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RESUMO:

Corallus hortulanus € uma serpente de ampla distribuicdo geogréafica e valida
importancia ecoldgica. Entretanto, as informacdes sobre sua biologia reprodutiva séo
escassas e a maioria dos dados obtidos sdo de serpentes em cativeiro. Desta forma,
o trabalho tem como objetivo descrever os aspectos histolégicos do segmento
sexual renal (SSR), parte especializada dos rins. Para tal, foi realizada a analise
histologica e mensuracéo do SSR de 12 espécimes de Corallus hortulanus coletados
em meses diferentes do ano. Os aspectos histolégicos do SSR observados foram
similares aos descritos para outras espécies de serpentes e 0s segmentos tubulares
apresentaram um didmetro médio de 76,8+25,6um. Entretanto, foi observado uma
grande variacdo nos aspectos morfolégicos (hipertrofia, presenca e disposicdo de
granulos) e no diametro dos segmentos tubulares entre os individuos analisados,
aparentemente relacionado com a sazonalidade reprodutiva. Os resultados obtidos
neste estudo contribuem para uma maior compreensao dos aspectos reprodutivos

de C. hortulanus e as possiveis variacdes sazonais devem ser melhor investigadas.

Palavras-chave: SSR. Histologia. Reproducao. Serpente. Cobra Veadeira.



ABSTRACT:

Corallus hortulanus is a snake with wide geographical distribution and valid
ecological importance. However, information about their reproductive biology is
scarce and most of the data obtained is from snakes in captivity. Thus, the work aims
to describe the histological aspects of the sexual segment of the kidney (SSK), a
specialized part of the kidneys. Therefore, histological analysis and measurement of
SSK were performed from 12 specimens of Corallus hortulanus collected in different
months of the year. The histological aspects of the SSK observed were similar to
those described for other species of snakes and the tubular segments had an
average diameter of 76.8 £ 25.6 um. However, a great variation was observed in the
morphological aspects (hypertrophy, presence and disposition of granules) and in the
diameter of the tubular segments among the individuals analyzed, apparently related
to reproductive seasonality. The results obtained in this study contribute to a greater
understanding of the reproductive aspects of C. hortulanus and the possible
seasonal variations should be better investigated.

Keywords: SSK. Histology. Reproduction. Snake. Amazon Tree Boa.
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1. INTRODUCAO

As diferencas entre machos e fémeas, geralmente, sdo divididas entre
caracteristicas sexuais primarias e secundarias. Onde as primarias sado estruturas do
aparelho reprodutor como gbdnadas, ductos deferentes e 6rgdos copulatorios. J& as
secundarias que incluem todas as outras caracteristicas fisicas e de comportamento,
que diferenciem os sexos. Nas serpentes, as caracteristicas sexuais secundarias
incluem: diferencas no tamanho quando adulto, coloracédo, proporcdes corporais
ornamentacgdes especiais e de comportamento (SHINE, 1994; SHINE e HOPKINS,
2005).

No ponto de vista conservativo, a Corallus hortulanus ndo sofre ameacas,
uma vez que possui ampla distribuicdo, inclusive em éareas protegidas (ICMBio,
2018), mas, futuramente, pode sofrer algum impacto em algumas localidades em
gue os centros urbanos apresentam grande e rapida expansao, resultando na

destruicdo do habitat desta e de outras espécies.

