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Legenda: Camada folicular, CF; Células pré-granulosas, PG; Citoplasma, Ct; Ninho de
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Figura 6: Vitelogénese inicial em S. annulatus. A) Odcito II de S. annulatus mostrando
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diferenca das camadas foliculares. Legenda: Camada granulosa, Gn; Camada teca, Tc;

Citoplasma, Ct; Ninho de oogodnias, Noo; Nucleo, Nu; Oocito I, Ool; Odcito II, Ooll.

Figura 7: Vitelogénese avancada em S. annulatus. A) Odcito III (vitelogénico) de S.
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Figura 8: Foliculo atrésico de S. annulatus. A-B) Foliculo atrésico apresentando as
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inteiro. A camada teca apresentou-se reduzida nesta fase. Legenda: Células granulosas,

Gn; Células Teca, Tc.

Figura 9: Analise macroscopica dos testiculos de S. annulatus. A) Testiculos alongados
aderidos aos corpos gordurosos. B) Testiculo dividido em lobos e l6bulos. C) Ductos
longitudinais conectando os lobos testiculares e ductos transversais conectando os
testiculos aos rins. Legenda: Corpos gordurosos, Co; Ducto longitudinal, DL; Ducto
transversal, DT; Lobos, LO; Lobulos, LB; Rim, RI; Testiculo, TE.

Figura 10: Comparagdo entre os diferentes estadios gonadais de machos de S.
annulatus ao longo do ciclo anual, mostrando o aumento progressivo dos testiculos com

maior vascularizacdo (A-C). Seta indica os testiculos.

Figura 11: Quiescéncia sexual em machos de S. annulatus. A) Visdo geral do lobo
testicular de um macho em quiescéncia sexual mostrando a area intersticial aumentada e
presenga de espermatogonias € espermatocitos na periferia dos 16bulos imersos em uma
matriz lipidica. B) Cistos germinativos mostrando espermatogdnias primarias e
secundarias e espermatocitos primarios ¢ secundarios. C) Espermatogonias primarias
isoladas na periferia do l6bulo com nucleo grande, arredondado e basofilo, e
espermatogonias secundarias organizadas em cistos na periferia dos lobulos. D)

Espermatocitos primarios organizados em 2 fileiras de células na periferia do 16bulo e,
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espermatocitos secundarios contendo nucleos menores e basofilos com inicio de uma
disposi¢do circular das células mais para o meio dos lobulos. Legenda: Area
intersticial, Al; Capilar sanguineo; Sg, Cépsula gonadal, Cg; Células germinativas, CG;
Ducto coletor, DC; Lobulo, LB; Matriz lipidica, Ma; Espermatogénia primaria, SP;
Espermatogonia secundaria SS; Espermatdcito primario, SCp; Espermatocito

secundario, SCs.

Figura 12: Espermatogénese ativa em machos de S. annulatus. A) Lobo testicular em
espermatogénese ativa mostrando a 4rea intersticial reduzida contendo os ductos
coletores e diferentes tipos celulares. Os 16bulos consistem de cistos germinativos em
diferentes fases de diferenciagdo (espermatogdnias secunddrias, espermatocitos,
espermatides arredondas e alongadas) imersos em uma matriz lipidica. B) Lobo
testicular em espermatogénse ativa mais avangada mostrando cistos germinativos com
espermatogoOnias, espermatocitos, espermatides arredondadas e alongadas e
espermatozdides nos ductos espermaticos que formam os ductos coletores na area
intersticial. Legenda: Area intersticial, AI; Ducto coletor, DC; Ducto espermatico, DE;
Hemacias, He; Matriz lipidica, Ma; Espermatogdnias secundarias, SS; Espermatocitos,

SC; Espermatide arredondada, SMr; Espermatide alongada, SM.

Figura 13: Estrutura geral da espermatogénese em machos de S. annulatus. A) Ductos
coletores e capilares sanguineos contendo hemacias na area intersticial. Lodbulos
testiculares envolvidos por uma membrana basal e células midides aderidas a
membrana. B) Cé¢lula de Sertoli na periferia do 16bulo envolvendo espermatogdnias
secundarias. C) Espermatides arredondadas dispostas em uma tnica fileira formando
um circulo. D) Espermatide alongada contendo flagelo. Legenda: Area intersticial, Al;
Célula midide, CM; Célula de Sertoli, CS; Ducto coletor, DC; Flagelo, Fl; Hemacias,
He; Matriz lipidica, Ma; Membrana basal, Mb; Espermatogoénia secunddria, SS;

Espermatide arredondada, SMr; Espermatide alongada, SM.

Figura 14: Ducto espermatico e coletor no testiculo de S. annulatus. A e B) Ducto
espermatico contendo espermatozoides e células ameboides. Epitélio do ducto
formando o ducto coletor na area intersticial. C) Espermatozoides compostos por uma

cabega, uma porgdo mediana e cauda. Legenda: Area intersticial, Al; Célula ameboide,
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Am; Cabega, C; Cauda, Ca; Ducto coletor, DC; Ducto espermatico, DE; Epitélio do

ducto, ED; M, Por¢ao mediana; SZ, Espermatozoéides.

Figura 15: Regressdo nos testiculos de machos de S. annulatus. A) Lobos testiculares
em fase de regressdo inicial caracterizada pela diminui¢do do didmetro dos lobulos e
presenca de cistos contendo estagios iniciais da espermatogénese, além de espermatides
e espermatozodides remanescentes. B) Lobos testiculares em um estagio de regressdo
mais avancado, mostrando o tecido gonadal desestruturado, cistos vazios e rompidos e
alguns espermatozoides remanescentes. C) Grande area intersticial e 16bulos contendo
alguns cistos com espermdtides arredondadas e alongadas, cistos rompidos e
espermatozoéides remanescentes no ducto espermatico. D) Lobulo com cistos rompidos
e espermatozéides remanescentes no ducto espermatico. Legenda: Area intersticial, Al;
Matriz lipidica, Ma; Espermatide arredondada, SMr; Espermatide alongada, SM;

Espermatozodide, SZ. Setas pretas apontam os cistos rompidos.

Figura 16: Lipidios totais em fémeas de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A)
Lipidios totais teciduais (figado, musculo, ovarios e pele). B) Lipidios plasmaticos.
| etras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas para fémeas ao

longo do ciclo anual.

Figura 17: Lipidios totais em machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A)
Lipidios totais teciduais (figado, musculo, testiculos ¢ pele). B) Lipidios plasmaticos.
| etras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas para fémeas ao

longo do ciclo anual.

Figura 18: Correlagdo de Pearson. A) Correlagao entre IGS e lipidios ovarianos para
fémeas de S. annulatus. B) Correlagdo entre IHS e lipidios hepaticos para fémeas de S.
annulatus. C) Correlacdo entre IGS e lipidios testiculares para machos de S. annulatus.

D) Correlagao entre IHS e lipidios hepaticos para machos de S. annulatus.

Figura 19: Proteinas totais em fémeas de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A)
Proteinas totais teciduais (figado, mutsculo, ovarios e pele). B) Proteinas plasmaticas.
L etras diferentes significam diferengas estatisticamente significativas para fémeas ao

longo do ciclo anual.
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Figura 20: Proteinas totais em machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A)
Proteinas totais teciduais (figado, musculo, testiculos e pele). B) Proteinas plasmaticas.
L etras diferentes significam diferengas estatisticamente significativas para machos ao

longo do ciclo anual.

Figura 21: Correlagdo de Pearson. A) Correlagdo entre IGS e proteinas ovarianas para
fémeas de S. annulatus. B) Correlagdo entre IHS e proteinas hepaticas para fémeas de S.
annulatus. C) Correlagdo entre IGS ¢ proteinas testiculares para machos de S.

annulatus. D) Correlagdo entre IHS e proteinas hepaticas para machos de S. annulatus.

Figura 22: Esteroides gonadais em fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ciclo
anual. A) Estradiol. B) Testosterona. C) Progesterona. ® Letras diferentes significam
diferengas estatisticamente significativas para fémeas e machos ao longo do ciclo anual.
*Simbolos diferentes significam diferengas estatisticamente significativas entre os

SE€XO0S.

Figura 23: Correlagdo de Pearson. A) Correlagdo entre as concentragdes plasmaticas de
testosterona e estradiol para fémeas de S. annulatus. B) Correlagdo entre as

concentragdes plasmaticas de testosterona e estradiol para machos de S. annulatus.

Figura 24: Relagdo E2/T encontrada em machos ¢ fémeas ao longo do ciclo anual.

Figura 25: Representacdo esquematica do metabolismo de lipidios e proteinas
teciduais e plasmaticos em fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ciclo
reprodutivo. * dentro do quadro indica diferenga estatistica significativa para fémeas
(lado esquerdo) e para os machos (lado direito) ao longo do ciclo anual. ** fora do
quadro indica diferenca estatistica significativa entre os sexos. NS indica que ndo houve

diferenca estatistica significativa.

