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RESUMO

PEIXOTO, Juliano Vogas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, novembro de
2006. Avaliagdo morfofuncional do testiculo e do processo espermatogénico
do periquitdo-maracana (Aratinga leucophthalma MULLER, 1776) adulto,
mantido em cativeiro, nas diferentes estacfes do ano. Orientador: Tarcizio
Antbnio Régo de Paula. Co-orientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta e Laércio
dos Anjos Benjamin.

Para o presente experimento foram utilizados fragmentos testiculares de 14
periquitdes-maracana (Aratinga leucophthalma) adultos, provenientes do Centro de
Triagem de Animais Silvestres da UFV, para a avaliagdo sazonal da atividade
reprodutiva através dos seguintes parametros: espessura média da albuginea
testicular, proporcdo volumétrica dos compartimentos tubular e extratubular,
didmetro médio do tabulo seminifero, além do peso corporal. Para tal, os animais
foram distribuidos em quatro grupos e tiveram fragmentos testiculares coletados nas
seguintes datas: 06/02/2006, 11/05/2006, 16/08/2006 e 07/11/2006, correspondendo
ao periodo intermediario das estacbes de verdo, outono, inverno e primavera,
respectivamente. Os animais submetidos a anestesia geral volatil foram biopsiados
por meio de celioscopia. Os fragmentos coletados foram processados
histologicamente para confeccdo de Iaminas, que foram avaliadas ao microscopio de
luz. Os valores medios sazonais de peso corporal foram crescentes a partir do
inverno, culminando com as maiores médias durante a primavera. Um ciclo testicular
sazonal foi observado em A. leucophthalma, uma vez que valores significativamente
maiores de proporcdo volumétrica de tubulos seminiferos, didmetro médio dos
tubulos seminiferos e grau de desenvolvimento espermatogénico foram observados
na primavera, em relacdo aos valores minimos destes parametros observados no
outono. A espessura média da albuginea testicular foi significativamente maior
durante o outono, apresentando decréscimo gradativo até atingir valores
significativamente menores na primavera. Os parametros da producdo espermatica
avaliados em A. leucophthalma, nas diferentes estacdes do ano, apresentaram alta
correlacdo positiva com a luminosidade média diria (p<0,1) e alta correlagdo
negativa com a umidade relativa do ar (p<0,1). Conclui-se que durante a primavera,

os testiculos de A. leucophthalma apresentam os valores dos parametros



qualiquantitativos de producdo espermatica compativeis com periodo de maior

atividade reprodutiva, o inverso acontecendo durante o outono.



ABSTRACT

PEIXOTO, Juliano Vogas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November of
2006. Morphofunctional evaluation of the testicle and the spermatogenic
process of white-eyed parakeet (Aratinga leucophthalma MULLER, 1776),
adult, in captivity, during the different seasons of the year. Adviser: Tarcizio
Antdnio Régo de Paula. Co-Advisers: Sérgio Luis Pinto da Matta e Laércio dos
Anjos Benjamin.

For this experiment it was utilized testicles fragments from 14 adults White-
Eyed Parakeet (Aratinga leucophthalma), proceeding from the Centro de Triagem
de Animais Silvestres - Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brazil. The
fragments were evaluated for seasonal reproductive activities using the following
parameters: average thickness of testicular tunica albuginea, volumetric proportion of
tubular and extratubular compartment, average diameter of the seminiferous tubules,
and in addition the average of corporal weight. For this experiment the animals were
distributed into four groups and had collected testicular fragments on the following
dates: February 6, 2006, May 11, 2006, August 16, 2006 and November 7, 2006.
These dates corresponded to the seasons of Summer, Fall, Winter and Spring
respectively. The animals were submitted to general anesthesia, using a volatile gas,
and a incisional biopsy was made using celioscopy. The fragments collected were
processed histologically, the slides were prepared and later evaluated using an optical
microscope. The average seasonal values of body weight increased starting at the
Winter and reaching the peak during the Spring. A seasonal testicle cycle was
observed in Aratinga leucophthalma, since increased significant values of volumetric
proportion of seminiferous tubules, average diameter of the seminiferous tubules and
degree of spermatogenic development were observed during the Spring, in contrast
with the minimum values of these same parameters observed during the Fall.
Furthermore, the average thickness of the testicular tunica albuginea was
significantly greater during the Fall, showing a significant and gradual decrease of
the values during the Spring. The evaluated parameters of spermatic production in
Aratinga leucophthalma, during the different seasons, showed strong positive
correlations with the average daily light (p<0,1) and strong negative correlation with
the relative air humidity (p<0,1). In conclusion, during the Spring the testicles of the

Aratinga leucophthalma show the values of the quantitative parameters of spermatic

Xi



production, compatible with the period of greater activity, the opposite happening

during the Fall.

xii



1.0. INTRODUCAO

Os psitacideos possuem caracteristicas muito marcantes, como a plumagem
multicolorida, o bico fortemente recurvado, o quarto dedo deslocado caudalmente
junto ao primeiro e alto grau de assimilagdo e reproducdo de vocébulos humanos.
Seus principais representantes sdo as araras e os papagaios (COLLAR, 1997;
SICK, 1997).

A destruigdo de seus habitats e o comércio ilegal para sua venda como
animais de estimagdo ou de cole¢des, faz com que muitas espécies estejam
ameacadas de extingdo. O caso mais grave ¢ o da ararinha-azul (Cyanopsitta spixii),
extinta na natureza ¢ tendo no Brasil apenas oito individuos em cativeiro.
Provavelmente, dentre todos os animais silvestres, os psitacideos sao os mais visados
pelo trafico de animais silvestres que movimenta um comércio de milhdes de dolares
por ano (BIRDLIFE, 2000). Diante desse quadro, se fundamenta a importancia de
estudos da morfofisiologia reprodutiva, os quais possuem grande potencial de
informacao para o desenvolvimento de protocolos de reprodugdo assistida que
poderdo, de maneira muito direta, contribuir decisivamente na conservacdao destas
espécies.

O  periquitdo-maracand  (Aratinga  leucophthalma)  possui  cor
predominantemente verde, com algumas penas vermelhas nas faces laterais da
cabega, pescoco e asas (Figura 1), apresentando tamanho e peso corporal
intermediarios aos demais psitacideos (SICK, 1997). E sexualmente monomoérfico,
sendo observado aos pares, em familia ou em bandos de 10 a 30 individuos
(COLLAR, 1997). Vive nas orlas das matas e se distribui pelas Américas Central e
do Sul, sendo encontrado em todos os estados do Brasil, excluindo a por¢do mais
ocidental da Amazonia. Apesar dessa espécie se encontrar listada no Apéndice II da
CITES - Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna
and Flora (2006), que a classifica como fora da lista de animais ameacados de
extingdo, sua utilizagdo para qualquer finalidade esta sob controle do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA. Sua
populacdo ¢ abundante em algumas regides do Brasil, estando envolvido na

destruicao de plantacdes de graos e frutas, além de ser acusado como responsavel por



curtos-circuitos ao bicar fios elétricos (SICK, 1997). O aparecimento de filhotes se

da no fim da primavera e no verdao (PEIXOTO et al., 2006).

Figura 1 - Aratinga leucophthalma adulta.

A maioria das espécies de aves sdo reprodutores sazonais, Cujos mecanismos
fisiologicos que regulam a gametogénese sdo sincronizados por estimulos do
ambiente, assegurando que o nascimento de filhotes ocorra nos periodos anuais mais
favoraveis a sua sobrevivéncia (IMMELMANN, 1971). A época de reproducao das
aves do Brasil ¢ indicada geralmente como sendo de setembro a janeiro,
aparentemente de forma pouco dependente dos fatores climdticos observados nas
diferentes regides tropicais. Embora inlimeras varia¢des ocorram entre as diferentes
espécies de aves, a maior atividade de reproducdo concentra-se em outubro,
reduzindo em abril e maio, o que corresponde a primavera e ao outono austrais,

respectivamente (SICK, 1997).

Dois conjuntos de fatores colocam-se como definitivos na regulacdo da
sazonalidade reprodutiva das aves: fatores ecoldgicos, como suprimento de

alimentagdo, competi¢do interespecifica, condigdes de nidificacdo, condigdes sociais



e pressao de predagao; e fatores climaticos, como fotoperiodo, temperatura, umidade
relativa do ar e precipitagdo pluviométrica IMMELMANN, 1971). De acordo com
este autor, as adaptagdes aos fatores ecologicos exercem maior influéncia sobre a
sazonalidade reprodutiva que os fatores climaticos que contribuem apenas
indiretamente, por meio de mudancas na vegetacdo e suprimento de alimentacao.