Quanto ao ciclo reprodutivo de Corallus hortulanus estudado por Oliveira
(2019), mostrou-se que a nivel individual caracterizou-se como descontinuo ao longo
do periodo de seca, onde os individuos adultos apresentaram testiculos com tubulos
seminiferos completamente regredidos, onde sdo observadas somente
espermatogbnias. Ja a nivel populacional, o ciclo reprodutivo da espécie caracteriza-
se pela sazonalidade quanto ao estagio gonodal, com testiculos aumentados no
periodo de chuvas. As andlises de biometria e seccdes histologicas sdo compativeis
e indicam que ha intensa atividade testicular no periodo chuvoso. O periodo
reprodutivo esta relacionado a condi¢cBes climaticas, disponibilidade de alimento,
abrigo (GIRONS, 1982; MATHIES, 2011), fotoperiodo, modo reprodutivo (viviparo,
no caso de C. hortulanus) ou relacionado a caracteristicas de conservativas de
linhagens filogenéticas (basais no caso da familia Boidae). Desta forma, é aceitavel
considerar que os machos da espécie tenham evoluido adaptativamente para o
sucesso evolutivo, sincronizando os estagios de espermiogénese ao periodo de
chuvas, onde ha maior disponibilidade de alimento e geralmente ha maior atividade
reprodutiva entre as espécies (MARTINS et al., 1999; PIZZATTO et al., 2007; SILVA
et al., 2019)
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Uma das estruturas sexuais secundarias de maior destaque em Squamata, €
0 segmento sexual renal (SSR), que pode ter evoluido por selecdo natural para
aumentar a viabilidade dos espermatozoides, mas também como a competicéo intra-
-sexual pds-copulatoria, impedindo a fémea de acasalar com machos subsequentes.
Em ambos o0s casos, mostra-se como esforco reprodutivo pdés-copulatério
(ALDRIDGE e SERVER, 2011). O primeiro autor a perceber a presenca e descrever
foi Gampert (1866), onde observou partes aumentadas nos néfrons distais, durante
um estudo histologico renal de Natrix natrix (cobra-de-agua-de-colar).
Posteriormente, Heidenhain (1874) constatou na mesma espécie numerosas
inclusdes granulares no citoplasma do SSR.

Variagdes morfolégicas sazonais no SSR ja foram relatadas em varias
espécies da ordem Squamata, como a variagdo do diametro dos tubulos do SSR e a
disposicdo de granulos sexuais pelo citoplasma e Ilumen, ligadas a atividade
secretora e evidenciando, assim, o papel reprodutivo dos rins na época de cépula de
serpentes (SILVA et al., 2019).

Entretanto, estudos avaliando aspectos do SSR em membros da familia
Boidae sdo escassos, 0s quais sao primordiais para uma maior compreensao da

biologia reprodutiva destas espécies.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 SUACUBOIA

A familia Boidae tem ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em regides
neotropicais, ilhas do Pacifico e india. Pertencentes a fauna silvestre brasileira
temos quatro géneros da subfamilia Boinae: Epicrates (cobras arco-iris), Eunectes
(sucuris), Boa (jiboias) e Corallus (suaguboias e piriquitamboias). Sdo reconhecidas
9 espécies pertencentes ao género Corallus, no entanto, apenas quatro apresentam
ocorréncia o Brasil. Entre estas, as Corallus hortulanus (suacuboias), a qual possui

ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia na regido Neotropical, Guiana,
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Suriname, Colémbia e Venezuela, Peru, Bolivia, Equador e Brasil (HENDERSON,
1997).

A Suacuboia é um boideo que apresenta tamanho corporal médio proximo a 1
m (PIZZATTO et al., 2007) com relatos desta espécie de aproximadamente 1.8 m
(MARTINS e OLIVEIRA, 1998), e que possui a maior variagdo de padrdao de
coloragdo da familia (polimorfismo cromético), possibilitando assim, efeito criptico
(PIZZATTO et al.,, 2007; DUARTE et al., 2015). Essa espécie apresenta habitos
arboricolas, possuindo cauda preénsil e corpo achatado dorso lateralmente (Figura
1)

Figura 1. Suacubdia, Corallus hortulanus. Macho.

g BN
Fonte: Oliveira, M. E. (2019).

Apesar de C. hortulanus possuir o menor tamanho corporal e robustez entre
os membros da familia Boidae, esta espécie apresenta o maior tamanho relativo da
cauda, que estéa correlacionado a adaptacao arboricola da espécie (PIZZATTO et al.,
2007).