Figura 26: Representagdo esquematica do perfil de acidos graxos dos fosfolipidios
teciduais e plasmaticos em fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ciclo
reprodutivo. * dentro do quadro indica diferenga estatistica significativa para fémeas

(lado esquerdo) e para os machos (lado direito) ao longo do ciclo anual. ** fora do



quadro indica diferenga estatistica significativa entre os sexos. NS indica que nao houve

diferenca estatistica significativa.

Figura 27: Esquema do ciclo reprodutivo de Siphonops annulatus mostrando as

principais alteragdes dos substratos ocorridas em cada estacao.
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Resumo
De uma forma geral, animais oviparos suprem sua prole somente com vitelo, composto
principalmente por lipidios e proteinas. Em espécies de cecilias oviparas e
dermatéfagas, as fémeas mobilizam esses substratos energéticos para os ovarios durante
a vitelogénese e também utilizam esses mesmos compostos para a produgdo de uma
pele mais espessa e nutritiva que servira de alimento aos filhotes durante o cuidado
parental. Em detrimento da grande importincia do vitelo para o desenvolvimento de
embrides e larvas, como apresentado, ¢ curioso compreender como espécies oviparas
alocam parte da sua energia na produgdo de uma pele mais espessa, além de investirem
na producdo do vitelo. Desta forma, sendo as cecilias pouco conhecidas, ¢ de grande
importincia entender os processos metabolicos e endocrinos envolvidos no
armazenamento € na mobilizacdo dos substratos energéticos ao longo do processo
reprodutivo de machos e fémeas, a fim de entender como ocorre o preparo das gonadas
e da pele para a reproducdo. Andlises histologicas dos ovarios e testiculos foram
realizadas, assim como a determinagdo de lipidios (e acidos graxos dos fosfolipidios) e
proteinas totais no figado, musculo, gonadas, pele e plasma de machos e fémeas de S.
annulatus ao longo do ciclo anual. Além disso, a concentragdo plasmatica dos
esteroides gonadais (estradiol, testosterona e progesterona) foi também quantificada em
ambos os sexos. De forma geral, odcitos em diferentes estagios de desenvolvimento
foram encontrados nos ovarios. A espermatogénese de Siphonops annulatus apresentou
um padrdo cistico como visto para os outros anamniotas, sendo o testiculo formado por
lobos que variam em numero e tamanho. Com relacdo aos substratos energéticos,
observamos que existe uma clara tendéncia em maior acimulo de lipidios e proteinas
nas gonadas das fémeas que foram coletadas durante o inverno, caracterizadas por um
desenvolvimento oocitdrio mais avangado, com a presenca de oocitos vitelogénicos,
sendo 0 mesmo observado para os machos. Em relagdo aos 4cidos graxos, foi
encontrado um padrdo normalmente observado para os demais vertebrados, com a
fragdo polar dos tecidos composta principalmente por acidos graxos polinsaturados n6
em ambos os sexos. Destaca-se nas fémeas uma grande mobilizagdo de acidos graxos
dos tecidos de reserva para os ovarios, principalmente os acidos graxos polinsaturados,
que sdo de grande importancia para a vitelogénese e embriogénese. Alteracdes dos
substratos no tecido dérmico da fémea também foram observadas na primavera e no
verdo, sugerindo a importancia deste tecido na dermatofagia. As andlises hormonais

demonstraram poucas variagdes ao longo do ano para ambos os sexos, devido a grande
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variagdo individual. Contudo, os valores de estradiol, testosterona e progesterona
tendem a ser maiores para as fémeas no inverno e para os machos durante a primavera.
Os dados sugerem que o processo reprodutivo em S. annulatus mantida em cativeiro
envolveu um processo de reostase programada, pois mesmo ndo havendo condig¢des
ambientais ideais, as fémeas e os machos apresentam uma “memoria metabdlica” capaz
de preparé-los para a reproducao. No entanto, o ambiente proporcionado pelo cativeiro
suprimiu a ocorréncia das fases finais do ciclo reprodutivo, como ovulacdo e copula,

resgatando o classico conceito de reostase reativa.
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Abstract

Usually, oviparous animals keep their offspring only with yolk that is composed mostly
of lipids and proteins. In oviparous and dermatophagic caecilians species, the females
mobilize these energetic substrates to the ovaries during the vitellogenesis and also use
these compounds to produce a ticker and nutritive skin that will be used as food for the
offspring during parental care. In detriment of the great importance of the yolk to
development of the embryos and larvae, as presented, it is curious to figure out how
oviparous species allocate part of its energy to produce a thicker skin, beyond from
investing in the production of yolk. Considering that caecilians are poorly known, it is
important to understand the endocrine and metabolic processes involved in the storage
and mobilization of energetic substrates during the reproductive process of males and
females, in order to comprehend how the gonads and skin become ready for
reproduction. Histological analysis of ovaries and testes were performed, as well as,
total lipids (and fatty acids from phospholipids) and protein in liver, muscle, gonads,
skin and plasma of males and females of S. annulatus during the annual cycle.
Additionally, the plasma concentrations of gonadal steroids (estradiol, testosterone and
progesterone) were quantified in both sexes. In general, oocytes at different stages of
development were found in the ovaries. The spermatogenesis of Siphonops annulatus
presented a cystic pattern as seen for other anamniotas, and the testes were formed by
lobes which vary in number and size. Considering the energetic substrates, there is a
clear tendency to a greater accumulation of lipids and protein in the ovaries in females
collected in the winter, that were characterized by a more advanced stage of oocyte
development, with the presence of vitellogenic oocytes. The same was observed for the
males. Regarding to fatty acids, it was found a pattern commonly observed for others
vertebrates, with the polar fraction of the tissues composed mainly by n6
polyunsaturated fatty acids in both sexes. It is important to highlight in females a great
mobilization of fatty acids from the storages tissues to the ovaries, mainly the
polyunsaturated fatty acids, which are of great importance for vitellogenesis and
embryogenesis. Alterations in the energetic substrates of the dermal tissue of the female
were also observed in spring and summer, suggesting the importance of this tissue in
dermatophagy. The hormonal assays showed little variation throughout the year for both
sexes, due to the large individual variation. However, the concentrations of estradiol,
testosterone and progesterone have a clear tendency of being higher for females in the

winter, and for males during the spring. The data suggests that the reproduction in S.
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annulatus maintained in captivity involved a programmed rheostasis process, because,
even without the ideal environmental conditions, males and females presented a
“metabolic memory”, that was enough to prepare the animals for reproduction.
However, the environment provided by the captivity suppressed the occurrence of the
final phases of the reproductive cycle, as ovulation and copulation, rescuing the

classical concept of reactive rheostasis.
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1. Introducéo

A reproducdo € a caracteristica mais conspicua da biologia dos anfibios,
considerando principalmente que muitas espécies sdo vistas apenas durante o periodo
reprodutivo (WELLS, 2007). Os anfibios foram os pioneiros na colonizacdo do
ambiente terrestre, assim os trés grupos de anfibios modernos mostram uma tendéncia a
terrestrializacdo da reproducdo (DUELLMAN & TRUEB, 1994). Deste modo, a
maioria dos anfibios apresenta um padrdo de histéria de vida com ovos e larvas
aquéticas que se metamorfoseiam em adultos terrestres (WELLS, 2007).
Adicionalmente, os anfibios se destacam pela grande diversidade de modos
reprodutivos e cuidados parentais, o que pode ser observado nas trés ordens que
compdem a classe Amphibia: Anura (sapos, rds e pererecas), que apresentam
oviparidade com desenvolvimento direto e indireto; Caudata (salamandras) com
oviparidade e desenvolvimento direto e indireto e, Gymnophiona (cecilias) que possuem
tanto oviparidade quanto viviparidade (HICKMAN et al., 2004 e POUGH et al., 2003).

Em geral, os padrdes reprodutivos estdo correlacionados as condicdes
prevalentes do ambiente. Em habitats equatoriais com um clima constantemente quente
e Umido, os anfibios podem se reproduzir o ano todo. Em regifes com estacdes
marcadas de seca e chuva, por exemplo, no sul da india, a estacio reprodutiva da
maioria dos anfibios coincide com as mong6es de chuva, mas a desova pode ocorrer
fora desse periodo. Basicamente, os anfibios tropicais sdo capazes de se reproduzir o
ano todo, contudo a alteracdo anual nas condi¢bes ambientais estabelece os ciclos
reprodutivos. A variacao sazonal da precipitacdo parece ser o principal fator que induz a
periodicidade da atividade reprodutiva. O grau de estabelecimento dessa periodicidade
varia entre as espécies, bem como entre as populacdes, mas a tendéncia da sazonalidade
reprodutiva parece ser uma caracteristica basica para a funcdo gonadal em anfibios
(JORGENSEN, 1992).

