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RESUMO:

O peixe-boi da Amazénia (Thichechus inunguis) pertence a ordem Sirenia e € um
mamifero aquético endémico da bacia Amazoénica. Varios estudos sobre a biologia
desta espécie foram desenvolvidos, entretanto, os aspectos morfologicos do aparelho
reprodutor masculino ainda ndo foram descritos. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi descrever as caracteristicas histoldgicas do testiculo e da vesicula seminal
dessa espécie. Foram utilizadas amostras do aparelho reprodutor de 11 peixes-bois
da Amazodnia de diferentes classes etéarias, previamente fixados em formol 10% e
depositados no Laboratdorio de Mamiferos Aquaticos do INPA. O material foi avaliado
morfologicamente, os fragmentos foram processados por técnicas histolégicas
tradicionais, corados com hematoxilina e eosina e analisados por microscopia 6ptica.
Os cortes foram fotografados e suas estruturas avaliadas quanto a morfologia e
morfometria. De maneira geral, a morfologia do aparelho reprodutor do peixe-boi da
Amazo6nia macho apresentou-se similar ao relatado para outras espécies de sirénios.
Ademais, foi possivel diferenciar os animais sexualmente maduros e imaturos a partir
de seus aspectos morfolégicos. Os dados obtidos também corroboram a estimativa
de idade de maturidade sexual para a espécie. Este é o primeiro relato de avaliacédo
histol6gica de testiculo e vesicula seminal de peixe-boi da Amaz6nia e, com base nos
resultados obtidos, mais estudos devem ser realizados a fim de compreender as
variagfes morfoldgicas observadas nos individuos adultos analisados.

Palavras-chave: Reproducao. Histologia. Sirénios.



ABSTRACT:

The Amazonian manatee (Trichechus inunguis) belongs to the order Sirenia and it is
an endemic aquatic mammal of the Amazon basin. Several studies on the biology of
this species have been developed, however, the morphological aspects of the male
reproductive system are not described yet. Therefore, the aim of this study was to
describe the histological characteristics of the testis and seminal vesicle of this
species. Samples from the reproductive system of 11 Amazonian manatees of different
age classes were used, previously fixed in 10% formalin and deposited at the Aquatic
Mammals Laboratory/INPA. The material was morphologically evaluated, and
fragments were processed by traditional histological techniques, stained with
hematoxylin and eosin and analyzed by light microscopy. The sections were
photographed and its structures evaluated for morphology and morphometry. In
general, the morphology of the reproductive system of the male Amazonian manatee
was similar to that reported for other sirenian species. Furthermore, it was possible to
differentiate sexually mature and immature animals based on their morphological
aspects. The data obtained also corroborate the estimated age of sexual maturity for
the species. This is the first report of histological evaluation of testicle and seminal
vesicle of Amazonian manatee and, based on the results obtained, further studies
should be carried out in order to understand the morphological variations observed in
the analyzed adult individuals.

Keywords: Reproduction. Histology. Sirenians.
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1. INTRODUCAO

O peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis) € um mamifero aquético
pertencente a ordem Sirenia, sendo a unica espécie da familia Trichechidae restrita a
agua doce. Possui habito alimentar exclusivamente herbivoro, ndo-ruminante, de
ocorréncia em rios e lagos calmos ao longo da bacia Amazénica, incluindo o Peru, a
Colébmbia, o Equador e o Brasil (BEST, 1984; ROSAS, 1994).

No Brasil, os estudos sobre o peixe-boi da Amazonia tiveram inicio na década
de 1970, e esse talvez esse seja 0 sirénio bem mais estudado depois do peixe-boi da
Florida (Trichechus manatus latirostris) (LAZZARINI; VERGARA-PARENTE;
RIBEIRO, 2014).

7

O peixe-boi da Amazbdnia € um mamifero aquatico que foi historicamente
cacado em larga escala e hoje encontra-se ameacado de extin¢do, sendo classificado

como uma espécie “vulneravel” (IUCN, 2021).