Sua dieta varia entre aves, morcegos, anuros, lagartos e pequenos
mamiferos, capturando suas presas dando bote, fixando seu maxilar e mandibula
(de denticdo aglifa) na presa e enrolando-se, comprimindo o corpo da presa. A
constricdo acarreta em deficiéncia tanto circulatéria, quanto respiratoria, seguida de
faléncia dos 6rgéaos. (SILVA e HENDERSON, 2012; CARVALHO et al., 2019).
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2.2 MORFOLOGIA REPRODUTIVA DE SERPENTES MACHOS

Os orgédos reprodutores das serpentes machos sdo alongados e dispostos
assimetricamente (Figura 2), de modo que os érgaos diretos sdo mais craniais que
os esquerdos (PIZZATO etal., 2007).

Figura 2. Assimetria dos o6rgdos de Corallus hortulanus.
Macho. Testiculo direito (T.D.); Testiculo esquerdo (T.E.);
intestino (1.); rim direito (R.D.).

Fonte: Arquivo pessoal (2020). )

Os testiculos séo intracavitarios que se comunicam com ductos eferentes,
epididimo e ductos deferentes. Apresentam um par de hemipénis localizados na

parte ventral da cauda, que séo evertidos pela cloaca devido a acdo de musculos no
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momento da cépula (FOX, 1997; PIZZATO et al., 2007; ROJAS et al., 2013) (Figura
3). Ha estocagem de espermatozoides nos ductos deferentes durante varios meses,
possibilitando que haja a cépula quando as fémeas estiverem em periodo
vitelogénico, ou mesmo quando os proprios machos estiverem em periodo de

recrudescéncia testicular (FOX, 1997).

Figura 3. Orgédos reprodutivos de Corallus hortulanus. Macho. Hemipénis
(H.); testiculo direito (T.D.); testiculo esquerdo (T.E.); rim direito (R.D.); rim
esquerdo (R.E.).

Fonte: Adaptado de Oliveira, M. E. (2019).

Os rins sdo metanéfricos e considerados 6rgaos reprodutivos acessoérios, nos
machos. Este fato deve-se principalmente a hipertrofia do SSR correlacionada com o
periodo de copula e aumento de testosterona circulante (KROHMER et al., 2004;
ROJAS et al., 2013).

2.3 SEGMENTO SEXUAL RENAL (SSR)

O SSR é uma parte modificada dos néfrons e ureteres, esta presente em
todos os esquamatas, tanto em machos quanto em fémeas. Nos machos, em
inUmeras espécies os tubulos constituintes do SSR sao visiveis macroscopicamente
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e englobam a maior parte da massa renal (KROHMER et al. 2004; SEVER e
HOPKINS, 2005). Ja nas fémeas, a posicdo em que 0 SSR esta localizado é similar
a localizacdo dos machos, no entanto, possivelmente o0s baixos niveis de
androgenos circulantes nas fémeas impossibilita sua hipertrofia (SERVER e
HOPKINS, 2005).

A hipertrofia do SSR estd associada ao desenvolvimento de granulos
secretores, localizados nos néfrons. E essa modificagdo estd relacionada
diretamente com a época de espermatogénese, visto que ha o aumento da

testosterona circulante neste periodo (MUNIZ, 2013).

As secrecfes oriundas do SSR sao transferidas a fémea durante a copula
(FOX, 1977). A abrangéncia da sazonalidade gera mudancas distintas em serpentes
e lagartos. Enquanto que em lagartos o SSR é dificilmente distinguivel durante a
estacdo quando ndo havera acasalamento, em serpentes ha variacdo no diametro e
na composicdo de seus granulos, mas sempre se apresentando algum grau de
hipertrofia apos estimulados pela primeira vez por andrégenos. Na maioria das
espécies ja estudadas, a hipertrofia sazonal do SSR corresponde com a época de
acasalamento (ALDRIDGE e SERVER, 2011).

As funcbes da secrecdo do SSR nédo estdo totalmente elucidadas. Contudo,
ao longo dos anos de estudo a respeito do mesmo, varias hipoteses foram
apresentadas, como por exemplo, a sustentacdo e ativacdo dos espermatozoides,
assegurando a viabilidade e aumento da motilidade no oviduto feminino (FOX, 1977,
SEVER et al., 2008; GIST, 2011).