Deste modo, o sucesso da reproducdo na maioria dos anfibios requer uma
coordenagdo de diferentes processos internos juntamente as alteracGes dos eventos
externos. Obviamente, machos e fémeas devem estar fisiologica e
comportamentalmente preparados para a copula ao mesmo tempo. Assim, uma rede
complexa de mecanismos neurais e hormonais integra as condi¢fes ambientais aos
processos internos (POUGH et al., 1998). Como descrito para outros vertebrados, esses
fatores externos atuam como sinalizadores na inducdo e liberagcdo de hormonios

reprodutivos que agem na resposta dos 6rgdos alvos. Como ja foi visto a temperatura, 0
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fotoperiodo e a chuva parecem atuar como principais estimulos para o comportamento
reprodutivo de anfibios de zona temperada e tropical (POUGH et al., 1998). Esses
sinais ambientais estimulam o hipotdlamo a sintetizar e liberar o horménio liberador de
gonadotropinas (GnRH), que por sua vez estimula as células gonadotrépicas da hipdfise
a sintetizar e liberar o hormoénio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante
(LH). Nas fémeas o FSH é responsavel pela producédo do 17p-estradiol (E;) na camada
folicular do odcito, que age no figado estimulando a sintese da vitelogenina (VTG).
Adicionalmente, o LH estimula a producdo de progesterona na camada folicular do
odcito, sendo este o hormonio efetivo da maturacdo final e ovulacdo na maioria dos
vertebrados (NORRIS, 2007).

Nos machos, o controle da reproducédo é semelhante ao descrito para fémeas. O
FSH e o LH estimulam a producdo dos androgenos, testosterona (T) e 11-ceto-
testosterona, pelas células de Leydig nos testiculos (NORRIS, 2007), que promovem a
espermatogénese. Em resposta a acdo do LH ocorre a producdo de progestagenos nas
gbnadas, que tem relacdo com a motilidade dos espermatozdides. Em anfibios e répteis,
0 hormonio 5-dihidroxitestosterona (DHT) representa também um dos principais
androgenos envolvidos na reproducdo (CANOSA et al., 2003; LIND et al., 2010).

Estudos mais recentes com anuros e cecilias ttm demonstrado a presenca € a
distribuicdo neuroanatémica de diferentes formas de GnRHs (RASTOGI et al., 1998;
MIRANDA, et al., 1998; EBERSOLE & BOYD, 2000). Os dados para muitas espécies
de anfibios indicam que, como em outros vertebrados, 0 GnRH estimula a sintese e
secrecdo de gonadotropinas (LICHT & PORTER, 1987; STAMPER & LICHT, 1993).
Em geral, a atividade esteroidogénica dos anfibios parece ndo diferir dos outros
vertebrados, sendo que as vias enzimaticas envolvidas na sintese de estrgenos,
progestdgenos e androgenos exibem muita similaridade com aquelas reportadas para
mamiferos (KWON & AHN, 1994; MEDINA et al., 2004; ZOHAR et al., 2010; LIND
et al., 2010).

Um dos processos mais importantes envolvidos na reproducéo € a vitelogénese,
que consiste na sintese de vitelogenina, uma glicolipofosfoproteina produzida nos
hepatdcitos em resposta a cascata enddcrina ja apresentada. No plasma, a VTG é
transportada e é especificamente incorporada ao odcito por endocitose. No odcito, a
molécula é clivada em proteinas de vitelo, sendo que na maioria dos vertebrados,

incluindo os anfibios, estas proteinas sdo a lipovitelina e a fosvitina (WILEY &
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WALLACE, 1981; DAVIS et al., 2007). Deste modo, os lipidios e as proteinas,
provenientes dos 6rgdos de reserva, compdem a maior parte da VTG. Os lipidios
representam a fonte de energia predominante durante a embriogénese, provendo
também um componente estrutural principal para o desenvolvimento do embrido,
especialmente na forma de fosfolipidios (FL) (THOMPSON & SPEAKE, 2006).

A maioria desses fosfolipidios presentes no vitelo é rica em acidos graxos
polinsaturados (PUFAS) que suportam o crescimento tecidual dos embrides, enquanto
os lipidios neutros, triacilglicerdis (TAG), sdo utilizados como reserva energética para o
desenvolvimento embrionario (YARON & SIVAN, 2006). Os principais PUFAS,
componentes dos fosfolipidios de membranas, envolvidos no desenvolvimento dos
embrides sdo: o &cido araquidénico (20:4n6, AA) e o acido docosahexanoico (22:6n3,
DHA). Nos embriGes de aves sdo encontrados valores altos de AA nos lipidios do
figado e coracdo (SPEAKE et al., 2002). O DHA esté presente em grandes quantidades
em larvas de peixes e nos embrifes das aves durante os primeiros estagios de
crescimento, sendo importante também nos tecidos neurais e na retina, agindo como
uma barreira biofisica apropriada ao desenvolvimento dos neurénios e fotorreceptores
(OLSEN, 1999; SPEAKE et al., 2002). O perfil de PUFAs do vitelo pode ser afetado
pela composicdo da VTG que esta intimamente associada a dieta materna, e também ¢
dependente de fatores metabdlicos, os quais diferem entre as espécies (SPEAKE et al.,
2002).

Em geral, a energia armazenada é importante para o suporte de varios eventos
fisiolégicos do organismo e o alto conteudo caldrico de lipidios faz este grupo de
substratos um eficiente armazenador energético, sendo o mais significante em muitos
animais. Os padrdes de armazenamento de lipidios e sua utilizacdo podem refletir a
histéria de vida de um grupo de animais, sendo o tecido adiposo o local de deposi¢do
primaria deste substrato. O armazenamento de lipidios no figado e musculo é
secundario e provavelmente é influenciado pelo padrdo de histéria de vida do animal
(SHERIDAN, 1994).

Os lipidios sdo sintetizados e depositados em diferentes tecidos e podem ser
também transportados para os diferentes 6rgdos pelas lipoproteinas. Os lipidios
transportados no sangue resultam de trés fontes: dieta, o qual é agregado na mucosa
intestinal e transportado no sangue como quilomicron; os lipidios enddgenos, que séo
processados no figado e transportados no sangue principalmente como uma lipoproteina

de densidade muito baixa; e os lipidios mobilizados dos locais de depdsito,
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principalmente como &cidos graxos livres (SHERIDAN, 1994). O armazenamento dos
lipidios é feito pela acdo de uma lipase lipoprotéica, que hidroliza os lipidios
transportados em &cidos graxos e glicerol. Estes se difundem para as células de reserva,
onde ocorre 0 armazenamento na forma de triacilglicerdis que sdo ressintetizados por
lipases localizadas no reticulo endoplasmatico (SHERIDAN, 1988). Deste modo,
durante a vitelogénese nos vertebrados, os lipidios armazenados sdo mobilizados dos
diferentes 6rgdos de reserva para o figado, sob a agdo do estradiol, onde s&o agrupados a
proteinas e outros compostos formando a VTG que servira de fonte energética e

estrutural para o desenvolvimento dos embrides.

1.1 Biologia reprodutiva de Gymnophiona

A biologia e a diversidade reprodutiva das cecilias tropicais € menos conhecida
do que a de salamandras e anuros. A ordem Gymnophiona inclui 174 espécies divididas
em 3 familias (Caeciliidae, Ichthyophiidae e Rhinatrematidae) (FROST, 2009), que
compreendem animais com distribuicio estritamente tropical no Sudeste da Asia,
América Central e do Sul e Africa (JARED et al., 1999). Esses anfibios sdo
primordialmente fossoriais, com algumas espécies secundariamente adaptadas ao
ambiente aquatico. As cecilias sdo apodes, sem qualquer vestigio da presenca de
membros, apresentando uma cauda reduzida e, em alguns casos ausente, € um Gnico
mecanismo de fechamento duplo de mandibula. Devido ao habito fossorio da maioria
das espécies, as Gymnophiona apresentam um sistema visual reduzido, um par de
tentaculos sensoriais protrateis e um cranio altamente solido (GOWER e WILKINSON,
2009). Apesar deste grupo ser conhecido por apresentar diversos habitats ecoldgicos,
morfologia, fisiologia e comportamento, a diversidade reprodutiva é pouco estudada.