Apesar da fisiologia testicular em mamiferos ser estudada rotineiramente, ndo
ha muita informacdo para outras classes de animais, particularmente em aves.
Conseqilientemente ndo ¢ possivel tecer muitos comentarios sobre a produgdo de
células germinativas nas aves, assim como suas adaptagcdes evoluciondrias e
fisiologicas, como as relacionadas a homeotermia e fertilizagdo (JONES & LIN,
1993).

O parénquima testicular das aves apresenta semelhanga com o observado em
mamiferos, com a presenca de uma massa de tibulos seminiferos convoluidos e
agrupamentos intertubulares de tecido conjuntivo frouxo, contendo capilares
sanguineos, espacos linfaticos e células intersticiais ou de Leydig produtoras de
hormdnios esteroides sexuais (LOFTS & MURTON, 1973). Desta forma o testiculo
pode ser dividido funcionalmente em dois compartimentos basicos: o tubular ou
espermatogénico e o extratubular ou androgénico (LOFTS & MURTON, 1973).

As principais abordagens utilizadas como indicadores da atividade
espermatogénica em experimentos que envolvam a funcdo testicular, utilizam a
mensura¢do do diametro tubular, espessura do epitélio seminifero e a quantificagdo
da proporg¢do volumétrica dos diferentes componentes do parénquima testicular, uma
vez que estes sdo diretamente relacionados com a producdo espermatica (ATTAL &
COUROT, 1963; GODINHO & CARDOSO, 1979; SINHA-HIKIM et al., 1988;
RUSSELL et al., 1994; MUNOZ et al., 1998; FRANCA & CARDOSO, 1998).

Assim como para a maioria das aves silvestres, poucos sao os estudos sobre a
morfofisiologia reprodutiva de psitacideos, levando a escassez de conhecimentos
sobre a reprodugdo dessas aves. O desenvolvimento de protocolos de reprodugdo
assistida em espécies da fauna brasileira que se encontram em vias de extingdo, como
grande parte dos psitacideos, € essencial para garantir a sobrevivéncia e proliferagao
destes animais. A utilizagdo de biotécnicas reprodutivas, associadas a preservagao do
seu habitat natural, pode possibilitar o aumento do niumero de individuos, auxiliando

a sobrevivéncia da espécie.



2.0. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Psitacidae — Aratinga leucophthalma

A ordem Psitaciforme ¢ considerada por parte dos pesquisadores como
constituida por uma Unica familia, a Psitacidae. Porém, alguns autores classificam-na
em trés grandes familias: a Loridae, representada pelos loris; a Cacatuidae,
representada pelas cacatuas e a Psitacidae, composta pelos papagaios, araras,
periquitos, jandaias e maracands (COLLAR, 1997; SICK 1997).

As aves da familia Psitacidae encontram-se amplamente distribuidas pelo
globo terrestre, sendo encontradas desde areas tropicais até regides bastante frias. E
composta por 78 géneros e 332 espécies, sendo 148 encontradas no Novo Mundo e
184 no Velho Mundo. Cerca de 100 delas estdo na América do Sul sendo 80
encontradas no Brasil. Por isso o Brasil ¢ considerado o mais rico do mundo em
representantes desta familia, onde vivem ainda seus maiores representantes, as
araras. Em textos antigos, como mapas datados de 1500, o Brasil tem sido referido
como a “Terra dos Papagaios” (Brasilia sive terra papagallorum), (COLLAR 1997,
SICK 1997).

Segundo o Censo Mundial de Psitaciformes ameacados de extingao, realizado
em 1994, 86 (26%) das 332 espécies de psitacideos do mundo estdo em risco de
extingdo, sendo 36 altamente ameacadas (BIRDLIFE, 2000). Esta proporcao ¢
acentuada em relacdo as demais familias de aves, principalmente devido a peculiar
vulnerabilidade dos papagaios a continua destruicdo de seus habitats e a calamitosa
captura de exemplares na natureza para o trafico ilegal (BIRDLIFE, 2000). Os casos
mais criticos sdo: o da ararinha-azul (Cyanopsita spixii), considerada extinta na
natureza e com aproximadamente 60 individuos em cativeiro, sendo 8 no Brasil
(IBAMA, 2004), e o da arara-azul-de-lear (Anodorhynchus leari), com
aproximadamente 455 individuos de vida livre na regido conhecida como Raso da
Catarina, ao nordeste do estado da Bahia (OLMOS, 2003).

Poucas familias possuem caracteristicas tdo especificas, sendo imediato o
reconhecimento de um exemplar de um psitacideo. Entre elas, o bico curto de base
larga, com a maxila intensamente curvada e ajustada sobre a mandibula,

extremamente movel, permitindo variados movimentos. A lingua e a estrutura



muscular da maxila sdo altamente desenvolvidas, estando intimamente relacionada a
grande forga e controle para apreensao, preparo e ingestdo de alimento (SICK, 1997).
Segundo Collar (1997), estes animais apresentam cabega sempre proporcionalmente
grande e larga e o pescogo curto. Os membros pélvicos sdo zigodactilos, com
escamas granulares e invariavelmente curtos. Ainda existe uma tendéncia de
desaparecimento da glandula uropigiana nos psitacideos neotropicais, sendo que os
géneros Amazona, Pionus e Brotogeris ndo a possuem (SICK, 1997).

O periquitdo-maracana (Aratinga leucophthalma) possui cabeca em forma
oval, cor predominantemente verde, com algumas penas vermelhas nas faces laterais
da cabeca, pescoco e asas, nao apresentando dimorfismo sexual. As penas da face
ventral das asas demonstram uma coloracdo amarelada, chamando aten¢do ao voOo
por destoarem do verde caracteristico. Apresenta regido perioftdlmica nua e branca, o
que lhe confere o nome, em inglés, de “white-eyed parakeet”. Sua iris apresenta
coloragdo alaranjada e seu bico ¢ de cor clara (SICK, 1997). Segundo RUSCHI
(1979), possuem em média 320 mm de comprimento, sendo 155 mm somente de
cauda, 178 mm de asa, 28 mm de bico € 20 mm de tarso. Vive nas orlas das matas e
possui distribuicdo pelas Américas Central e do Sul, sendo encontrado em todos os
estados do Brasil, excluindo a por¢ao mais ocidental da Amazdnia. Sdo animais que
vivem em bandos e sdo extremamente barulhentos. Nao se encontram na lista do
IBAMA (2006) de animais ameacados de extingdo e sdo considerados pragas em
algumas regides do Brasil, por destruirem plantagdes de graos e frutas, além de
serem acusados como responsaveis por curtos-circuitos ao bicarem fios elétricos. A
casuistica de atendimento a filhotes de Aratinga leucophthalma se da no fim da
primavera e no verao em Centros de Triagem de Animais Silvestres na Zona da Mata
mineira ¢ interior de Sdo Paulo (PEIXOTO et al., 2006; GRANDO, 2002). A idade
reprodutiva desta espécie € estimada para os machos a partir dos 18 meses de idade

(GRANDO, 2002).

2.2. Orgéos reprodutores masculinos das aves

Os orgaos reprodutores dos machos das aves sdo constituidos bilateralmente
por testiculos, epididimos e ductos deferentes, localizados no interior da cavidade
celomatica (JONES & LIN, 1993). Os testiculos estdo suspensos por uma pequena

prega peritoneal, o mesorquio, situando-se medialmente ao pdlo cranial dos rins. Em



alguns machos, e na maioria das fémeas em procriagdo, as gonadas podem estender-
se sob todo o pdlo cranial dos rins, inclusive as adrenais. O testiculo € revestido por
uma capsula de tecido conjuntivo, a albuginea testicular, envolta pela tunica
vaginalis, que se trata de uma extensdo do peritonio. Ademais, a tunica albuginea
ndo envia septos conjuntivos para o centro dos testiculos dividindo-o em lobulos,
como ocorre em mamiferos (LOFTS & MURTON, 1973; JONES & LIN, 1993).

Em espécies de reprodugdo sazonal em zonas temperadas, o testiculo estd
sujeito a uma grande variacdo anual em seu tamanho, em algumas chega a ser
superior a 400 vezes. Este aumento consideravel de tamanho pode confundi-los com
neoplasias, em radiografias (HARRISSON, 1994). O ciclo de crescimento e
regressao testicular observado em espécies de aves com reproducdo sazonal, se
reflete em uma grande variacao na espessura da albuginea testicular ao longo do ano.
O crescimento dos tubulos seminiferos impde um estiramento desta tinica no
periodo reprodutivo, tornando-a mais delgada. H& uma substituicdo anual desta
tunica devido a uma proliferacdo de fibroblastos, profundamente a antiga capsula. O
surgimento destes fibroblastos acontece no periodo de regressdo dos testiculos e por
algum tempo pode-se observar a presenca de duas camadas revestindo o testiculo
(LOFTS & MURTON, 1973).