Outra possivel funcdo do SSR a producdo de substancia que funcionaria
como o plug copulatério, que consiste em uma massa de aspecto gelatinoso que
funciona como barreira fisica. O plug impediria a passagem de espermatozoides de
outros machos que copulem com a mesma fémea, 0 que pode ajudar a garantir a
fecundacdo do primeiro macho com quem a fémea acasalou, além de evitar o
refluxo seminal (DEVINE, 1975; FRIESEN et al., 2013). Além disso, Volsoe (1944) e
Bishop (1959) também apresentaram hipéteses para a funcionalidade da secrecéo
do SSR, como por exemplo: a separagdo entre sémen e urina, onde haveria o
bloqueio temporal dos tabulos renais e ureteres durante a copula; servir como

nutriente para os espermatozoides, visto que ha presenca de fosfatase acida na
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secrecdo, sugerindo uma funcionalidade anéloga as secrecdes prostaticas em
mamiferos; aumento da viscosidade do fluido seminal no momento da cépula e
servir de lubrificante, que auxiliaria a passagem do fluido seminal pelos sulcos dos
hemipénis.
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3. OBJETIVOS

Descrever os aspectos histologicos do segmento sexual renal (SSR) de
Corallus hortulanus;
Avaliar morfometricamente o diametro dos segmentos tubulares do SSR de
Corallus hortulanus;
Comparar os aspectos histolégicos do SSR de individuos coletados em

diferentes meses do ano.
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4. MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram utilizadas amostras de 12 individuos machos adultos
de Corallus hortulanus, coletados na Amazonia brasileira, sendo cada individuo
coletado em um més distinto do ano. Todo material encontrava-se previamente
fixado em formol 10% e depositado na colecdo do Museu Paraense Emilio Goeldi,

em Belém — Para.

Um fragmento de aproximadamente um centimetro foi separado da regido
caudal do rim de cada individuo e estes foram processados por técnicas histolégicas
tradicionais. O material foi lavado em agua corrente e posteriormente desidratado
em bateria crescente de alcool (70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100%, 100%),
diafanizado em xilol (xilol I, xilol II) e posteriormente incluido em parafina. Para a
montagem das laminas, foram realizados cortes de 5um de espessura do material
emblocado. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E), analisadas
por microscopia de luz e fotografadas. A morfologia do SSR foi descrita e o diametro
dos segmentos tubulares do SSR de cada animal foi mensurado utilizando o

software ImageJ (National Institutes of Health, EUA).

Foram mensurados de 37 a 369 segmentos tubulares do SSR, avaliados
apenas os cortes transversais dos mesmos, dentre os individuos, posteriormente a
média e o desvio padrdo do didametro dos segmentos tubulares de cada individuo
foram calculados e posteriormente comparados (Teste ANOVA e Teste Tukey como

pos-teste). Foi considerado um nivel de significancia de P<0,05.
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5. RESULTADOS

Foi observado, nos rins de C. hortulanus, a presenca do corpusculo renal
(glomérulo e céapsula de Bowman), umas das estrutura que compdem o néfron
(Figura 4).

Figura 4. Fotomicrografia das estruturas renais de Corallus hortulanus macho. Observa-se a capsula

de Bowman (seta preta), 0 espagco capsular (seta laranja), glomérulo renal (estrela).

Fonte: Arquivo Pessoal (2020).

O SSR foi diferenciado e caracterizado pela hipertrofia dos tubulos
contorcidos distais e aumento das células do SSR ligada a atividade secretora. Com
variacao celular na atividade e evidenciando o apice da hipertrofia do SSR.