Em geral, o sistema reprodutivo das cecilias € bem peculiar, os testiculos e
ovarios possuem uma aparéncia segmentada, como é visto também em outros 6rgéos, os
rins, corpos gordurosos e figado. Os machos permanecem com os ductos Mullerian que
se tornam glandulas funcionais relacionadas a reproducdo. O 6rgdo intromitente esta
presente em machos e permite a fertilizacdo interna e o sistema genital das fémeas é
adaptado a oviparidade e viviparidade (EXBRAYAT & ESTABEL, 2006). Com relagéo
ao controle enddcrino da reproducéo, alguns trabalhos demonstraram a relacdo entre o
ciclo sexual de machos e fémeas e as variaces endocrinas nas células de Leydig dos
testiculos, nos foliculos ovarianos e no corpo luteo das fémeas de espécies viviparas,

além da correlacdo entre as génadas e outras glandulas endocrinas como a hipofise
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(EXBRAYAT, 2006). Segundo Exbrayat & Estabel (2006) novos estudos sobre a
biologia reprodutiva de Gymnophiona tém sido publicados nos ultimos anos, mas de
modo geral estd ordem ainda é pouco conhecida. Geralmente, os trabalhos envolvem
alguns individuos de poucas espécies e o0s estudos mais detalhados, que incluem
monografias, sdo raros.

Entretanto, é bem estabelecido para as cecilias a presenca da oviparidade, com
uma larva aquética ou desenvolvimento direto, além da viviparidade (KUPFER et al.
2006a). Sabe-se entdo, que algumas cecilias depositam os ovos, contudo a viviparidade
é amplamente distribuida na ordem. Nas espécies viviparas, o crescimento inicial dos
fetos é sustentado pelo vitelo contido no ovo no momento da fecundacdo, mas esse
vitelo esgota-se muito antes que o desenvolvimento embrionario se complete. Assim, a
energia que necessitam para terminar seu crescimento deve ser fornecida pela mae
(POUGH et al., 2003). O feto obtém essa energia raspando o material rico em lipidio
das paredes do oviduto, utilizando para isso dentes embrionarios especializados
(KUPFER et al., 2006b). Em contraste, as cecilias oviparas suprem sua prole sé com
vitelo, sendo que os ovos colocados devem conter todos os nutrientes requeridos para
sustentar o desenvolvimento completo do embrido até a eclosdo (POUGH et al., 2003).

Adicionalmente, na década de 90, dentes na prole de cecilias oviparas foram
descritos. Estes jovens equipados com uma denticdo especializada raspam e se
alimentam da camada de pele (dermatofagia) transformada de sua mae, que prové um
suplemento rico em nutrientes para o desenvolvimento de sua ninhada (KUPFER et al.,
2006b). Em estudos realizados por Kupfer et al. (2006b) com Boulengerula taitanus,
uma cecilia ovipara com desenvolvimento direto e dermatofagia, foi observado que
durante um més de cuidado parental os jovens aumentaram seu comprimento total
substancialmente, com média individual estimada em 1 mm/dia. Nenhum outro tipo de
alimentacdo foi observado, comprovando que somente a ingestdo da pele fornece
nutrientes suficientes para o crescimento da prole. Além disso, a analise histoldgica da
pele dessas cecilias mdes demonstrou um acumulo de lipidios nas camadas mais
externas da epiderme, ou seja, as que sdo consumidas pela prole. Esta evidéncia sugere
que o perfil de acidos graxos desta pele possa ser de uma importancia crucial na
sobrevivéncia e crescimento dos filhotes. Segundo Jared (comunicacgéo pessoal), quando
os filhotes séo separados de suas maes eles morrem, o que indica que o cuidado parental
esta associado a dermatofagia para esta espécie.
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Em detrimento da grande importancia do vitelo para o desenvolvimento de
embrides e larvas, como apresentado, € curioso como espécies oviparas alocam parte da
sua energia na producdo de uma pele mais espessa, que servird de alimento para 0s
filhotes recém nascidos, além de investirem na producdo de um vitelo que possui uma
rica fonte de nutrientes necessaria ao desenvolvimento embrionario.

Com base nessas informacdes, consideramos de grande importancia conhecer 0s
processos metabolicos e enddcrinos envolvidos no armazenamento e na mobilizagdo
dos substratos ao longo do processo reprodutivo de fémeas e machos, a fim de entender
como ocorre o0 preparo das gonadas e da pele para a reproducao e consequentemente, o

cuidado parental das cecilias.

1.2 A espécie modelo — Siphonops annulatus

Siphonops annulatus é uma espéecie da familia Caeciliidae, exclusivamente
fossorial (JUNQUEIRA et al., 1999) que vive em solo rico em himus a uma
profundidade de 20 cm. Esta espécie é amplamente distribuida na América do Sul,
sendo encontrada no Brasil, principalmente em plantagcdes de cacau no sul da Babhia,
onde o0 ambiente é imido e rico em matéria organica (JARED et al., 1999). Sdo animais
carnivoros, alimentando-se principalmente de grilos, cupins, lesmas e minhocas
(POUGH et al., 2003). A pele destas cecilias secreta um muco com efeito antibacterial e
antifungico que parece servir para despistar predadores (SAWAYA, 1940).

Com relacéo a biologia reprodutiva, S. annulatus é uma espécie ovipara, na qual
0s embrides apresentam uma metamorfose muito rapida apds a eclosdo, adotando o
ambiente terrestre sem passar por nenhuma fase aquatica. Os ovos dessa espécie sdo
transparentes e 0s embrides podem ser visto ao longo do seu desenvolvimento (JARED
et al., 1999). As fémeas apresentam cuidado parental associado a dermatofagia.

Os trabalhos realizados com S. annulatus abordam temas gerais dentro da
biologia basica, principalmente no que se refere a descri¢do anatdmica e histologica do
aparelho genital de fémeas e machos, mas ndo focam os aspectos metabdlicos e
enddcrinos que sdo importantes para 0 entendimento dos processos reprodutivos da

especie.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar o padrdo de armazenamento,
mobilizagdo e utilizacdo dos substratos energéticos e a influéncia das alteracdes
hormonais envolvidas com a reproducdo de Siphonops annulatus ao longo do ciclo

anual.

2.2 Especificos
«+ Descrever, histologicamente, as alteracbes do tecido ovariano e testicular de

Siphonops annulatus ao longo do ciclo anual;

% Analisar a deposicdo e a mobilizacdo dos substratos energéticos (proteinas e
lipidios) nos diferentes tecidos, bem como as alteracfes no perfil de éacidos

graxos que compdem esses tecidos;

% Analisar a concentracdo dos esterdides gonadais envolvidos no processo de

reproducéo de S. annulatus ao longo do ciclo anual;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Manutencéo dos animais

Para a conducdo do presente trabalho foram utilizadas cecilias da espécie
Siphonops annulatus (Amphibian: Gymnophiona) (Fig. 1A) mantidas em cativeiro por
aproximadamente cinco anos. Esses animais foram coletados em uma plantagdo de
cacau na regido da Mata Atlantica no municipio de Ilhéus-BA (Fig. 1B) e foram
transportados para o biotério no Instituto Butantan, onde foram mantidos em caixas
plasticas com um volume de 100 litros, tendo como substrato solo e folhagem (Fig. 1C).
As cecilias eram alimentadas uma vez por semana com por¢des de carne (musculo de
boi ou frango, corag¢do de boi) além de racao de carne, frango e peixe. A composicao de
acidos graxos da dieta ¢ apresentada na tabela 1. As condi¢des no cativeiro, como
temperatura, fotoperiodo e umidade, foram mantidas constantes (23°C; Claro:Escuro

natural, 90% de umidade) ao longo do ano.

3.2 Obtencao das amostras

Foram realizadas 6 coletas de machos (n=20) e fémeas (n=21) de S. annulatus,
que foram agrupados entre as 4 estagdes do ano (Verdo, Outono, Inverno e Primavera),
com uma média de 4 individuos de cada sexo por coleta. Os animais foram anestesiados
com 0,5 mL de buetal s6dico (tionembutal) e os dados morfométricos e ponderais foram
registrados (Figs. 1D-E, Tab. 2). Posteriormente foi feita a decapitagdo dos individuos e
as amostras de sangue foram coletadas pressionando o corpo do animal. Em seguida,
essas amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e o plasma separado em
aliquotas, que foram congeladas imediatamente e preservadas a -80°C até o
processamento.

Apos a coleta do sangue, os animais foram sacrificados e foram retiradas
amostras do figado, corpos gordurosos, musculo, gonadas, pele e encéfalo (Fig. 1F).
Ambos os indices, gonadossomatico (IGS) — expresso como a porcentagem da massa
corpérea representada pelas gonadas [IGS=(massa das goOnadas/massa corporea
total)x100] — e hepatossomatico (IHS) — expresso como a porcentagem da massa
corporea representada pelo figado [IHS=(massa do figado/massa corpérea total)x100]
foram registrados (Tab. 2). Posteriormente, as amostras teciduais foram também

mantidas em freezer —80°C até o processamento. Para as analises histologicas, amostras
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do terco médio das gonadas foram coletadas e fixadas em Bouin acético por 24 horas e

em seguida transferidas para alcool a 70%.