O testiculo esquerdo ¢ ligeiramente maior que o direito, particularmente em
passaros jovens (JONES & LIN, 1993; HARRISSON, 1994; EVANS, 1996). Os
testiculos sdo geralmente brancos quando ativos e tornam-se escuros em estado de
repouso reprodutivo. Os epididimos nao sdo facilmente visualizados, enquanto os
tortuosos ductos deferentes surgem proximos a por¢ao medial dos testiculos e correm
paralelos aos ureteres, desembocando caudalmente no interior da cloaca, onde
formam o ducto ejaculatorio. Os ductos deferentes sdo bastante evidentes em €poca
reprodutiva, mostrando-se ingurgitados e tortuosos a celioscopia, facilitando a sua
diferenciagdo dos ureteres (HARRISSON, 1994).

Glandulas acessérias macroscopicas estdo ausentes nos orgaos reprodutores
em psitacideos, sendo o fluido seminal produzido pelos tibulos seminiferos e ductos
eferentes. Diferente de outras aves como galos, perus, patos e avestruzes, os
psitacideos ndo apresentam o falus, estrutura analoga ao pénis dos mamiferos

(HARRISSON, 1994),



2.2.1. O compartimento tubular e as células de Sertoli

Assim como nos mamiferos, nas aves os tubulos seminiferos formam uma
massa enovelada, porém, ao contrario daqueles, sdo anastomosados, formando uma
complexa cadeia de comunicagdo ao longo do testiculo (LOFTS & MURTON,
1973). Segundo JONES & LIN (1993), a superficie interna dos tubulos seminiferos
das aves ¢ recoberta por um epitélio de células ndo germinativas de sustentacdo ou
células de Sertoli e quatro tipos basicos de células germinativas: espermatogonias,
espermatocitos primarios, espermatdcitos secundarios e espermatides, todas
envolvidas no processo de espermatogénese.

As células de Sertoli sao responsaveis pela nutri¢do das células germinativas,
secrecao de fluidos e proteinas, liberagdo de espermatozdides no lume tubular,
fagocitose de células germinativas em apoptose e do excesso de citoplasma das
espermatides em espermiogénese, além de fun¢do mediadora da a¢do do FSH e da
testosterona na espermatogénese (PAULA, 1999). Estudos sobre a estrutura das
células de Sertoli de galo e pato indicaram que sdo semelhantes as de mamiferos,
sendo facilmente distinguidas no epitélio germinativo pelo grande tamanho e forma
irregular (JONES & LIN, 1993). Assim como em mamiferos, as células de Sertoli
além de atuarem no suporte fisico para as células germinativas, sdo também
responsaveis pela formagdo de uma barreira hematotesticular, por meio de jungdes
citoplasmaticas complexas caracterizadas por zonas de oclusdo e desmossomas
(PELLETIER, 1990).

Um ciclo testicular evidente é observado em aves sazonais. Assim, durante o
periodo de quiescéncia sexual, o epitélio germinativo consiste de uma tnica camada
de espermatogdnias e células de Sertoli, ndo sendo observado um lume tubular
evidente. Entretanto, com o advento da estagdo reprodutiva, uma recrudescéncia da
atividade mitdtica nas espermatogdnias tronco causa a propagacdo de numerosas
células germinativas, as quais maturam sucessivamente até o completo

restabelecimento da atividade espermatogénica (LOFTS & MURTON, 1973).



2.2.2. O compartimento intertubular e as células de Leydig

Nas aves o compartimento intertubular ¢ formado por tecido conjuntivo,
vasos sangiiineos, espacos linfaticos e células intersticiais ou de Leydig, principais
responsaveis pela produgdo dos hormdnios sexuais masculinos. Além disso, grande
nimero de melanoblastos podem ser observados neste compartimento em algumas
espécies, conferindo uma coloragdo negra ou acinzentada a este 6rgao (LOFTS &
MURTON, 1973; JONES & LIN, 1993; CROSTA et al., 2003). Com a proliferagao
sazonal observada no epitélio germinativo e conseqiiente expansdo dos tubulos
seminiferos no periodo reprodutivo, o tecido intersticial torna-se confinado a restritos
espagos intertubulares. J& nos animais fora da estagdo reprodutiva o tecido
intertubular torna-se mais facilmente visualizado (LOFTS & MURTON, 1973). As
células de Leydig das aves sofrem um ciclo de mudangas histofisioldgicas bem
definido que acompanha o ciclo testicular. Aparentemente as células de Leydig sao
derivadas de células semelhantes a fibroblastos nas areas intertubulares e tornam-se
mais globulosas, com grande quantidade de goticulas de colesterol no citoplasma,
durante a fase de preparagdo para a atividade reprodutiva. J4 no periodo de maxima
atividade reprodutiva estas células permanecem globulosas, mas perdem grande parte
das goticulas lipidicas acumuladas. Apds a fase reprodutiva o testiculo diminui a
atividade espermatogénica e androgénica, reduzindo drasticamente a area de tibulos
seminiferos ¢ o numero total de células de Leydig (LOFTS & MURTON, 1973;
CESARIO, 1994).

2.3. Sexagem em aves

As aves, em sua maioria, caracterizam-se morfologicamente pela exuberancia
em suas cores e formato de penas, principalmente o macho, que utiliza esta
caracteristica como um atrativo para as fémeas no periodo reprodutivo. Porém,
algumas espécies ndo apresentam um marcado dimorfismo sexual, seja este
temporario, como observado durante a fase jovem da vida de alguns passeriformes,
ou definitivo, como na maioria dos psitacideos. Varias metodologias podem ser
empregadas para a diferenciagdo sexual de aves monomorficas, dentre elas a
celioscopia, a andlise citogenética, a analise de hormonios, o diagndstico por imagem

e a analise de DNA.



2.3.1. Sexagem por celioscopia

Um dos métodos mais confiaveis de sexagem de aves ¢ a identificacdo direta
da génada por meio de celioscopia. Esta metodologia ¢ baseada em uma intervengao
cirirgica na qual, através de pequena incisdo na regido formada por um tridngulo
imaginario tendo como vértices o fémur esquerdo, o pubis e a ultima costela, acessa-
se o interior da cavidade celomatica e identifica-se a gobnada (RASO & WERTHER,
2004). Esta identificagdo pode ser feita por meio de observacdo direta ou por
instrumentos Opticos como o otoscopio € o endoscopio (PACHALY, 1992). A
celioscopia permite ainda a avaliagdo da higidez da gonada e a condicdo reprodutiva
da ave. Embora seja um método muito preciso em animais adultos, pode mostrar-se
pouco eficiente na diferenciacdo em aves jovens ou que apresentam grande acimulo
de gordura intracelomatica. Esta técnica incorre ainda em riscos como hemorragias,

acidente anestésico, infecgdes e formagao de enfisema subcutaneo pds-cirtrgico.

2.2.2. Sexagem por analise citogenética

A andlise citogenética do sexo ¢ baseada na cariotipagem e identificagdo do
cromossomo W, que ¢ restrito as fémeas das aves. Esta técnica permite ainda o
estabelecimento de relagdes taxonOmicas e evolutivas entre os varios grupos
(LUCCA & ROCHA, 1992). Para o desenvolvimento desta técnica ¢ necessario o
acesso a cromossomos na fase metafésica, podendo ser utilizada cultura de linfocitos
do sangue periférico ou de polpa de penas ou ainda células da medula dssea e de
embrides. Os cromossomos sdo entdo contados, medidos e analisados
morfologicamente (GIANNONI et al., 1986). E uma técnica precisa, porém
trabalhosa e demorada, podendo levar até 20 dias para a obten¢do dos resultados

(GIANNONI et al., 1986; LUCCA & ROCHA, 1992).

2.2.3. Sexagem por andlise de hormonios

A sexagem de aves por andlise de hormonios baseia-se na identificagdo da
relacdo estrogeno x testosterona, presente na circulagdo sanguinea ou nas fezes. Em
ambos os casos ha uma limitacdo da técnica as aves adultas em periodo reprodutivo.

Estas técnicas apresentam ainda resultados ndo totalmente confidveis embora a



analise fecal apresente a grande vantagem de ndo ser invasiva, ndo submetendo,

desta forma as aves ao estresse de contencao (DIAS, 2003).

2.2.4. Sexagem por diagnostico por imagem

As técnicas de sexagem por imagem em aves sdo ainda limitadas e pouco
precisas, sendo que o uso da ultra-sonografia transcloacal permite a identificacdo do
oviduto esquerdo em aves de rapina e pinguins adultos (HILDEBRANDT et al.,
1995; HILDEBRANDT et al., 1996). GRANDO (2002) sugere a sexagem com a
utilizagdo de tomografia por ressondncia magnética nuclear em Aratinga
leucophthalma e embora concluindo pela eficiéncia da técnica, seus resultados foram
limitados somente a observacdo de gonadas bem desenvolvidas em animais adultos.
Esta técnica incorre ainda em riscos de acidentes anestésicos e limita-se a

equipamentos caros € nao portateis.