Foi observado que as células do SSR sdo constituidas de epitélio colunar
simples, com ndcleo basal, porém, variacbes na quantidade de granulos no
citoplasma e diminui¢cdo do limen foram observados entre os individuos analisados.
Desta forma, os individuos puderam ser agrupados em quatro niveis diferentes: nivel
1 -SSR em quiescéncia e sem granulos sexuais; nivel 2 — inicio da hipertrofia sexual
e aparecimento de granulos sexuais no citoplasma; nivel 3 — hipertrofia, ocorréncia

de granulos sexuais na parte apical das células do SSR e diminuicdo do limen; nivel
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4 — presenca de granulos sexuais por todo o citoplasma das células do SSR e no
limen (Figura 5; Tabela 1).

Com relacdo aos aspectos morfométricos, foram medidos de 37 a 369
segmentos tubulares do SSR. Foi obtido um diametro médio de 76,8+25,6um (22,6 —
146,2um). Foi observado uma variacdo significativa entre os individuos (P<0,05,
Teste Tukey), com 0s menores didmetros observados nos individuos dos meses de
janeiro, fevereiro e marco, os maiores nos individuos dos meses maio, junho e
agosto e posterior redu¢cdo nos meses outubro, novembro e dezembro (Fig. 6).
Também foi observado uma relacdo entre o didmetro dos segmentos tubulares e o

nivel de desenvolvimento do SSR (Tabela 1).

Figura 5. Fotomicrografia do segmento sexual renal (SSR) de Corallus hortulanus machos em
diferentes niveis de desenvolvimento. (A) SSR quiescente, em nivel 1. (B) SSR hipertrofiado em nivel
2, com presenca de granulos no citoplasma. (C) SSR hipertrofiado nivel 3, presenca de granulos,
principalmente na regido apical. (D) SSR hipertrofiado nivel 4, com presenca de granulos por todo o

citoplasma e no limen. Gr: granulos; L: [limen.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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Tabela 1. Diametro do segmento tubular do segmento sexual renal (SSR) e nivel de desenvolvimento
em individuos machos de Corallus hortulanus coletados em meses diferentes do ano.

NUmero de Nivel de

- N segmentos Média = Desvio )
Individuo Més ~ desenvolvimento
tubulares Padré&o (um)
) do SSR

medidos
Al janeiro 261 53,14 + 11,45 1
A2 fevereiro 207 52,69 £ 11,25 1
A3 marco 37 49,00 + 16,98 2
A4 abril 322 81,37 + 14,02 2-3
A5 maio 130 100,20 + 14,63 3
A6 junho 260 112,84 + 14,99 4
A7 julho 82 60,02 + 8,49 1
A8 agosto 369 92,32 +17,03 3
A9 setembro 107 85,60 + 14,03 3
Al0 outubro 93 55,59 + 10,50 1
All novembro 114 54,46 + 8,99 1
Al2 dezembro 96 53,27 + 10,75 1




Figura 6. Média e desvio padrédo do diametro do segmento tubular do segmento
sexual renal (SSR) de individuos machos de Corallus hortulanus coletados em
meses diferentes do ano. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas

(P<0,05, Teste Tukey).
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6. DISCUSSAO

A morfologia dos rins observada neste estudo mostra-se semelhante as
observadas em outras espécies de serpentes ja estudadas, incluindo um membro da
familia Boidae, sucuri-amarela (Eunectes notaeus), evidenciando aspectos como
glomérulo e SSR (DITRICH, 1996). Adicionalmente, os aspectos histolégicos do
SSR corroboram com os ja relatados para outras serpentes (SILVA et al., 2019).

As variacdes morfologicas apresentadas pelo SSR, também foram relatadas
em outras espécies de serpentes. Silva et al. (2019) ao avaliar quatro espécies de
viperideos relatou variacdo dos granulos sexuais presentes no SSR quando o
mesmo se torna mais necessario, na época de copula da espécie. E sem hipotrofia
acentuada, em épocas nao reprodutivas, evidenciando uma sazonalidade ligada a
diferenciacdo de diametro e disposicdo de granulos sexuais pelo citoplasma.
Variacbes na média e desvio padrédo diferindo para as espécies, onde podemos
sumarizar que estudos comparativos sdo de grande utilidade para o melhor

entendimento desta especialidade do SSR.