3.3 Analises histologicas

Para as analises microscoOpicas, as amostras fixadas (ovarios e testiculos) foram
processadas de acordo com a técnica rotineira de histologia (BEHMER et al., 1976),
que consiste na desidratacdo em alcool, diafaniza¢do em xilol e inclusdo em paraplast.
As amostras emblocadas foram cortadas em micrétomo (Leica RM 2255), obtendo-se
cortes com Sum de espessura, que foram corados com Hematoxilina-Eosina, sendo
analisadas em microscopia de luz (Leica DM 1000) com um sistema de captura de

imagens (Leica Application Suite Professional).
3.4 Analises metabolicas

3.4.1 Extracgdo dos lipidios totais

As amostras dos tecidos foram retiradas do freezer e os lipidios totais foram
extraidos de acordo com o método de Folch et al. (1957). As amostras foram pesadas e
diluidas em uma solu¢do contendo cloroférmio, metanol e 4gua em uma proporcao de
2:1:0.5 e, posteriormente homogeneizadas. O homogeneizado foi centrifugado a 1000
rpm por 5 minutos e foi retirada a fase liquida inferior, contendo os lipidios, através da
técnica de dupla pipeta. O procedimento foi repetido mais duas vezes adicionando-se
cloroféormio para remog¢ao dos lipidios remanescentes. Posteriormente, o solvente foi
evaporado utilizando-se nitrogénio e o extrato lipidico foi armazenado em freezer -20°C

para as posteriores analises.

3.4.2 Quantificacdo dos lipidios totais

A concentracdo dos lipidios totais plasmaticos e teciduais foi analisada pelo
método colorimétrico de Frings et al. (1972), utilizando-se como padrao 6leo de figado
de bacalhau (Cod liver oil fatty acid methyl esters, SIGMA). A solugdo padrao e as
amostras foram ressuspendidas em cloroformio e uma aliquota foi pipetada em tubos de
ensaio. Os tubos foram mantidos em uma estufa a 70°C por 15 minutos para evaporagio
do solvente. Ao extrato lipidico seco foi adicionado &cido sulfurico concentrado e
colocado em banho-maria a 100°C por 10 minutos. Apos o resfriamento, adicionou-se

sulfofosfovanilina e os tubos foram mantidos em banho-maria a 35°C por 15 minutos.
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Posteriormente, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro a um comprimento de
onda de 540 nm. A concentracdo de lipidios totais foi calculada utilizando-se uma curva
de o6leo de figado de bacalhau (cod liver oil methyl esters, Sigma Diagnostics). Os
resultados foram expressos em mg/g para as amostras teciduais ¢ mg/dL para as

amostras plasmaticas.

3.4.3 Separacao das classes lipidicas

O extrato lipidico dos tecidos (figado, musculo, gonadas, pele e encéfalo) foi
separado em lipidios neutros (triacilglicerdis) e polares (fosfolipidios) utilizando uma
coluna de silica ativada (YANG, 1995). Primeiramente, a silica foi seca em uma estufa
a 110°C por 1 hora e entdo, colocada em pipetas Pasteur esterilizadas com 13 de vidro na
extremidade inferior. Para a remocdo dos residuos organicos presentes na silica,
cloroférmio e metanol foram pipetados no topo da coluna descartando-se o volume
coletado na base. Posteriormente, foi pipetada a amostra diluida em cloroférmio seguida
de 3mL da mistura de cloroférmio, metanol e 4cido formico (99:1:0.5) para eluir os
lipidios neutros, ¢ 6 mL de metanol para eluir os lipidios polares. As fracdes
correspondentes foram coletadas, evaporadas em nitrogénio e o extrato armazenado em

freezer -20°C para as posteriores analises.

3.4.4 Metilacéo e composicédo dos acidos graxos

Cada fragdo polar lipidica foi metilada com cloreto de acetila (5% HCI em
metanol) (CHRISTIE, 2003) e a composi¢dao de acidos graxos foi determinada como
éster de metil usando um cromatdgrafo gasoso (GC) Varian modelo 3900 acoplado a
um ionizador de chama (FID). Os acidos graxos foram identificados por comparagao ao
tempo de retengdo, usando um padrao de éster de metil conhecido (FAME) (Supelco, 37
components — Sigma-Aldrich, Fig. 2) e os resultados foram expressos em porcentagem
(%).

Para a analise dos acidos graxos foi utilizada uma programag¢do no cromatografo
com as caracteristicas descritas a seguir. A leitura foi iniciada a uma temperatura de
170°C mantida por 1 minuto e em seguida por uma rampa de 2.5°C/minuto, até atingir a
temperatura final de 220°C, que foi mantida por 5 minutos. O injetor e o detector foram
mantidos a 250°C. Foi utilizada uma coluna CP Wax 52 CB, com espessura de 0.25
mm, diametro interno de 0.25um e 30 m de comprimento, tendo o hidrogénio como o

gas de arraste.
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3.4.5 Extragéo de proteinas totais

As amostras dos tecidos foram retiradas do freezer e as proteinas totais foram
extraidas apods precipitacdo e solubilizacdo segundo Milligan & Girard (1993). As
amostras foram pesadas e homogeneizadas com 5 volumes da solugdo de PCA (4cido
perclorico). Apos a homogeneizacdo e centrifugacdo a 11.100 rpm em centrifuga
eppendorf por 5 minutos, o precipitado foi ressuspenso em 4 volumes de PCA e o
procedimento de centrifugacdo foi repetido mais 3 vezes. Em seguida, foram
adicionados 14 volumes de KOH (hidroxido de potéssio) e o precipitado foi mantido

por 24 horas em agitacdao constante em temperatura ambiente.

3.4.6 Quantificacdo das proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais dos tecidos foi analisada pelo método
colorimétrico de Lowry et al. (1951). O solubilizado restante foi diluido 50 e 100 vezes
(dependendo do tecido) com agua destilada para dosagem protéica. O volume diluido
foi pipetado em tubos eppendorfs e adicionado 1000 pL da mistura reativa (hidroxido
de sodio + carbonato de sodio + tartarato de sédio e potassio + sulfato de cobre).
Posteriormente, adicionou-se 100 pL de reagente Folin-Ciocalteu (1:1) e apds 30
minutos as amostras foram lidas em espectrofotometro a um comprimento de onda de
660 nm. A concentracdo de proteinas totais foi calculada utilizando-se uma curva de
albumina sérica bovina (Bovine serum albumin, Sigma Diagnostics) e os resultados
foram expressos em mg/g para as amostras teciduais e mg/mL para as amostras

plasmaticas.

3.5 Analises de esteroides gonadais plasmaticos

As concentragdes plasmaticas dos esteroides gonadais, 17p-estradiol,
progesterona e testosterona, foram quantificadas por radioimunoensaio de fase solida,
utilizando-se horménios marcados com tritio (H). O principio do radioimunoensaio
baseia-se em uma reagao imunoldgica in vitro entre um antigeno e um anticorpo. Com a
adi¢ao do hormonio marcado (radioativo) este ird competir pelo mesmo anticorpo, em
igualdade de condi¢des, com o hormonio natural presente no plasma do animal. Desta
forma, quanto menor a concentragdo de hormonio presente no plasma, maior quantidade
do complexo anticorpo-hormonio radioativo serd formada, com maiores valores de

radioatividade. E ao contrario disso, havendo grandes concentragcdes de hormoénio no
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plasma, pouco complexo anticorpo-hormoénio radioativo sera formado e a radioatividade
sera baixa. Os resultados foram expressos em ng/mL.
A quantifica¢do plasmatica dos esterdides gonadais foi realizada em colaboragao

com a Profa. Dra. Nora Ceballos, na Universidade de Buenos Aires (Argentina).

3.5.1 Estradiol

A dosagem de estradiol nos distintos meios de incubacdo se realizou em
duplicata com um volume final de 500uL de tampao para radioimunoensaio de estradiol
(RIA E;) em pH 7.4. Para a quantificagdo deste hormonio foi utilizada uma curva de
calibragdo que se obteve incubando concentracdes crescentes do hormoénio frio de E,
(6.25 a 800 pg/mL) em tampdo RIA com uma quantidade fixa de E,-"H (4.54 nCi,
NEN, Boston, MA) e do anticorpo (NEN, Boston, MA). A radioatividade total foi
obtida incubando-se o marcador radioativo (E,-"H) na auséncia do anticorpo e do
carbono-dextrano. A unido inespecifica foi determinada através da incubagdo do
radioisétopo na auséncia do anticorpo. A ligacdo méaxima foi calculada na presenca de
E,-"H e anticorpo; com auséncia de massa radioinerte.

A reacdo antigeno-anticorpo ocorreu a 4°C entre 18-20 horas e posteriormente os
tubos foram centrifugados. Os pellets de carbono-dextrano continham os esteroides
livres e no sobrenadante se encontrava o complexo anticorpo-esterdide. A radioatividade
presente foi medida em uma aliquota de 400 pL do sobrenadante usando liquido de
cintilagdo e o contador para radiagdo gama (Wallac 1409 DAS, Wallac Co., Turku,
Finland). Para a medi¢do do estradiol foi utilizado um anticorpo policlonal

(Universidade de Colorado, Colorado, USA).