O numero de estudos sobre a biologia reprodutiva do peixe-boi da Amazbnia
tem crescido nas Ultimas décadas, principalmente nos aspectos reprodutivos das
fémeas. Entretanto, os estudos acerca da morfologia do aparelho reprodutor

masculino desse mamifero aquatico ainda séo inexistentes.

Assim, considerando os riscos de extingdo que o peixe-boi da Amazonia sofre,
e a importancia dos estudos sobre a biologia reprodutiva como auxilio para a
conservacao, este estudo propbe preencher uma das lacunas existentes no

conhecimento sobre os aspectos morfolégicos do peixe-boi da Amazonia.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 PEIXE-BOI DA AMAZONIA

O peixe-boi da Amazoénia (Trichechus inunguis Natterer, 1883) é um mamifero
aquatico de ocorréncia exclusiva em agua doce (Figura 1). E a menor espécie de
sirénio existente e tem distribuicdo por toda a bacia Amazbnica. Ocorre em rios e
aguas calmas ao longo do Peru, Colémbia, Equador, Bolivia e grande parte da regido
norte do Brasil (ROSAS, 1994).

Figura 1. Peixe-boi da Amazoénia (Trichechus inunguis).

Fonte: Anselmo D’Affonseca.

O peixe-boi da Amazo6nia adulto pode chegar a 275cm de comprimento e 420kg
de peso vivo (AMARAL; DA SILVA; ROSAS, 2010). Possui coloragdo que varia de
preto a acinzentado e pode ter manchas despigmentadas ou areas mais claras na
regido ventral (ROSAS, 1994).

T. inunguis possui habitos alimentares exclusivamente herbivoro, alimentando-
se de uma grande variedade de plantas aquaticas e semiaquaticas, especialmente

gramineas. S8o mamiferos ndo ruminantes, com fermentacao intestinal especializada
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gue ocorre em um longo ceco disposto na juncdo dos intestinos delgado e grosso
(BEST, 1984).

O ciclo de vida dos peixes-bois € profundamente influenciado pelas cheias e
vazantes da bacia Amazonica. Quando o nivel das aguas sobe, de dezembro a junho,
ha um aumento na producéo de plantas aquaticas em areas de varzea e igapds, 0 que
leva os animais a essas regides em busca de alimento. Durante o periodo de seca,
de julho a novembro, os peixes-bois migram para as aguas profundas e lagos, onde

podem passar o periodo de seca longe do risco de encalhe (BEST, 1984).

Segundo Best (1982), a variacdo na producao de plantas aquéticas também
parece ter um efeito sincronizador no ciclo reprodutivo dos peixes-bois. Os
nascimentos dos filhotes ocorrem entre dezembro e julho, época que coincide com o
periodo de cheia dos rios e maior disponibilidade de alimento. O periodo de gestacdo
dura cerca de 11 a 12 meses (NASCIMENTO et al., 2002) e a cada gestagcao nasce
um filhote (BEST, 1984).

O peixe-boi da Amazobnia foi historicamente explorado e cacado em larga
escala desde o século XVI, com sua carne e couro como principais produtos para fins
comerciais. A exploracdo comercial, combinada as baixas taxas reprodutivas, foi

responsavel por reduzir drasticamente as populacdes da espécie (ROSAS, 1994).

Atualmente, as principais ameacas a conservacado do peixe-boi da Amazénia
sdo a perda de habitat, poluicdo das aguas por residuos industriais, agricolas e
domésticos, mudancas climaticas, captura acidental por redes de pesca e a caca
(BRUM et al., 2021).
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2.2 MORFOLOGIA REPRODUTIVA DOS SIRENIOS MACHOS

Os testiculos sdo 6rgdos pares pertencentes ao aparelho reprodutor animal,
responsaveis pela gametogénese e pela producao dos esteroides reprodutivos, sendo
0 mais importante nos machos a testosterona. Nos testiculos ocorre toda as etapas
da espermatogénese, onde o0s espermatozoides, apdés serem formados, sao
transportados dos tdbulos seminiferos para o epididimo para sofrerem maturacéo e
posteriormente serem ejaculados. J& a testosterona, € produzida nas células de
Leydig e atua no estimulo da espermatogénese, além de cair na corrente sanguinea

para atuar em outras partes do corpo do organismo (HAFEZ, 2004).