2.2.5. Sexagem por analise de DNA

A sexagem por meio do DNA baseia-se na analise quantitativa ou qualitativa
do cromossomo W presente apenas nas fémeas das aves. Para a analise quantitativa,
utiliza-se um citdmetro de fluxo, o que torna esta técnica dispendiosa além de pouco
precisa, nao sendo capaz da identificagdo sexual em todos os casos (GRANDO,
2002). Ja a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) ¢ uma técnica qualitativa
extremamente confiavel e pouco invasiva. Esta técnica utiliza primers de dois genes
conservados CHD (cromo-helicases ligantes de DNA): P8(5'-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3) e P2(5'-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3).
O gene CHD-W localiza-se no cromossomo W e, portanto restrito as fémeas e o
CHD-Z, presente em machos e fémeas. Os primers utilizados amplificam uma banda
nos machos ZZ e duas bandas nas fémeas ZW, as quais apresentam diferentes
comprimentos pela presenca de introns (GRIFFITHS et al., 1998). Assim, esta
técnica consiste na extragdo e amplificacdo de segmentos especificos do DNA da
amostra, correspondentes aos genes CHD-W da fémea e CHD-Z do macho e da
fémea. Estes sdo entdo depositados sobre colunas de gel polimerizado de
poliacrilamida e submetidos a eletroforese de 80v, o que separa especificamente

estes fragmentos em bandas identificaveis (GRIFFITHS et al., 1998).
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2.4. Reproducéo - ciclo sazonal

De modo geral, as aves apresentam um ciclo reprodutivo adaptado as
estacdes do ano. Nas regides tropicais a principal influéncia sazonal na reprodugao
das aves sdo as estagdes seca e chuvosa, sendo que a primeira compreende o outono
e o inverno e a segunda a primavera e o verao, ndo havendo influéncia ponderavel do
fotoperiodo, que regula este ciclo em latitudes mais elevadas (RUSCHI, 1979).
Assim, as principais causas para o desenvolvimento de um ciclo reprodutivo em aves
tropicais ¢ a fartura de alimentos dependente da precipitacdo pluviométrica, uma vez
que a oferta qualiquantitaiva de alimentos ¢ preponderante para a manifestagcdo
reprodutiva e um fator facilitador da criagdo da prole (RUSCHI, 1979).

Também exercem influéncia na ciclicidade reprodutiva a temperatura, a
disponibilidade de material para confec¢ao do ninho e o exercicio muscular (SICK,
1997). O comportamento sexual ciclico observado nas aves ¢ decisivamente
dependente da variagdo sérica anual de hormdnios sexuais e na maioria das aves
silvestres, a atividade reprodutiva ocorre todos os anos no mesmo periodo. No Brasil,
a estacao reprodutiva corresponde ao periodo chuvoso (RUSCHI, 1979). Sao raros os
casos de aves silvestres que manifestam mais de um ciclo sexual por ano, o que pode
ser observado em certos anatideos e andorinhas. Entretanto, nas aves domésticas a
atividade sexual ¢ constante durante todo o ano, como se observa no galo, no pato,

no pombo (RUSCHI, 1979).

A maioria das espécies de aves sdo reprodutores sazonais, cujos mecanismos
fisiologicos que regulam a gametogénese sdo sincronizados por estimulos do
ambiente, que asseguram o nascimento de filhotes nos periodos anuais mais
favoraveis a sua sobrevivéncia (IMMELMANN, 1971). A época de reproducgdo das
aves do Brasil ¢ indicada geralmente como sendo de setembro a janeiro,
aparentemente de forma pouco dependente dos fatores climaticos observados nas
diferentes regides tropicais. Embora inimeras variagdes ocorram entre as diferentes
espécies de aves, a maior atividade de reprodugdo concentra-se em outubro,
reduzindo em abril e maio, o que corresponde a primavera e ao outono austrais,

respectivamente (SICK, 1997).

Dois conjuntos de fatores colocam-se como definitivos na regulacdo da

sazonalidade reprodutiva das aves: fatores ecologicos, como suprimento de
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alimentacdo, competi¢do interespecifica, condi¢des de nidificagdo, condigdes sociais
e pressao de predacdo; e fatores climaticos, como fotoperiodo, temperatura, umidade
relativa do ar e precipitagdo pluviométrica (IMMELMANN, 1971). De acordo com
este autor, as adaptacdes aos fatores ecologicos exercem maior influéncia sobre a
sazonalidade reprodutiva que os fatores climaticos que contribuem apenas

indiretamente, por meio de mudancas na vegetacao e suprimento de alimentagao.

2.5. Biopsia testicular

A biodpsia testicular ¢ o meio conservativo da capacidade reprodutiva mais
efetivo para o estudo da morfofisiologia testicular. Permite tragar parametros de
grande importancia para a reproducdo, além de diagnosticos de alteragdes na
producdo de espermatozoides, como oligospermia ou azospermia (BITTENCOURT,
2003; GUIAO-LEITE, 2003; AZEVEDO, 2004; MASCARENHAS et al., 2006).

A bidpsia testicular ¢ pouco utilizada devido ao receio de ocasionar efeitos
deletérios na producdo espermatica, direta ou indiretamente, pela producdo de
anticorpos antiespermatozdides. No entanto, estudos recentes dos efeitos da biopsia
testicular em mamiferos e aves demonstraram que a redu¢do da produgdo de
espermatozdides, ou ndo ocorre, ou ¢ apenas transitoria, ndo interferindo na
capacidade reprodutiva dos animais (ATTIA et al., 2000; CROSTA et al., 2002;
CROSTA et al., 2003; MASCARENHAS et al., 2006). Devido a isto, esse método de
coleta de material tem sido utilizado como método de eleicdo para o estudo da
fisiologia e patologias reprodutivas em animais domésticos e selvagens, uma vez que
fornece material suficiente para andlise histolégica (LOPATE et al., 1989;
THRELFALL, 1993; ATTIA et al., 2000; CROSTA et al., 2002; BITTENCOURT,
2003; CROSTA et al., 2003; GUIAO-LEITE, 2003; AZEVEDO, 2004;
MASCARENHAS et al., 2006).
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3.0. OBJETIVOS

A biologia reprodutiva da Aratinga leucophthalma, bem como da maioria dos
psitacideos brasileiros, ainda ¢ pouco conhecida. A despeito de informagdes sobre o
ciclo sazonal testicular reconhecido em varias espécies de aves silvestres habitantes
de regides de clima temperado, poucas informagdes sdo disponiveis na literatura
sobre as aves de clima tropical. Ha sabidamente influéncia dos diferentes fatores
abioticos climaticos e ecologicos sobre o desenvolvimento do ciclo reprodutivo
masculino nas aves. Neste sentido, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar
qualiquantitativamente os pardmetros biométricos corporais e testiculares de machos
adultos de Aratinga leucophthalma, nas diferentes esta¢cdes do ano, sob condigdes
controladas de cativeiro.

Para tal foram avaliados nas diferentes estacdes climaticas anuais:
1- O peso corporal;
2- A espessura média da albuginea testicular;
3- O diametro médio dos tibulos seminiferos;
4- A propor¢ao volumétrica dos compartimentos tubular e extratubular;
5- O grau de desenvolvimento espermatogénico dos tubulos seminiferos;

6- A correlagdo dos pardmetros acima com os fatores climaticos: temperatura,
umidade relativa do ar, luminosidade, pressdo atmosférica e precipitacao

pluviométrica.
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4.0. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 14 periquitdes-maracanas (Aratinga leucophthalma) machos
adultos, com idade minima de 2 anos, alocados no Centro de Triagem de Animais
Silvestres da Universidade Federal de Vigosa (CETAS-UFV). Os animais foram
mantidos em recinto comunitario, delimitado por tela de arame, com dimensdes de
4,76m de comprimento, 2,50m de largura e 2,50m de altura, juntamente com
exemplares fémeas em propor¢des similares. Todas as aves foram individualizadas
por anilhas de metal ao redor do tarsometatarso direito, contendo niimero de
identificacao.

Os animais receberam alimentagdo a base de mistura de sementes como
girassol, amendoim, milho e lentilhas, frutas diversas, além de agua ad libitum. Por
se tratarem de animais pertencentes a fauna brasileira, o experimento foi conduzido
sob autoriza¢dao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais
Renovéveis (IBAMA) por meio de licenga numero 447/05-NUFAS/MG, processo
02015.016298/05-59. O presente projeto de pesquisa foi devidamente submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vicosa (protocolo nimero 84/2005).