3.5.2 Progesterona e Testosterona

A quantificagdo destes hormonios foi feita de maneira semelhante ao que foi
descrito para o estradiol. A curva de calibragdo apresentou uma variagdo nas
concentragdes entre 60 e 3840 pg/mL. Foram utilizados 4.5 nCi do marcador radioativo
(1,2,6,7-3HO\1)-T, NEN, Boston, MA) que possuia uma atividade especifica de 80.4
puCi/mmol. O esterdide radioinerte e o radioativo foram diluidos em tampao para RIA T.
A diluicao final do anticorpo foi de 1:150.000. Neste caso, os limites de sensibilidade do
ensaio foram entre 12.5 e 768 pg. Para a medi¢ao da testosterona se utilizou um

anticorpo policlonal (Universidade de Colorado, Colorado, USA).
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3.6 Analises estatisticas

A composi¢do dos substratos energéticos e o perfil dos esterdides gonadais em
fémeas e machos foram comparados ao longo do ciclo anual. Testes de normalidade e
homogeneidade de variancia foram aplicados ¢ quando cumpriram os requerimentos de
uma analise paramétrica, os resultados foram comparados utilizando-se teste de Anélise
de Variancia (one-way ANOVA) seguido do teste de Student-Newmann-Keuls (SNK)
(P<0.05). As analises foram realizadas utilizando o programa estatistico Sigma-Stat 3.1.

Para a obtencdo dos graficos de correlagdo, os dados foram plotados no
programa Excel ¢ as retas de correlagdo, assim como os coeficientes de correlagio (R?)
foram obtidos com base na inclinagdo da reta. As correlacoes de Pearson foram

consideradas significativas quando R?<0.3.
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Figura 1: Espécie, local de origem, manutencdo dos animais e procedimento experimental. A) Siphonops annulatus.
B) Plantagdo de cacau na Mata Atlantica, [lhéus-BA. C) Caixa de plastico com volume de 100 litros, contendo
substrato como solo, folhagem e cascas de coco utilizada para manutengdo de S. annulatus em cativeiro. D)
Biometria de S. annulatus. E) Obtencéo de dados ponderais de S. annulatus. F) Coleta de amostras teciduais de S.

annulatus.
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Tabela 1: Perfil de acidos graxos da dieta oferecida a S. annulatus em cativeiro.

Acidos Coracgéo Filé de Racao de Racéo de Racao de
graxos (%0) de Boi frango galinha carne peixe
C14:0 0.6 0.6 0.7 0.4 1.4
C15:0 0.3 NE 0.1 NE 0.2
C16:0 13.0 20.5 21.7 18.1 21.6
C17:0 1.1 0.1 0.2 0.2 0.3
C18:0 25.8 8.4 9.4 9.9 7.5
C20:0 0.1 NE 0.1 0.2 0.2
SFA 40.3 29.7 323 28.9 31.2
Cl4:1c 0.4 NE 0.1 NE 0.1
Cl6:1 1.2 4.1 5.5 3.8 6.6
Cl7:1 0.6 NE 0.1 0.1 0.1
C18:1n9 24.6 324 37.1 36.8 31.8
C18:1n11 3.8 2.3 2.0 2.0 2.0
C20:1n9 NE 0.3 0.4 0.4 0.3
MUFA 31.2 30.2 454 43.1 411
C18:2n6 15.9 21.9 17.2 22.5 18.5
C18:3n6 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
C20:2n6 0.2 0.6 0.4 0.2 0.3
C20:3n6 0.5 0.7 0.4 0.3 0.3
C20:4n6 5.7 33 2.2 2.3 2.3
C22:4n6 NE 0.9 0.3 0.4 0.2
C22:5n6 NE 0.2 0.1 NE 0.2
PUFA n6 22.5 28.0 20.8 26.0 22.0
C18n6 16.1 22.1 17.3 22.7 18.7
C20-22 n6 6.4 5.9 35 33 33
C18:3n3 2.1 1.3 0.8 1.2 1.0
C18:4n3 0.3 NE NE NE 0.2
C20:5n3 0.7 0.2 0.1 0.1 1.6
C22:5n3 0.7 0.6 0.2 0.2 0.3
C22:6n3 NE 0.4 0.2 0.1 23
PUFA n3 39 25 14 1.8 55
C18n3 2.4 1.3 0.8 1.2 1.3
C20-22 n3 14 12 0.5 05 4.2
n3/n6 0.1 0.09 0.07 0.07 0.2

PUFA t 26.4 30.5 22.2 27.8 27.6
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Valores abaixo de 0.1 ndo foram considerados. }'SFA, > MUFA, Y PUFA, > PUFAn6, > C18n6, > C20-
22n6, Y PUFAn3, > C18n3, > C20-22n3 e Y PUFAt, sdo as somatdrias dos acidos graxos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas de polinsaturados n6, cadeias longas de
polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias longas de

polinsaturados n3 e polinsaturados totais. NE — ndo encontrado.
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4. RESULTADOS

Para todas as analises realizadas, os animais foram agrupados segundo a estacéo
do ano na qual foram coletados: verdo, outono, inverno e primavera. De acordo com 0s
dados da literatura, as espécies de clima tropical, que seguem um regime sazonal
reproduzem-se, preferencialmente, no verdo. Contudo, Siphonops annulatus, a espécie
eleita para o presente trabalho, apresenta o periodo reprodutivo iniciando em julho, que
coincide com a estacdo chuvosa na Bahia, importante para a reproducao desses animais.
As fémeas e 0s machos das cecilias S. annulatus utilizadas no presente trabalho se
apresentaram reprodutivamente ativos, com as gonadas desenvolvidas, no inverno,
enquanto no verdo identificamos apenas animais em regressdao e/ou quiescentes,
corroborando as observacdes em campo. Todas essas analises e consideracGes sdo

apresentadas e discutidas abaixo.

4.1 Ha alteracdo dos parametros ponderais e morfométricos em fémeas e

machos ao longo do ciclo anual?

4.1.1 Variacgao anual

Os dados ponderais (massa) e morfométricos (comprimento) de fémeas e
machos de S. annulatus coletados ao longo do ciclo anual estdo apresentados na tabela
2. Podemos observar que ndo houve diferenca estatistica para os valores de massa
corpérea e comprimento em fémeas e machos ao longo do ano. Contudo, o valor do
indice gonadossomatico (IGS) foi maior para ambos 0s sexos durante o inverno em
relacdo as outras estacdes estudadas (P=0.023 para fémeas e P=0.001 para machos, tab.
2). Além disso, fémeas e machos apresentaram também valores mais elevados do indice
hepatossomético (IHS) durante o inverno, mas em comparagdo apenas a primavera
(P=0.018 e P=0.012, respectivamente, tab. 2).

Adicionalmente, foi avaliado se as alteracdes dos valores de I1GS e IHS para
fémeas e machos ao longo do ano apresentavam alguma correlacéo significativa, o que
ndo foi observado em nenhum dos casos (R?=0.014 para fémeas e R?=0.011 para

machos).

4.1.2 Diferencas entre 0s sexos
Observando a tabela 2, podemos notar que durante o inverno as fémeas tendem a

apresentar maior massa corpérea e maior valor de IGS do que os machos. Entretanto, a
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grande variacdo individual encontrada nos animais, principalmente entre as fémeas,
refletiu em um alto valor de erro padréo, resultando na auséncia de diferenca estatistica

para todas as variaveis comparadas entre 0s sexos (Tab. 2).

4.2 Como se da o desenvolvimento gonadal em machos e fémeas ao longo do

ciclo anual?

4.2.1 Anatomia do sistema reprodutor feminino

O sistema reprodutor das fémeas de S. annulatus é composto por um par de
ovarios alongados, um par de ovidutos (Fig. 3A) e uma cloaca. Corpos gordurosos estdo
intimamente associados as gonadas (Fig. 3B), sendo 6rgdos também segmentados e
pareados (Fig. 4). De forma geral, os ovarios estdo dispostos lateralmente ao intestino,
onde pequenos odcitos brancos estdo arranjados verticalmente formando um colar de
contas paralelo ao corpo (Fig. 3A).

Foi possivel identificar diferencas macroscépicas nos ovarios relacionadas ao
estadio de maturacdo gonadal. As fémeas com um grau menos avancado de maturagédo
gonadal apresentaram um numero de odcitos muito maior, mas de menor diametro
(Figs. 4A e B). Ao contrario disso, fémeas com um grau mais avangado de maturagao,
coletadas durante o inverno, apresentaram 0s ovarios com um namero de o0citos menor

e com maior diametro (Fig. 4C).