Os niveis de testosterona em uma espécie, bem como as células presentes nos
tubulos seminiferos, podem variar fisiologicamente de acordo com a idade do animal,
indicando maturidade sexual ou senescéncia reprodutiva, ou com a época do ano,
indicando sazonalidade reprodutiva (HAFEZ, 2004).

As glandulas sexuais acessOrias nos machos sao quatro: prostata, vesicula
seminal, glandula bulbouretral e glandula ampular. A presenca ou auséncia de cada
glandula, bem como as dimensfes de cada uma variam entre as espécies animais,
estando elas relacionadas com o0s aspectos comportamentais e estratégias
reprodutivas de cada espécie. As glandulas sexuais acessorias apresentam a funcao
de dar volume ao ejaculado, fornecer nutrientes aos espermatozoides e facilitar seu

transporte dentro do trato reprodutivo feminino (HAFEZ, 2004).

Os sirénios possuem pénis vascular, permanecendo retraido quando nao
ingurgitado, e apresentam testiculos intracavitarios, com localiza¢do ventrolateral aos
rins (PERRIN, WURSIG; THEWISSEN, 2002). No peixe-boi da Flérida (Trichechus
manatus latirostris) é descrito um sistema de adaptacao termovascular dos testiculos
com a funcdo de evitar hipertermia, devido a localizac&o intracavitaria (ROMMEL,;
PABST; MCLELLAN, 2001).

Em T. manatus latirostris foi descrita a presenca de vesicula seminal e préstata.
As vesiculas seminais sdo estruturas bilaterais, dorsais a vesicula urinéria, e a
prostata é relatada tanto como uma estrutura Unica, quanto em forma disseminada. O
aparelho reprodutor do peixe-boi da Flérida apresenta semelhancas histologicas e

anatdmicas ao dugongo (Dugong dugon), outra espécie de sirénio (PEREZ, 2015).
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No dugongo, é relatada a presenca de vesicula seminal (HARRISON, 1969;
MARMONTEL; ODELL; REYNOLDS, 1992). Entretanto, ndo foi descrita a presenca
de uma estrutura discreta correspondente a préstata, mas o tecido prostatico dos
dugongos parece ser disseminado nas paredes da uretra pélvica (MARSH,;
HEINSOHN; GLOVER, 1984). Posteriormente, foi relatada a presenca de tecido
glandular bulbouretral na base do pénis desta espécie (BERTA; SUMICH; KOVACS,
2015).

Quanto ao peixe-boi da Amazbnia, a morfologia reprodutiva dos machos
somente foi abordada com a descricdo morfologica dos espermatozoides (AMARAL
et al., 2010). Dessa forma, dentre os dados morfofisioldgicos j& descritos sobre T.
inunguis, majoritariamente a respeito das fémeas da espécie, 0s estudos acerca da

morfologia do aparelho reprodutor masculino ainda sao inexistentes.
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3. OBJETIVOS

i. Analisar os aspectos morfolégicos e morfométricos dos testiculos e vesicula

seminal do peixe-boi da Amazonia (Trichechus inunguis).

ii. Avaliar os aspectos histologicos dos testiculos e vesicula seminal do peixe-
boi da Amazoénia (T. inunguis).
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas amostras coletadas de 11 peixes-bois da Amazdnia de
diferentes classes etarias. O material encontrava-se previamente fixado em formol
10% e depositados na Colecdo Umida do Laboratorio de Mamiferos Aquéaticos do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — LMA/INPA. Alguns dos exemplares
tinham todo o aparelho reprodutor fixado, dessa forma, fez-se necesséario que o
material fosse dissecado para identificacdo dos testiculos e vesiculas seminais.
Nestes exemplares, as dimensdes dos 6érgdos foram obtidas com o auxilio de um

paquimetro.