A coleta do material procedeu-se nos meses de dezembro de 2005 a
novembro de 2006, sendo as aves divididas em quatro grupos para realizagao dos
procedimentos de biopsia testicular. Estes procedimentos foram conduzidos nas
seguintes datas: 06/02/2006, 11/05/2006, 16/08/2006 ¢ 07/11/2006, correspondendo
ao periodo intermedidrio das estacdes de verdo, outono, inverno e primavera,
respectivamente.

A area onde se desenvolveu o presente estudo corresponde as coordenadas
latitude -20°45° e longitude 42°52°. Os dados climaticos do periodo de estudo
encontram-se na Tabela 1 e foram coletados no Campus Universitario pela Estacdo
Metereoldgica do Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de
Vicosa. Segundo a classificacdo de Koppen, o clima regional ¢ Cwb, isto €, clima
tropical de altitude, mesotérmico, caracterizado por verdes brandos e chuvosos, com

temperaturas médias mensais sempre superiores a 17°C e inferiores a 24°C.
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Tabela 1- Médias dos parametros climaticos nas diferentes estagdes do ano, no
periodo de dezembro de 2005 a novembro de 2006.

Luminosidade Temperatura Umidade Pressao Precipitacao
(minutos/dia) (°C) relativado  atmosférica pluviométrica
ar (%) (hPa) (mm)
veréao 776 22,7 79,3 934,9 184,3
outono 671 20,5 81,9 936,1 82,9
inverno 685 17,13 77,4 940,1 9,6
primavera 779 204 78.4 936,2 158.4

Fonte: Estacdo Metereologica do Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de
Vigosa.

4.2. Sexagem por PCR

Devido a auséncia de dimorfismo sexual nesta espécie, tornou-se necessaria a
sexagem prévia de todas as aves. Para tal, optou-se por uma técnica pouco invasiva e
que gerasse um resultado preciso, sendo usada a Reagdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) conforme indicado por GRIFFITHS et al. (1998), utilizando primers
comerciais de dois genes conservados CHD (cromo-helicases ligantes de DNA):
P8(5'-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3’) e P2(5'-
TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3’). O gene CHD-W localiza-se no cromossomo W
e, portanto restrito as fémeas e o0 CHD-Z, presente em machos e fémeas. Os primers
utilizados amplificam uma banda nos machos ZZ e duas bandas nas fémeas ZW, as
quais apresentam diferente comprimento pela presenca de introns. Os testes foram
conduzidos no Laboratorio de Sistematica Molecular do Departamento de Biologia
Animal da Universidade Federal de Vigosa.

Para a coleta do material, cada ave foi contida fisicamente com auxilio de
uma toalha, com posterior exposicdo do membro pélvico direito. Apos anti-sepsia
local, foi feita uma secc¢ao na extremidade distal da unha do dedo 3 para coleta de
duas gotas de sangue, que foram colocadas em tubos ependorf contendo 500 pl de
alcool absoluto. O material foi armazenado em freezer a -60 °C até o momento das
analises. Apds a coleta do sangue, foi realizada hemostasia do local com aplicagdo

topica de nitrato de prata em po.
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4.2.1. Extracdo do DNA

As extragdes do DNA foram processadas utilizando-se o detergente CTAB
(brometo de cetiltrimetil amonia), a partir de modificagdes do protocolo de Boyce et
al. (1989). Um pequeno fragmento do sangue ja coagulado foi colocado em um tubo
ependorf contendo 500 ul de CTAB (cada 200 mL da solucdo de CTAB contém 160
mL de H20; 16,36g de NaCl; 400 mL de b-mercapto-etanol; 20 mL de solugdo a 1M
de Tris-HCl em pH 8,0; 8 mL de solugdo a 0,5 M de Na2EDTA em pH 8,0; 4 g de
CTAB) e macerados com auxilio de pistilo. Esta mistura foi posteriormente
incubada em Banho-Maria Fanem a 60 °C durante uma hora, sendo a suspensdo
misturada com um voértex em intervalos de 20 minutos para uma ac¢do mais eficiente
do detergente na ruptura das membranas celulares.

Apds este periodo, o material foi centrifugado a 14.000 rotagdes por minuto
por 2 minutos em centrifuga Eppendorf® e o sobrenadante, cerca de 450 ul, foi
transferido com o auxilio de uma pipeta para outros tubos contendo 500 pl de
cloroférmio:alcool isoamilico (1:24). Esta solu¢ao foi homogeneizada manualmente,
e posteriormente, centrifugada a 13.600 rotacdes por minuto, durante 15 minutos,
para precipitar as proteinas na interface entre o CTAB e o 4lcool isoamilico. Apos
este momento ocorre a formacdo de duas fases separadas por uma interface
esbranquicada semelhante a uma pelicula. O sobrenadante desta solugdo foi
transferido para um terceiro conjunto de tubos contendo 250 ul de propanol resfriado
(-20°C), homogeneizado e mantido por um periodo minimo de 30 minutos em

geladeira (4°C). Essa etapa permitia estocagem até o dia seguinte (over night).

4.2.2. Amplificacdo do DNA

Para cada amostra, foi feita uma solucao contendo 14,3 pl de agua milli-Q, 2
ul de tampao da Taq polimerase 10x, 0,3 pl de MgCl,, 0,2 ul de dNTPs, 0,2 pl de
Taq polimerase, 1 pl de cada primer 10 mM e 1 ul de DNA do animal a ser sexado.
As reagdes foram executadas num termociclador MJ Research® (PTC100), onde
passaram por 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 30 segundos, seguido por 1
ciclo de anelamento a 47°C por 30 segundos e um ciclo de extensdo a 72°C por 30

segundos.
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4.2.3. Eletroforese e revelagdo do gel

Apo6s a amplificacdo do DNA, as amostras foram carregadas em géis ( 13 cm
X 17 cm) de poliacrilamida 6% (14,63 mL agua ultra- pura; 6,0 mL de bis-acrilamida
30%; 5 mL TEB 5x; 12,5 uL TEMED e 250 uL PSA 10 %), feitos utilizando-se duas
placas de vidro. Uma vez polimerizados, os géis foram montados em cubas verticais
contendo TEB 1X. O gel foi carregado com 6 pL de amostra adicionados de 4 pL de
tampao de amostra (Azul de Bromofenol 0,12% e Xileno Cianol 0,12% dissolvidos
em TEB 5x), carregados em cada canaleta e submetidos a corridas de
aproximadamente quatro horas, a uma voltagem de 80V, para separacdo de bandas
especificas de fragmentos de DNA por eletroforese.

Apobs esse periodo, o gel foi fixado em solu¢do contendo 10% de etanol
absoluto e 0,5% de 4cido acético por um periodo de 10 minutos. Posteriormente foi
impregnado com solugdo a base de AgNO; 0,2% durante 10 minutos, lavado em agua
deionizada por 30 segundos e revelado em solu¢do a 3% de NaOH e 0,6% de
formol. Para interromper a revelagdo, utilizou-se o fixador acima citado por
aproximadamente 30 segundos. Finalmente foi realizada a desidratacdo do gel em
alcool 50% e montagem sobre placa de vidro recoberta com ldmina de plastico,

permanecendo a temperatura ambiente até que secasse totalmente (Figura 2).
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Figura 2 - Gel de poliacrilamida demonstrando padrdo de 1 banda para o sexo
masculino (M) e 2 bandas para o sexo feminino (F), seguidos do nimero de
identificagdo de cada individuo de Aratinga leucophthalma. NEG — controle negativo
da eletroforese, POS — controle positivo da eletroforese, I — sexo ndo identificado,
devido auséncia de DNA.

4.6. Bidpsia testicular

Quatro grupos de animais foram reunidos de forma aleatoria para coleta dos
dados, nas épocas correspondentes a primavera (n=4), verao (n=4), outono (n=3) e
inverno (n=3). Estes animais tiveram o testiculo esquerdo biopsiado por meio de
celioscopia. Para tal, apds jejum de 4 a 6 horas, os animais foram submetidos a
anestesia inalatoria com o uso de isofluorano, através de circuito aberto de oxigénio
com o uso de mascaras especificas. Uma vez anestesiado, o animal foi pesado em
balanga digital e acomodado sobre bolsa térmica (40°C) em decubito lateral direito.
As asas foram imobilizadas dorsalmente e o membro pélvico esquerdo tracionado
cranialmente, por meio de fita adesiva. O local da incisdo ¢ uma regido formada por
um triangulo virtual, tendo como vértices o fémur esquerdo, o pubis e a ultima
costela.

Para preparo do campo cirtrgico foram removidas as penas do local e
procedida anti-sepsia com iodo polivinil pirrolidona. Posteriormente foi realizada

uma pequena incisdo de pele e com uma tesoura de ponta fina, a musculatura
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abdominal foi divulsionada para acesso a cavidade celomadtica. Para visualizacdo
interna foi utilizado um otoscopio veterinario Welch-Allyn® com lampada
halogénica produtora de luz fria e uma espécula de polipropileno de 4mm de
diametro, devidamente esterilizada em solu¢do de Germekil® e lavada com solugio
fisiologica. A partir da incisdo, a espécula foi introduzida no saco aéreo abdominal
caudal, visualizando a gbnada esquerda.