A variacao do diametro esté ligada a variacdo morfolégica que ocorre no SSR,
uma vez que ao ser estimulado pela testosterona havera o aumento do didmetro até
chegar ao apice de hipertrofia, concomitantemente havera maior disposicdo de
granulos sexuais pelo citoplasma, acentuada diminuicdo de limen e presenca de
granulos sexuais no lumen. Variacfes ligadas diretamente a atividade secretora,
com possiveis funcdes de transporte e capacitacdo de espermatozoides (WEIL,
1984). Além das variacdes de hipertrofia, didmetro e morfoldgica, foi possivel
visualizar diferenca de coloracdo em SSR hipotrofiado em nivel 1 e em hipertrofia
em niveis 2, 3 e 4. Uma vez que o0 SSR em quiescéncia (nivel 1) cora basofilico, ja

em hipertrofia (niveis 2, 3 e 4) ira cora acidofilico.

Quanto ao ciclo de C. hortulanus ha uma quiescéncia testicular observada
nos meses de julho, agosto e setembro, época de transicdo da época seca para a
chuvosa. A recrudescéncia testicular, marcando o inicio da espermatogénese, inicio
da estacdo chuvosa em dezembro. A espermatogénese, seguida de espermiacao
(espermatozoides maduros no lumen; atividade testicular maxima), na estacao

chuvosa nos meses de janeiro, fevereiro, marco, abril e maio. Em nivel individual o
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ciclo de C. hortulanus foi caracterizado como descontinuo ao longo do periodo da
seca. Enquanto que ha intensa atividade testicular no periodo chuvoso (OLIVEIRA,
2019).

Entretanto, o SSR teve variacdo de diametro ao longo do ano e mostrou-se
nao sincrénico com a espermiogénese, porém sincrénico com o inicio da estocagem
de espermatozoides e com a época de copula, relatada na espécie nos meses de
marco, junho, julho e setembro (SILVA e HENDERSON 2012). As coOpulas podem
ocorrer no periodo em que os testiculos estdo totalmente regredidos, o que
comprova que para essa espécie a copula depende da hipertrofia do SSR. Sendo
assim, os machos podem, possivelmente, atingir o sucesso reprodutivo, na cépula,
tendo em vista estratégias reprodutivas como a estocagem de espermatozoides nos
ductos deferentes e o plug copulatério, pela secrecdo do SSR (SILVA e
HENDERSON, 2012; COSTA, 2014; ARRIVILLAGA, 2019; SILVA et al., 2019).

O baixo diametro dos segmentos tubulares do SSR e baixo desenvolvimento
observado no individuo coletado no més de julho pode ser justificado pela ocorréncia
de copula antes da coleta do individuo, entretanto este fato deve ser melhor
investigado.

Da mesma forma, os dados relacionados a aparente sazonalidade reprodutiva
devem ser analisados com cautela, uma vez que a amostragem se restringe a um
anico individuo por més. Desta forma, ha necessidade de aumento no nimero da

amostra para a confirmacéao dos resultados obtidos.
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7. CONCLUSAO

As caracteristicas histologicas do segmento sexual renal de C. hortulanus
apresenta similaridade com os de outras espécies de serpentes. Contudo, com
distingcdes nas dimensdes dos segmentos tubulares. Adicionalmente, aparentemente
ha uma variagcdo sazonal no desenvolvimento do SSR correlacionado com os
periodo reprodutivo da espécie, entretanto, esta sazonalidade deve ser melhor
investigada.

Estudos acerca da biologia reprodutiva e criagdo em cativeiro sdo essenciais
guando envolvemos a conservagcdo de espécies silvestres e manejo in situ ou ex
situ. Se tratando da criagdo em cativeiro para conservagao, é necessario conhecer a
biologia reprodutiva e como esses animais se comportam em seu habitat. O estudo
contribui para o aumento do conhecimento a respeito da biologia reprodutiva das
serpentes. Corroborando para futuros estudos para espécies do grupo e

possibilitando comparac¢do com outras espécies.
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