4.2.2 Oogénese

Os ovarios de S. annulatus eram compostos por células germinativas e estruturas
foliculares em diferentes fases de maturacao (Figs. 5-8). As oogonias, pequenas células
arredondadas que possuem um ndcleo grande, foram observadas em ninhos de células
germinativas presentes no tecido gonadal que conecta os odcitos (Figs. 5A e B). Esses
ninhos estavam distribuidos regularmente nos ovarios e juntamente com as células
germinativas foram vistas também as células pré-granulosas (Fig. 5C). Os odcitos | ou
pré-vitelogénicos (Figs. 5A, C e D) apresentaram o citoplasma baséfilo, com um ndcleo
grande e estavam envolvidos por uma simples camada de células foliculares, sendo
possivel identificar principalmente as células da granulosa. O odcito Il era maior e 0
citoplasma se tornou fortemente basoéfilo (Fig. 6A) devido provavelmente a presenca de
granulos de lipidios. Neste caso, esta fase pode ser considerada como vitelogénese

inicial. Podemos observar também a presenca de uma camada mais espessa de células
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foliculares, sendo facilmente distinguida as camadas granulosa e teca (Figs. 6A-C).
Adicionalmente, o6citos em um estagio mais avancado foram encontrados (Figs. 7A-D),
e nestas células germinativas podemos notar uma intensa acidofilia do citoplasma
devido & grande deposicao de vitelo e um nacleo central e irregular. A camada folicular
é constituida pela simples camada de células granulosa e uma espessa camada teca
(Figs. 7B e C), que parece ser dividida em interna e externa (ndo apresentado). Abaixo
da camada granulosa encontra-se a zona pelucida (Figs. 7B-D). Neste caso, 0s o0citos
podem ser considerados como 11 ou vitelogénicos. Um conjunto de células da teca com
nacleo grande e irregular foi observado ao redor de toda a camada dos o6citos
vitelogénicos, formando um cisto (Figs. 7B-D).

Além disso, foliculos atrésicos e corpo luteo foram também observados. Os
foliculos atrésicos (Figs. 8A-B) apresentaram as células da granulosa com hipertorfia,
hiperplasia e vacuolizadas, ocupando o od6cito inteiro. A camada teca apresentou-se
reduzida nesta fase (Figs. 8A-B). Na figura 5A podemos observar uma estrutura eliptica

semelhante ao corpo luteo, contendo uma substancia em seu interior.

4.2.3 Anatomia do sistema reprodutor masculino

Os machos de S. annulatus possuem um par de testiculos pareados e alongados
(Fig. 9A). Cada testiculo era constituido por muitos lobos amarelados, sendo cada lobo
composto por estruturas menores arredondadas, os I6bulos (Fig. 9B). No presente
trabalho o nimero de lobos variou de 4 a 10 entre os individuos. Podemos encontrar
ainda variag0es no tamanho dessas estruturas, sendo que o lobo anterior ou posterior foi
maior, dependendo do individuo. Esses lobos estavam ligados entre si por um fino
ducto longitudinal e ductos transversais conectavam os testiculos aos rins (Fig. 9C).
Assim como visto para as fémeas, corpos gordurosos estdo presentes ao longo de todo o
testiculo, aderidos ao mesentério gonadal (Fig. 9C).

Foi possivel identificar tambem diferencas macroscopicas nos testiculos
relacionadas ao estadio de maturacdo gonadal. Os animais coletados no inverno
apresentaram testiculos amarelos, bastante vascularizados e com lobos bem
desenvolvidos (Fig. 10C). Contudo, os machos coletados em outras estagoes

apresentaram testiculos esbranquigcados, menores e pouco vascularizados (Figs. 10A-B).
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4.2.4 Espermatogénese

As analises histoldgicas mostraram que os lobulos testiculares eram circulares
em seu contorno (Fig. 11A), estando individualmente envolvidos por uma membrana
basal e uma estrutura de fibras e células, além de uma matriz de lipidios, as quais
suportavam as células germinativas e células de Sertoli nos l6bulos (Figs. 11A-D, 12A-
B e 13B). A camada mais interna aderida a membrana basal consistia em células
mioides achatadas (Fig. 13A). As células de Sertoli e as células germinativas estavam
contidas dentro da membrana basal e se encontravam em varios estagios de
desenvolvimento, sendo que as células de Sertoli localizavam-se mais na periferia do
I6bulo (Figs.13B).

Como podemos observar, a espermatogénese em S. annulatus é cistica (Figs.
11A-D e 12A-B). O ducto espermatico se abre no interior do l6bulo e a jungdo desses
ductos forma o ducto coletor na area intersticial (Figs. 14A e B). O tecido intersticial
ocupa a area triangular entre os l6bulos e areas similares na periferia e consiste de
células de Leydig, capilares sanguineos e fibroblastos (ndo identificados) (Fig. 13A). Os
ductos coletores também estdo presentes na area intersticial, como ja mencionado (Figs.
13A, 14A e B).

Para S. annulatus no presente trabalho, foi possivel identificar 7 estagios de
diferenciacdo das células germinativas: espermatogdnias priméaria e secundaria,
espermatocitos primario e secundario, espermatides arredondadas e alongadas e
espermatozoéides. As células localizadas isoladamente na periferia do lébulo eram as
espermatog6nias primarias, que apresentavam nucleo grande e arredondado com
coloragdo basofilica (Figs. 11B e C). As espermatogbnias secundarias ja formavam
ninhos, estando envolvidas por células de Sertoli, possuiam também nucleo basofilo
com pequena quantidade de citoplasma (Figs. 11B e C). NUmeros variaveis de
espermatécitos primarios também ocorreram na periferia formando 2 fileiras de células
compactas que eram menores do que as espermatogonias (Figs. 11B e D). Ninhos
contendo espermatdcitos secundarios ocorreram mais para 0 meio do Iébulo, os nucleos
eram bem menores do que os nucleos dos espermatécitos primarios e as células tendiam
a uma organizacgdo em circulo (Figs. 11B e D). Diferentes morfologias de espermétides
foram encontradas nos lobulos: espermatides arredondadas dispostas em uma Unica
fileira formando um circulo e, as espermatides alongadas que apresentavam flagelo
(Figs. 13C e D). Por ultimo, podemos observar os espermatozoides nos ductos
espermaticos juntamente com as células amebdides (Fig. 14A). Os espermatozoides sdo
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células filiformes compostas por uma cabeca (acrossomo), uma por¢ao mediana e cauda
(Fig. 14C). A diferenciacao das células germinativas ocorreu da periferia, onde estdo as
espermatogonias primarias, para o centro do l6bulo (Figs. 12A e B).

No presente trabalho, foi possivel identificar 3 estadios de desenvolvimento
gonadal para os machos de S. annulatus: quiescéncia sexual, espermatogénese ativa e
regressdo. A quiescéncia sexual foi caracterizada pela presenca de Iébulos menores
contendo muitas espermatogdnias e espermatocitos na periferia e area intersticial
aumentada (Figs. 11A-D). Os testiculos em fase de espermatogénese ativa apresentaram
I6bulos maiores, contendo cistos em todos os estagios de diferenciagdo, principalmente
espermatides arredondadas e alongadas e espermatozoides presentes nos ductos
espermaticos (Figs. 12A-B). O estadio de regressdo testicular pode ser dividido em duas
fases: regressdo inicial que continha I6bulos com poucos cistos de células germinativas
em estagios iniciais da espermatogénese, além de espermatides e espermatozoides
remanescentes (Fig. 15A); e a regressao avancada foi caracterizada pela desestruturacao
do tecido germinativo, presenca de cistos rompidos e vazios e alguns espermatozoides

ainda remanescentes nos ductos (Figs. 15B-D).

4.3 Como o metabolismo dos substratos energéticos se altera em fémeas e
machos ao longo do ciclo anual?

Os dados de lipidios e proteinas totais e o perfil de acidos graxos dos tecidos de
reserva de fémeas e machos de S. annulatus foram analisados ao longo do ciclo
reprodutivo anual. Podemos observar que para a maioria dessas analises os resultados
apresentaram também erros padrdes com alto valor, o que refletiu na auséncia de
diferenca estatistica significativa em alguns casos. Como ja mencionado, estes
resultados ocorreram devido a grande variagdo entre os individuos e ao pequeno
tamanho amostral obtido nas coletas. Além disso, 0s animais apresentaram pequenas
diferencas no estadio de desenvolvimento gonadal no mesmo periodo de coleta, como ja

demonstrado para os dados morfoldgicos mostrados anteriormente.
4.3.1 Lipidios totais
4.3.1.1 Variacao anual

Os resultados para as analises de lipidios totais teciduais e plasmaticos de
fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual estédo apresentados nas figuras
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16A e B, e 17A e B, respectivamente. Para as fémeas, podemos observar alteragfes nos
tecidos de reserva ao longo do ano, sendo que em todos 0s casos as Mmaiores
concentracOes de lipidios totais foram encontradas durante o inverno (Figs. 16A-B),
periodo no qual as fémeas apresentaram um desenvolvimento gonadal mais avangado,
como ja mostrado anteriormente para as analises macroscopicas e histoldgicas dos
ovarios.