A bidpsia foi realizada com uma pinga propria, introduzida paralela a
espécula, coletando um pequeno fragmento testicular, perpendicularmente ao eixo
axial do testiculo esquerdo e em sua extremidade cranial, evitando possiveis lesdes
em epididimo e ductos deferentes segundo CROSTA et al. (2002). Foram realizados
dois planos de sutura: na musculatura, com pontos simples separados e na pele, com
ponto intradémico continuo com extremidades embutidas, utilizando fio absorvivel
sintético poliglactina 910 (Vicril® 2,0 — Ethicon).

O procedimento pos-cirurgico envolveu tratamento local e aplicacdo de
15 mg/kg de Enrofloxacina 2,5% via intramuscular, como agente antibidtico, uma
vez ao dia, durante trés dias, e de 4 mg/kg de Flunixim meglumine via intramuscular,
como agente antiinflamatério, uma vez ao dia, durante trés dias.

ApoOs a coleta, os fragmentos testiculares foram imersos imediatamente em
solucdo fixadora Karnovsky (paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4%) em tampao
fosfato 0,1 mol L' pH 7,4 a temperatura ambiente, sendo posteriormente,
encaminhados para o processamento histologico.

No processamento histologico, os fragmentos foram desidratados em bateria
de etanol em concentragdes crescentes (70, 80, 90, 100 GL) permanecendo uma hora
em cada banho, com posterior infiltragdo de resina pléstica (Historesin® Leica) em
dois banhos e incluidos, na mesma resina, com a adi¢do de endurecedor. O material
foi seccionado com navalha de vidro em micrétomo rotativo, no Laboratorio de
Biologia Estrutural da Universidade Federal de Vigosa, obtendo-se cortes
seqiienciais de 3 um de espessura. Posteriormente foram corados com solugdo de
azul de toluidina/borato de sddio 1%, para analise em microscépio de luz.

Através de fotografias digitais, capturadas em fotomicroscopio, de 10 campos
aleatoriamente distribuidos no parénquima testicular de cada animal, foram
quantificadas as proporgdes volumétricas dos compartimentos tubular e extratubular
pela contagem de 100 pontos de interse¢do projetados por meio do programa Power

Point/ Windows XP. As fotografias foram capturadas com aumento de 400X.
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Para obtencao do didmetro médio dos tibulos seminiferos foram mensuradas
10 seccdes transversais de tibulos com formato mais circular possivel, utilizando
ocular micrométrica de 10X e objetiva de 40X em microscopio de luz. Através da
mensuracdo em 10 pontos ao longo da albuginea testicular, em cada animal, foi
aferida a espessura média e observada qualitativamente a albuginea testicular. O grau
de desenvolvimento espermatogénico foi qualificado através de pontuacdo de 1 a 4,
de acordo com a composi¢do mais avancada observada no epitélio seminifero. Desta
forma, valor 1 foi atribuido ao animal com apenas uma camada de espermatogonia e
células de Sertoli em todos os tibulos seminiferos; valor 2 foi atribuido ao animal
com geracoes esporadicas de espermatocitos primarios; valor 3 foi atribuido para o
animal contendo varias geracdes de espermatdcitos primarios e espermatides
arredondadas e valor 4 foi atribuido a animais com espermatogénese completada,
com presenca de espermatides alongadas.

Os resultados foram analisados quanto a média, desvio-padrao, coeficiente de
varia¢do e aplicado teste de variacdo de médias com intervalo de confianca a 5%,
segundo a funcdo estatistica do programa Excel/Windows XP. Foram ainda realizados
teste de correlacdo de Pearson com significancia de 5 a 17% segundo programa

estatistico sistema de andlises estatisticas e genéticas (SAEQG).
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5.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do presente experimento apresentaram peso corporal médio de
186,6 gramas (Tabela 2). Quando distribuidos nas diferentes estagdes climaticas
observou-se que os valores médios sazonais de peso corporal foram crescentes a
partir do inverno, culminando com as maiores médias durante a primavera, sendo
neste periodo significativamente superiores (Grafico 1 e tabela 3). WIKELSKI et al.
(2000) também descrevem aumento do peso corporal em passeriforme (Hylaphylax

n. naevioides) durante a fase reprodutiva sazonal no Panama.

O aparecimento de filhotes em épocas do ano especificas € o principal fator
indicador de sazonalidade reprodutiva nas diferentes espécies animais. Segundo
PEIXOTO (2006) ¢ durante a primavera e principalmente no verdo, onde se
concentra toda a casuistica de atendimento a filhotes de periquitdo-maracana
(Aratinga leucophthalma) no Centro de Triagem de Animais Silvestres da
Universidade Federal de Vigosa. Da mesma forma, GRANDO (2002) descreve a
procriacdo desta espécie durante os meses de setembro a janeiro na regido de Sao
Carlos-SP. Também RUPLEY (1999) descreve a sazonalidade reprodutiva da

Aratinga leucophthalma na primavera e verao.
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Tabela 2- Valores individuais de peso corporal ¢ valores médios de propor¢ao volumétrica testicular,
espessura da albuginea, diametro tubular ¢ grau de desenvolvimento espermatogénico em Aratinga
leucophthalma adultas, em condigdo de cativeiro nas diferentes condi¢des climaticas anuais.

Data da Proporcdo Proporcéo
bidpsia Peso Espessura volumétrica volumétrica Diametro Grau de
testicular Corporal albuginea tubulo extrattbulo tubular desenvolvimento
Animal (gr) (um) (%) (%) (um) espermatogénico
233 06/02/2006 154 43,5 92,4 7,6 166 4
234 06/02/2006 186 26,5 93 7 123,6 4
236  06/02/2006 185 25 87,8 12,2 93 2
244  06/02/2006 180 33,75 76,6 27,4 96,75 3
36 11/05/2006 194 * 81,1 18,9 91,75 2
230  11/05/2006 150 30,75 69,5 30,5 82,75 2
232 11/05/2006 185 30,5 67,1 32,9 63,25 1
241 11/05/2006 * 40,5 81 19 80 2
229 16/08/2006 192 22,75 81,3 18,7 94,25 3
332 16/08/2006 184 22,75 77,2 22,8 80,75 2
369  16/08/2006 180 25,75 94,1 59 172 4
242 07/11/2006 230 15,25 92,6 7,4 131,5 4
243  07/11/2006 206 15,5 88,8 11,2 122,1 4
697  07/11/2006 200 15,5 86 14 1143 3
Mi%dp'a 186,6£20,5 26,849  835:87 16,849 108+32,2 2,9+1,0
cv 10,96562 33,58925 10,43729  53,58755 29,79995 35,94868

* valores ndo computados

Tabela 3- Valores médios de peso corporal, proporgao volumétrica testicular, espessura da albuginea,
diametro tubular e grau de desenvolvimento espermatogénico, em Aratinga leucophthalma adultas
em condicao de cativeiro, nas diferentes estagdes climaticas do ano.

Data da Propor¢cdo Proporcéo
Estacao biopsia Peso Espessura volumétrica volumétrica  Diametro Grau de
climatica testicular Corporal albuginea tubulo extrattbulo tubular desenvolvimento
anual (gn* (um)* (%)* (%)* (um)* espermatogénico*
Verdo  0g/02/2006 176,3x15,0° 32,2485 87,5¢7,6"° 13,5+9,5*° 119,8+33,7"° 3,30,95 *
(8,5) (26,3) (8,7) (70,3) (28,1) (29,5)
Outono 1 1 /0e 006 176,3+23,2"% 33,9+57% 74,747,4°% 253+74" 794+11,9° 1,75+0,5°
(13,2) (16,8) (9,9) (29,32) (15) (28,6)
Inverno  1g/08/2006 185.3t6,1°  23,8+1,7° 84,2+¢8,8"° 15,8+8,8"° 115,7+49,3"° 3+14°
(3,3) (7.3) (10,5) (55,8) (42,6) (33,3)
Primavera g7/11/2006 212+159”" 154+0,1° 89,2+33" 10,9+3,3% 122,648,6" 3,7¢0,6 "
(7,5) (0,9) (3.7 (30,5) ) (15,7)

* Dados apresentados como média + desvio-padrdo (coeficiente de variagdo). Médias seguidas por letras
diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p< 0,05) pelo teste t de Student.
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Gréfico 1- Valores médios de peso corporal, propor¢do volumétrica dos
componentes testiculares, espessura da albuginea testicular, didmetro tubular e grau
de desenvolvimento espermatogénico nas diferentes estagdes climaticas do ano em
Aratinga leucophthalma adultas.