Os fragmentos de testiculos e vesiculas seminais foram processados por
técnicas histologicas tradicionais. As amostras foram lavadas em agua corrente e
depois desidratadas em uma bateria crescente de alcool (70%, 80%, 90%, 95%,
100%, 100%, 100%), posteriormente, diafanizado em duas etapas de xilol (xilol I, xilol
II). As amostras processadas foram incluidas em parafina, emblocadas e foram

realizados cortes de 5um de espessura para a montagem das laminas.

As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina e analisadas em
microscopio optico Opticam®. O tecido foi fotografado e suas estruturas foram

avaliadas quanto a morfologia e morfometria no software ImageJ®.

Os individuos foram classificados como reprodutivamente imaturos ou
reprodutivamente maduros de acordo com a dimensdo dos 0rgdos e O
desenvolvimento do epitélio dos tabulos seminiferos. Apo6s isso, as estruturas

morfologicas foram descritivamente comparadas entre 0s grupos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Anatomicamente, o aparelho reprodutor dos animais avaliados apresentou
testiculos de forma ovoide, achatada, com epididimo longo. Das glandulas sexuais
acessorias macroscopicamente visiveis, somente a vesicula seminal foi observada,
sendo um 6rgéao bilobular localizado dorsalmente a vesicula urinaria (Figura 2). As
observagbes macroscopicas foram semelhantes ao observado em T. manatus
(PEREZ, 2015) e D. dugon (MARSH; HEINSOHN:; GLOVER, 1984).

Figura 2. Aspecto morfoldgico do aparelho reprodutor de
Trichechus inunguis macho adulto.

T: testiculo; EP: epididimo; VS: vesicula seminal, VU:
vesicula urinaria; P: pénis.

Nove individuos, com idade entre um a cinco anos e 75 a 171 cm de
comprimento total, apresentaram testiculos com dimensdes médias de 25,5+5,4mm
(19,0-35,0mm) de comprimento, 15,0+4,9mm (9,0-26mm) de largura, e 7,4+1,2mm
(6,0-11,0mm) de espessura, e vesiculas seminais com lobos de dimensdes médias
de 24+9,5mm (15-36mm) de comprimento, 4,6£0,5mm (4,0-6,0mm) de largura, e
3,2+0,4mm (3,0-4,0mm) de espessura (Tabela 1).



18

Tabela 1. Dimensdes dos testiculos e vesiculas seminais de peixes-bois da Amazénia de acordo com

a faixa etaria.

Idade (anos)

Dimenséao dos testiculos

Vesicula seminal

1-5

21

>10

25,5£5,4mm (comprimento)

15,0+4,9mm
(largura)

7,4+1,2mm
(espessura)

77 e 79mm
(comprimento)

56 e 51mm (largura)

27 e 26mm (espessura)

71 e 69mm (comprimento)

47 e 51mm (largura)

14mm (espessura)

24+9,5mm
(comprimento)

4,6+0,5mm
(largura)

3,2+0,4mm
(espessura)

94mm
(comprimento)

31mm (largura)

23mm
(espessura)

64mm
(comprimento)

22mm (largura)

18mm

(espessura)

Histologicamente, estes nove individuos apresentaram tubulos seminiferos
com poucas espermatogbnias dispostas na periferia, sem liumen aparente e sem
espermatogénese ativa (Figura 3A-B). O diametro médio dos tubulos seminiferos foi
de 41,10£10,88um (variando de 29,98+3,07um a 50,39+4,66um) (Tabela 2). A
vesicula seminal era constituida pelas camadas mucosa, musculatura lisa,
diferenciando-se em musculo transversal e circular e uma tanica adventicia rica em
fibras elasticas e apresentava um epitélio secretor do tipo cubico simples (Figura 3C-
D). Os aspectos morfoloégicos observados indicam que estes eram animais

reprodutivamente imaturos.

