo Seminifero Luz Tubular
Regido Testicular ) ) )
média (+ o) média (+ o) média (+ o)
Caudal 9,00 (+ 0,45) 74,00 (+ 3,70) 24,00 (+ 1,15)
Medial 19,00 (£ 0,95) 61,00 (+ 3,05) 14,00 (£ 0,67)
Cranial 8,00 (+ 0,40) 60,00 (+ 3,00) 16,00 (= 0,77)
Média 12,00 (£ 6,08) 65,00 (= 7,81) 18,00 (£ 5,3)
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Tabela 11. Densidade (%) do espaco intersticial, tGbulo seminifero e luz tubular, obtido a partir das

fotomicrografias do tecido testicular de Rhea americana com 15 meses de idade.

" . Espaco Intersticial Tabulo Seminifero Luz Tubular
Regido Testicular ] ] ]
média (+ o) média (+ o) média (+ o)
Caudal 19,00 (x 0,95) 63,00 (z 3,15) 7,00 (x 0,34)
Medial 21,00 (+ 1,05) 60,00 (+ 3,05) 9,00 (x 0,43)
Cranial 22,00 (+ 1,10) 60,00 (z 3,00) 11,00 (x 0,53)
Média 20,67 (+ 1,53) 61,00 (+1,73) 9,00 (£ 2,3)

Tabela 12. Densidade (%) do espaco intersticial, tGbulo seminifero e luz tubular, obtido a partir das

fotomicrografias do tecido testicular de Rhea americana com 18 meses de idade.

" . Espaco Intersticial Tabulo Seminifero Luz Tubular
Regido Testicular ) ] ]
média (+ o) média (+ o) média (+ o)
Caudal 5,00 (+ 0,95) 79,00 (% 3,95) 9,00 (+ 0,54)
Medial 11,00 (= 1,05) 71,00 (% 3,55) 9,00 (+0,43)
Cranial 7,00 (= 1,10) 67,00 ( 3,35) 14,00 (= 0,67)
Média 7,67 (% 3,06) 72,33 (£ 6,11) 10,67 (= 2,9)
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