A despeito da localizacdo intracelomadtica, os testiculos das aves apresentam
semelhancas com o testiculo mamifero, com forma ovoide e encapsulado por uma
tunica fibrosa, a albuginea testicular. Em espécies de aves com reproducao sazonal,
os testiculos estdo sujeitos a grande variacdo anual em seu tamanho, algumas vezes
superior a 400 vezes (LOFTS & MURTON, 1973). Nao foi possivel a verificagao da
variagdo sazonal no tamanho testicular em Aratinga leucophthalma, uma vez que a
coleta de fragmentos foi realizada por procedimento cirtrgico através de biopsia
testicular incisional. A biopsia testicular ¢ pouco utilizada devido ao receio de
ocasionar efeitos deletérios na produgdo espermatica direta ou indiretamente pela
produgdo de anticorpos antiespermatozoides (ATTIA et al., 2000). No entanto
estudos recentes dos efeitos da biopsia testicular em mamiferos e aves demonstraram
que a reducdo da produg¢do de espermatozdides ou ndo ocorre, ou € apenas
transitoria, ndo interferindo na capacidade reprodutiva dos animais (ATTIA et al.,

2000; CROSTA et al., 2002; CROSTA et al., 2003; MASCARENHAS et al., 2006).

O ciclo de crescimento e regressao testicular observado em espécies de aves
com reprodu¢do sazonal se reflete em grande variagdo na espessura da albuginea
testicular ao longo do ano. O crescimento dos tibulos seminiferos impde um

estiramento desta tinica no periodo reprodutivo, tornando-a mais delgada. Ha uma
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substituicdo anual desta tinica devido a uma proliferacio de fibroblastos,
profundamente a antiga cépsula. O surgimento destes fibroblastos acontece no
periodo de regressdo dos testiculos e por algum tempo pode-se observar a presenca
de duas camadas de revestimento testicular (LOFTS & MURTON, 1973). Nos
animais do presente experimento observou-se grande variagdo na espessura da
albuginea testicular entre os individuos (Tabela 2), sendo possivel a observacao de
duas camadas de albuginea testicular durante o verdo e o outono (Figura 3).
Observou-se ainda a presenca de pigmentos ao longo da albuginea testicular em
todas as épocas do ano (Figura 3). A espessura média da albuginea testicular de
Aratinga leucophthalma foi significativamente maior durante o outono, apresentando
decréscimo gradativo até atingir valores significativamente menores na primavera
(Tabela 3 e grafico 1), presumidamente o periodo de maior atividade do ciclo

testicular.

Uma vez que o peso corporal de Aratinga leucophthalma apresentou um
crescimento significativo ao longo do periodo reprodutivo, uma correlacdo negativa
significativa (p<0,05) pdde ser observada entre a espessura da albuginea e o peso

corporal nas diferentes estagdes climaticas anuais (Tabela 4).

O parénquima testicular das aves apresenta semelhanca com o observado em
mamiferos, com a presenca de uma massa de tibulos seminiferos convoluidos e
agrupamentos intertubulares de tecido conjuntivo frouxo, contendo capilares
sanguineos, espacos linfaticos e células intersticiais de Leydig, sendo estas
produtoras de hormoénios esterdides sexuais (LOFTS & MURTON, 1973). Desta
forma o testiculo pode ser dividido funcionalmente em dois compartimentos bésicos:
o tubular ou espermatogénico e o extratubular ou androgénico (LOFTS &

MURTON, 1973).
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Figura 3- Albuginea testicular de Aratinga leucophthalma. A - durante a primavera
demonstrando uma tnica camada (a). B - durante o outono, demonstrando a- tinica antiga e b-
nova tinica em formagdo. Seta indica pigmentos observados em todas as épocas do ano. 940X.
Diferentemente do testiculo de mamiferos, as aves apresentam tubulos
seminiferos anastomosados, formando uma rede complexa no parénquima testicular.
Este ndo se apresenta lobulado por septos provenientes da tinica albuginea como nos
mamiferos (JONES & LIN, 1993; PEREIRA et al, 1994). Em Aratinga
leucophthalma também registrou-se a auséncia de septos conjuntivos e a presenca de

tubulos seminiferos anastomosados (Figura 4).
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Figura 4 — Parénquima testicular de Aratinga leucophthalma. Auséncia de septos
conjuntivos e presenca de anastomoses no tubulo seminifero (seta).160X.

A proporg¢ao entre os compartimentos testiculares ¢ bastante variavel, sendo
um dos principais fatores responsaveis pela diferenga observada para a eficiéncia na
produgdo espermatica nas diversas espécies (RUSSELL et al. 1990, FRANCA &
RUSSELL, 1998). Nos animais do presente experimento o tibulo seminifero foi o
principal componente do parénquima testicular. A propor¢ao volumétrica entre os
compartimentos tubular e extratubular mostrou grande variagdo entre os individuos
(Tabela 2) apresentando, conforme esperado, alta correlagdo negativa entre essas
variaveis (Tabela 4). A propor¢do volumétrica de tibulos seminiferos apresentou um
crescimento significativo nos valores registrados entre o outono e a primavera,
estando desta forma diretamente relacionado aos periodos de menor e maior
atividade reprodutiva, respectivamente, para esta espécie (Tabela 3 e Grafico 1).
TAE et al. (2005) observaram que faisdes coreanos apresentam um aumento de cerca
de 98% no volume de tibulos seminiferos no periodo de reproducdo. Uma vez que ¢

o crescimento do tubulo seminifero que leva a diminui¢do da espessura da albuginea
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testicular (LOFTS & MURTON, 1973), observou-se correlagdo negativa entre estes

parametros em Aratinga leucophthalma (Tabela 4).

Conforme esperado, a propor¢ao volumétrica do compartimento extratubular
apresentou comportamento inverso ao compartimento tubular. Neste sentido, uma
correlagdo positiva pode ser observada entre a propor¢cdo volumétrica do
compartimento extratubular e a espessura da albuginea testicular em A.

leucophthalma (Tabela 4).

Tabela 4- Matriz de correlagdo entre o peso corporal, propor¢do volumétrica
testicular, espessura da albuginea, didmetro tubular, grau de desenvolvimento
espermatogénico ¢ fatores abidticos médios nas diferentes estagdes climaticas do
ano em Aratinga leucophthalma.

PC % Tub %kExt Alb DT GDE Luz Temp Umid Pres  PPluv
PC 1 0,58 -0,63  -0,96* 0,52 0,65 0,49 -0,17  -0,48 0,06 0,22
%Tub 1,00 -1,00%  -0,65%**  (,98* 0,99* 0,85** 0,14 -0,78**  -0,06 0,48
%Ext 1,00 0,70%** -0,98* -1,00* -0,83**  -0,09 0,81** 0,01 -0,44
Alb 1,00 -0,63%%%* -0,72%%%* -0,40 0,39 0,70*** .0,32  -0,02
DT 1,00 0,98%* 0,75** 0,00 -0,87** 0,10 0,33
GDE 1,00 0,82** 0,07 -0,81*%* 0,00 0,43
Luz 1,00 0,62 -0,34 -0,57  0,87**
Temp 1,00 0,48 -0,98* 0,91*
Umid 1,00 -0,58  -0,90*
Pres 1,00 -0,90%*
PPluv 1

PC- peso corporal, %Tub- propor¢do volumétrica de tibulo seminifero, %Ext- Proporc¢do
volumétrica de tecido extratubular, Alb- espessura da albuginea testicular, DT- didmetro tubular,
GDE- grau de desenvolvimento espermatogénico, Luz— fotoperiodo, Temp- temperatura, Umid-
umidade, Pres- Pressdo atmosférica, PPIuv- precipitagdo pluviométrica.