O diametro dos tubulos seminiferos dos animais caracterizados como imaturos
foi préximo ao observado em outras espécies de sirénios, como o T. manatus (26 a
64um; BEZERRA et al., 2018; HERNANDEZ et al., 1995) e o D. dugon (36 a 66um;
MARSH; HEINSOHN; GLOVER, 1984). Os dados obtidos também corroboram Amaral
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et al. (2018), que verificaram a maturidade sexual dos machos de T. inunguis em
meédia aos seis anos de idade, de acordo com o0s niveis de esteroides reprodutivos

séricos de animais mantidos em cativeiro.

Figura 3. Fotomicrografias do parénquima testicular e vesicula seminal de peixe-boi da
Amazdnia reprodutivamente imaturo.

A — Parénquima testicular. B — Tubulo seminifero sem espermatogénese ativa. C —
Parénquima muscular da vesicula seminal. D — Endotélio do tipo cubico simples da vesicula
seminal. Barras: A, C: 100um; B, D: 10um.

Um individuo (PB6; 21 anos de idade; 220cm de comprimento) apresentou
testiculos com as dimensdes de 77 e 79mm de comprimento, 56 e 51mm de largura,
e 27 e 26mm de espessura, e os lobos da vesicula seminal apresentaram 94mm de
comprimento, 31mm de largura e 23mm de espessura (Tabela 1). Histologicamente,
os testiculos apresentaram espermatogénese ativa, com a observacdo de
espermatogobnias, espermatocitos | e Il, espermatides, além de espermatozoides no
[limen dos tubulos seminiferos (Figura 4A), com diametro médio dos tubulos de
173,63+£23,73um (Tabela 2), achados que indicam a maturidade reprodutiva deste
individuo.
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Neste individuo maduro com espermatogénese completa, o diametro médio
dos tubulos foi proximo ao relatado para T. manatus (71 a 195um; BEZERRA et al.,
2018; HERNANDEZ et al., 1995) e D. dugon (68 a 195um; MARSH; HEINSOHN,;
GLOVER, 1984).

A vesicula seminal do individuo maduro reprodutivamente (PB6) apresentou
modificacdo no epitélio secretor quando comparado aos animais reprodutivamente
imaturos, com a presenca de vilosidades na mucosa e células colunares (Figuras 4C-
D). Esta morfologia corrobora a ja descrita para peixe-boi da Florida (T. manatus
latirostris) (PEREZ, 2015).

Figura 4. Fotomicrografias do parénquima testicular e vesicula seminal de peixe-
boi da Amazoénia reprodutivamente maduro.

A — Tlbulo seminifero com espermatogénese ativa; individuo PB6. B — Tubulo
seminifero sem espermatogénese ativa; individuo PB13. C — Epitélio secretor
desenvolvido da vesicula seminal, com a presenca de vilosidades na mucosa. D —
Endotélio do tipo colunar da vesicula seminal. Barras: A, B, C: 100um; D: 10um.
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Tabela 2. Diametro dos tubulos seminiferos de peixe-boi da Amazdnia de acordo com a idade.

Animal Idade (anos) Tamanho (cm) MédiatzDP (um) Maturidade

reprodutiva

PB1 5 149 31,08um=4,40 Imaturo
PB3 1 89 30,86pum+5,63 Imaturo
PB6 21 220 173,63um+23,73 Maduro
PB8 2 125 36,21um=+4,12 Imaturo
PB9 1 106 38,61um=4,07 Imaturo
PB10 2 117 29,97um=3,07 Imaturo
PB12 1 131,5 46,04um=5,25 Imaturo
PB13 >10 190 57,27um7,83 -

PB14 1 104 32,78um=4,17 Imaturo
PB16 4 160 43,77umz4,77 Imaturo
PB19 1 96 50,38um=4,66 Imaturo

As dimensbes da vesicula seminal observadas sugerem uma grande
contribuicdo desta glandula no volume do ejaculado. Em sirénios, o volume do
ejaculado somente foi descrito para T. manatus latirostris, o qual apresenta um volume
aproximado de 37mL sob estimulacdo manual (COWART et al., 2020). Considerando
as similaridades morfolégicas do aparelho reprodutor observadas no presente estudo,
€ possivel sugerir que o peixe-boi da Amazodnia também apresente um volume de
ejaculado proximo a este relatado. Os sirénios apresentam uma estratégia reprodutiva
do tipo promiscua, sugerindo que haja uma competicdo espermatica durante a época
reprodutiva (REYNOLDS; ROMMEL; PITCHFORD, 2004). Desta forma, o volume do
ejaculado € importante para faciltar o processo de deslocamento dos

espermatozoides pelo trato reprodutivo feminino.