Nivel de significancia pelo teste de correlacdo de Pearson: *p<0,05; ** p<0,1; *** p< 0,17

O compartimento tubular do parénquima testicular, como seu principal
componente, na maioria dos animais estudados, exerce grande influéncia sobre o
peso testicular e, por conseqiiéncia, sobre a producao espermatica (AMANN, 1970;
FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA, 1999). A medida do didametro tubular ¢ uma
das principais abordagens utilizadas como indicador da atividade espermatogénica
em experimentos que envolvam a fungdo testicular (ATTAL & COUROT, 1963;
GODINHO & CARDOSO, 1979; SINHA-HIKIM et al., 1991; RUSSELL et al.,
1994; MUNOZ et al., 1998; FRANCA & CARDOSO, 1998).
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A sazonalidade reprodutiva observada em machos de aves descreve uma
atividade ciclica envolvendo fases de quiescéncia, durante o periodo de repouso
reprodutivo e de recrudescéncia espermatogénica durante os periodos de copula
(LOFTS & MURTON, 1973). Durante a quiescéncia sexual, o epitélio germinativo
consiste em uma unica camada de células tronco (espermatogdnias) e células de
Sertoli. Com o advento do periodo reprodutivo hd uma recrudescéncia da atividade
mitotica, causando a propagacao das células germinativas e a conseqiiente reativacao
da producdo espermatica (LOFTS & MURTON, 1973). Assim, ao longo do ano
observam-se diferentes graus de desenvolvimento espermatico, diretamente
relacionados com o tamanho testicular e com a propor¢ao volumétrica e didmetro dos
tabulos seminiferos (WIKELSKI et al., 2000; KIM & YANG, 2001;
MADEKUROZWA et al., 2002; BHARDWAJ & ANUSHI, 2006). O grau de
desenvolvimento do processo espermatogénico nos animais do presente experimento
foi qualificado em quatro categorias crescentes, variando de quiescéncia total (grau
1) ao processo totalmente estabelecido, com a presenca de espermatides alongadas
(grau 4) (Figura 5). Uma altissima correlagdo positiva foi observada entre o grau de
desenvolvimento espermatogénico ¢ o didmetro dos tibulos seminiferos (Tabela 4).
Assim, em concordancia com todos os achados indicativos de maior atividade
reprodutiva em Aratinga leucophthalma e em outras espécies de aves estudadas
(WIKELSKI et al., 2000; KIM & YANG, 2001; MADEKUROZWA et al., 2002;
BHARDWAJ & ANUSHI, 2006), o diametro dos tubulos seminiferos e o grau de
desenvolvimento espermatogénico foram significativamente maiores na primavera

em relacdo aos valores observados no outono (Tabela 3 e Grafico 1).

28



Figura 5 - Fotomicrografia dos diferentes graus de desenvolvimento
espermatogénico considerados em Aratinga leucophthalma adulta ao longo das
diferentes estagdes climaticas. A- valor 1 (epitélio seminifero apresentando apenas
uma camada de espermatogdnia e células de Sertoli), B- valor 2 (epitélio seminifero
com geragdes esporadicas de espermatocitos primarios), C- valor 3 ( epitélio
seminifero contendo varias geragdes de espermatdcitos primarios e espermatides

arredondadas) e D- valor 4 (epitélio seminifero com espermatogénese completa).
400X.
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Cada espécie animal estd aparentemente ajustada para se reproduzir nas
épocas do ano nas quais o desenvolvimento dos seus filhotes seja mais propicio
(IMMELMANN, 1971). Dentre os fatores implicados no desencadeamento da
atividade reprodutiva sazonal em aves, ha de se considerar as condi¢des ecoldgicas,
as condicdes climaticas e os fatores intrinsecos espécie-especificos IMMELMANN,
1971). A selecdo natural, pela qual todos os seres vivos estdo expostos, formatou
inimeras condicdes intrinsecas espécie-especificas para a reproducdo das aves.
Assim, o complexo de genes daquelas aves que produzem filhotes na época “errada”
do ano sera reduzido, ¢ mesmo eliminado pela selecdo natural. Em geral, a pressdo
da selecdo natural ¢ maior em espécies com algum tipo de especializagdo, seja
alimentar, na produ¢do de ninhos ou demais condi¢des ecoldgicas. Segundo
IMMELMANN (1971), os fatores climaticos contribuem apenas indiretamente, por
meio de mudangas na vegetagdo e suprimento de alimentagcdo. Neste sentido,
RUSCHI (1979) pondera que nas regides tropicais as principais influéncias sazonais
na reprodugdo das aves sdo as estagdes seca e chuvosa, respectivamente o outono e o
inverno, € a primavera € o verdo, ndo havendo influéncia ponderavel do
fotoperiodismo. Assim, as principais causas para o desenvolvimento de um ciclo
reprodutivo em aves tropicais seria a fartura de alimentos dependente da precipitagao
pluviométrica, uma vez que a oferta qualiquantitaiva de alimentos ¢ preponderante
para a manifestacdo reprodutiva e um fator facilitador da cria¢do da prole (RUSCHI,
1979).

No presente trabalho a variacdo sazonal relacionada aos fatores intrinsecos
espécie-especificos e ecologicos da Aratinga leucophthalma foram minorados com
as condi¢des de cativeiro. Neste sentido, os animais foram mantidos em condic¢des
gregarias, com relagdo numérica semelhante entre machos e fémeas, material e
recintos para confec¢do de ninhos, além de supridas as necessidades de alimentagao
regularmente ao longo do ano.

Os parametros climaticos locais de luminosidade média diaria, temperatura
média, umidade relativa do ar, pressdo atmosférica e precipitagdo pluviométrica
foram registrados (Tabela 1) e correlacionados com a sazonalidade dos parametros
testiculares em Aratinga leucophthalma (Tabela 4). Uma baixissima correlagdo foi
observada entre os diferentes pardmetros testiculares avaliados no presente
experimento e a temperatura média didria, pressdo atmosférica e precipitagdo

pluviométrica nas diferentes estacoes do ano (Tabela 4). Da mesma forma
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WIKELSKI et al. (2000) ndo observaram correlagdo significativa destes mesmos
parametros climaticos sazonais e o volume testicular em passeriforme (Hylophylax n.
naevioides) nas florestas do Panama. Em regides temperadas a temperatura é o fator
ambiental mais importante afetando o desenvolvimento testicular em algumas
espécies de aves. Ja em regides tropicais, por apresentarem pouca variagdo anual nas
diferentes estagcdes do ano, ¢ provavelmente de pouca influéncia no ciclo testicular
(IMMELMANN, 1971; WIKELSKI et al.,, 2000). Aliado a isto, a presenga
intracavitaria do testiculo das aves define seu funcionamento em temperaturas mais
altas que aquelas observadas em mamiferos (CLULOW & JONES, 2004), e
associado ao fato das aves apresentarem apenas uma diminuta variagdo na
temperatura corporal interna durante a noite (BEAUPRE et al., 1997), seus testiculos
estdo expostos a condi¢des constantes de temperatura.

Os parametros da producdo espermatica mais significativos avaliados em
Aratinga leucophthalma nas diferentes estagdes do ano foram a proporg¢do
volumétrica, o didmetro dos tibulos seminiferos e o grau de desenvolvimento
espermatogénico. Estes dados apresentam alta correlagdo positiva com a
luminosidade média diaria (p<0,1) e alta correlagdo negativa com a umidade relativa
do ar (p<0,1) (Tabela 4). Surpreendentemente nenhum trabalho foi encontrado na
literatura avaliando a umidade relativa do ar como influéncia sobre a sazonalidade
reprodutiva em aves. No presente trabalho, a correlagdo observada sugere um efeito
inverso direto, uma vez que nao se observou correlacao significativa entre a umidade
relativa do ar e a luminosidade, outro unico fator ambiental correlacionado com os
parametros produtivos testiculares em Aratinga leucophthalma. Ja a luminosidade ou
comprimento do dia, apresenta forte influéncia no controle do ciclo reprodutivo em
aves de regides temperadas (BHARDWAJ & ANUSHI, 2006). Embora SICK (1997)
afirme nao haver influéncia ponderavel do fotoperiodismo sobre a reproducao das
aves de regides tropicais, o presente trabalho, assim como trabalhos recentes em aves
tropicais (WIKELSKI et al., 2000), apontam para uma forte correlagdo da duragdo da

luminosidade didria com o grau de desenvolvimento testicular.
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6.0. CONCLUSOES

A Aratinga leucophthalma macho, adulta, em condigoes de cativeiro,
apresenta um ciclo de quiescéncia e recrudescéncia da funcdo

espermatogénica.

O ciclo testicular observado em Aratinga leucophthalma apresenta valores
significativamente maiores de propor¢do volumétrica de tubulos seminiferos,
diametro médio dos tubulos seminiferos e grau de desenvolvimento
espermatogénico na primavera em relagdo ao outono, no qual sd3o encontrados

os menores valores para esses parametros.

Valores significativamente maiores para o peso corporal de Aratinga

leucophthalma adulta foram observados durante a primavera.

A espessura média da albuginea testicular apresentou-se significativamente
reduzida na primavera, apresentando correlagdo negativa (p<0,17) com os
pardmetros produtivos tubulares. A tinica albuginea apresentou-se

constituida por dupla camada no verdo e no outono.

Os parametros da produgdo espermatica avaliados em Aratinga
leucophthalma nas diferentes estagdes do ano apresentam alta correlagdo
positiva com a luminosidade média didria (p<0,1) e alta correlacdo negativa

com a umidade relativa do ar (p<0,1).

Durante a primavera os testiculos de Aratinga leucophthalma apresentam os
valores dos parametros qualiquantitativos de producdo espermatica

compativeis com periodo reprodutivo, descrito para a espécie.
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