Por outro lado, o individuo PB13 com idade desconhecida (acima de 10 anos
de idade) e 190 cm de comprimento total, possuia testiculos com as dimensdes de 71
e 69mm de comprimento, 47 e 51mm de largura e 14mm de espessura, e os lobos da
vesicula seminal apresentaram 64mm de comprimento, 22mm de largura e 18mm de
espessura (Tabela 1). Entretanto, diferente do individuo PB6, na avaliacao histoldgica
0s tubulos seminiferos apresentaram diametro médio de 57,28+7,83um (Tabela 2),

espermatogobnias dispostas na periferia dos tubulos, porém sem presenca de demais
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células espermatogénicas (Figura 4B). A vesicula seminal também apresentou
vilosidades epiteliais com células colunares na analise histologica, semelhante ao
individuo classificado como maduro reprodutivamente. Portanto, considerando as
observagbes morfoldgicas, com dimensfes proximas as do individuo sexualmente
maduro, porém com auséncia de espermatogénese ativa, uma das sugestdes € que
este individuo poderia apresentar testiculos regredidos devido a sazonalidade

reprodutiva.

Em sirénios, a modificacédo celular dos tubulos seminiferos em decorréncia da
sazonalidade reprodutiva ja foi relatada em T. manatus latirostris e em D. dugon
(MARSH; HEINSOHN; GLOVER, 1984; HERNANDEZ et al., 1995; COWART, 2019).
Segundo estes autores, durante a época ndo-reprodutiva os testiculos destas
espécies sofrem uma grande reducdo no didmetro dos tubulos seminiferos e
inexisténcia de outras células espermatogénicas, além das espermatogonias. Estes
relatos corroboram os achados histoldégicos observados no individuo PB13. A
sazonalidade reprodutiva ja foi relatada em fémeas de peixe-boi da Amazénia tanto
em animais de vida-livre quanto animais em cativeiro (BEST, 1982; AMARAL et al.,
2015), com atividade reprodutiva correspondendo as estacfes de enchente e cheia

dos rios da Amazonia (dezembro a julho).

O individuo PB6 veio a 6bito no més de dezembro, que seria o inicio da época
reprodutiva, e apresentava grande diametro dos tubulos seminiferos e atividade
espermatogénica. Ja o individuo PB13 veio a 6bito em junho, correspondente ao final
da época reprodutiva, corroborando a regressao testicular.

Adicionalmente, apesar de trabalhos realizados previamente n&o terem
confirmado a existéncia de sazonalidade reprodutiva em machos (PIMENTEL, 1998;
AMARAL et al.,, 2015), faz-se necessario a avaliacdo de um maior niamero de
individuos, principalmente em idade reprodutiva, a fim de confirmar a hipo6tese

levantada e avaliar a estimativa de maturidade reprodutiva.
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6. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos neste trabalho, € possivel constatar que a
morfologia do aparelho reprodutor do peixe-boi da Amazbdnia macho € semelhante ao
relatado nas demais espécies de sirénios. Também foi possivel demonstrar a
caracterizacao de maturidade sexual nesta espécie a partir dos aspectos morfologicos

do aparelho reprodutor masculino.

Este é o primeiro trabalho descrevendo os aspectos histolégicos do testiculo e
vesicula seminal de peixe-boi da Amazoénia. Novos estudos devem ser realizados a
fim de avaliar um maior nimero de individuos, principalmente em idade reprodutiva.
Dessa forma, seria possivel verificar por meio dos aspectos histolégicos do aparelho
reprodutor a existéncia de variagdo sazonal no parénquima testicular e vesicula

seminal da espécie.
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