Assim, observou-se no figado uma diminuicdo dos lipidios totais no outono, mas
com uma retomada aos valores iniciais ja no inverno, valores estes que se mantiveram
até a primavera (P=0.003). No musculo ocorreu também uma diminuicdo dos lipidios
no outono em relacéo ao verdo (Fig. 16A, P=0.005), e uma clara tendéncia de aumento
desses valores no inverno, mas sem diferenca estatistica significativa, provavelmente
devido ao alto erro padrdo encontrado. Apenas uma diferenga foi encontrada nos
ovarios, nos quais os lipidios totais apresentaram concentracdes mais elevadas nas
fémeas coletadas no inverno comparadas as fémeas no outono (Fig. 16A, P=0.045).
Para o tecido dérmico, encontramos as maiores concentracdes lipidicas também no
inverno em relacdo a todas as outras épocas do ano estudadas (Fig. 16A, P=0.001). As
anélises de lipidios totais plasméticos corroboraram essas informacdes, pois também
observamos uma maior concentracdo de lipidios totais circulantes durante o inverno,
principalmente em comparacéo ao outono (Fig. 16B, P=0.046).

O mesmo perfil de deposicdo lipidica é observado para os machos de S.
annulatus (Figs. 17A-B). No figado ocorreu uma reducédo dos lipidios totais no outono
com um subsequente aumento no inverno (Fig. 17A, P=0.008). Os lipidios musculares
apresentaram também um valor maior nos machos coletados no inverno, mas apenas em
comparacgdo a estacao de outono (Fig.17A, P=0.014). Para os testiculos, podemos notar
um elevado aumento dos lipidios totais durante o inverno, seguido por uma brusca
deplecdo na primavera (Fig. 17A, P=0.004). Assim como para as fémeas, as maiores
concentracOes de lipidios totais plasmaticos foram encontradas nos machos durante o
inverno, em comparacdo as outras estacdes (Fig 17B, P=0.001). Contudo, no tecido
dérmico nenhuma alteragdo estatisticamente significativa foi vista para os machos de S.
annulatus ao longo do ano.

Além disso, analisamos se as alteracGes nos lipidios totais hepéaticos e gonadais
ao longo do ano para ambos 0s sexos apresentavam uma correlacdo direta com as
variacgoes obtidas para o IGS e o IHS. Como resultado, podemos observar na figura 18A
uma correlagdo positiva entre os valores de IGS e os lipidios ovarianos para as fémeas
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(R?=0.31713), contudo nenhuma correlacéo foi encontrada para os valores de IHS e
lipidios hepéticos em fémeas (Fig. 18B, R*=0.0136). Deste modo, o elevado valor de
IGS encontrado para as fémeas durante o inverno (Tab. 2) pode ser positivamente
correlacionado ao aumento de lipidios totais nos ovarios neste mesmo periodo
(Fig.18A). Por outro lado, nenhuma correlagdo foi encontrada entre os lipidios gonadais
e hepéticos e os respectivos indices analisados para os machos (R*=0.0552 e R?=0.0592,

respectivamente, Figs. 18C-D).

4.3.1.2 Diferencas sexuais

Como ja apresentado machos e fémeas possuem um padrdo semelhante de
deposicéo lipidica nos tecidos. Contudo, ressaltamos a tendéncia em um maior acumulo
de lipidios ovarianos do que testiculares, principalmente durante o inverno (Figs. 16A e
17A), e novamente, devido ao alto erro padrédo ndo foi encontrada nenhuma diferenca
estatistica significativa entre esses dados. Além disso, é importante mencionar as
alteracdes encontradas no tecido dérmico das fémeas ao longo do ano, o que nao foi

visto para os machos (Figs.16A e 17A).

4.3.2 Proteinas totais

4.3.2.1 Variacao anual

Os resultados para as andlises de proteinas totais teciduais e plasmaticas de
fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual estdo apresentadas nas figuras
19A e B, e 20A e B, respectivamente. Para as fémeas observou-se no figado uma
diminuicdo das proteinas totais durante as estacGes de outono e inverno em relacdo ao
verdo (Fig. 19A, P=0.001). O mesmo padrdo de deposi¢do protéica foi encontrado para
as proteinas musculares (Fig. 19A, P=0.001). Contudo, nos ovarios ocorreu um intenso
aumento das proteinas totais no inverno, seguida de uma brusca deplecdo na primavera
(Fig.19A, P<0.001). O tecido dérmico, por sua vez, apresentou os maiores valores
protéicos, principalmente no outono e inverno, com uma reducdo também na primavera,
semelhante ao que descrevemos para as gonadas (Fig. 19A, P=0.002). Mais uma vez no
plasma foi encontrada a maior concentracdo de proteinas totais durante a estacdo de
inverno (Fig. 19B, P=0.013).

Assim como visto para os lipidios totais, os machos de S. annulatus
apresentaram um padrdo de deposicdo das proteinas semelhante ao das fémeas (Figs.
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20A-B). Observou-se entdo, uma diminuicdo das proteinas totais hepaticas durante o
outono que se manteve no inverno e primavera (Fig. 20A, P=0.002). O mesmo padréo
de deposicdo protéica foi encontrado no masculo e nas génadas (Fig. 20A, P=0.001 e
P<0.001). O tecido dérmico, por sua vez, apresentou uma brusca diminuicdo das
proteinas totais na primavera (Fig. 20A, P=0.001). Adicionalmente, o plasma
apresentou os maiores valores de proteinas plasmaticas no inverno em relacao a todas as
outras estacdes analisadas (Fig. 20B, P<0.001).

Interessantemente, podemos observar que o tecido dérmico de ambos 0s sexos
apresentou uma grande concentracdo de proteinas totais, sendo maior, inclusive, do que
nos outros tecidos estudados em determinadas épocas do ano (Figs. 19A e 20A).

Para as andlises de proteinas totais foi calculada também a correlacdo de Pearson
entre os indices IGS e IHS e a concentracéo das proteinas totais nas génadas e no figado
em ambos 0s sexos ao longo do ano. Contudo, ndo foi possivel encontrar nenhuma
correlacédo entre esses parametros, indicando que as alteracdes observadas nos valores
de IGS e IHS ndo se correlacionam as variacdes encontradas na concentracdo de

proteinas gonadais e hepaticas, respectivamente.

4.3.2.2 Diferencas sexuais

Mais uma vez podemos notar que ambos 0s sexos apresentaram um padrédo
semelhante na deposicdo de substratos e, assim como visto para os lipidios totais, as
fémeas tendem a apresentar as maiores concentracfes protéicas nos Ovarios em
comparacdo aos testiculos, principalmente durante o inverno (Figs. 19A e 20A).
Contudo, como também ja relatado, ndo houve diferenca estatistica para estes dados

devido ao alto erro padréo obtido.

4.3.3 Acidos graxos

A tabela 3 mostra a relacdo de todos os acidos graxos (AG) encontrados no
plasma e nos tecidos analisados de fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ciclo
anual. Nesta tabela apresentamos a nomenclatura de cada acido graxo e sua
classificacdo de acordo com o nimero de carbonos, grau de insaturacdo da molécula e
posicdo da primeira insaturagédo, seguindo as regras da IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry). Adicionalmente, a composi¢do de acidos graxos da
amostra padrdo, constituida por uma mistura de &cidos graxos saturados (SFA),
monoinsaurados (MUFA) e polinsaturados (PUFA) (SUPELCO, USA), esta
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representada em um cromatograma na figura 2. Cada pico representa um acido graxo e a
identificacdo é feita por comparacgédo do tempo de retencdo dos picos das amostras com
o tempo de retencdo dos picos do padrdo. Deste modo, os AGs identificados no presente
trabalho foram baseados nos presentes no padrdo SUPELCO, contudo podemos notar
que alguns AGs encontrados nos tecidos analisados ndo estéo presentes no padréo, neste
caso, estes picos foram identificados de acordo com os resultados apresentados por
CHRISTIE (1989), utilizando a mesma coluna ja descrita.

De modo geral, apresentamos no presente trabalho os resultados do perfil de
acidos graxos dos fosfolipidios (FL) de membrana das fémeas e machos de S. annulatus
ao longo do ciclo anual. Além disso, foi caracterizada também a composicéo de acidos
graxos dos lipidios totais do tecido adiposo e do plasma. Podemos notar que alguns
AGs sdo muito comuns em todas as amostras analisadas em ambos 0s sexos, como
C16:0, C18:0, C18:1n9, C18:2n6 e C20:4n6 (Tabs. 4-10).

4.3.3.1 Acidos graxos totais do tecido adiposo

Os resultados do perfil de acidos graxos do tecido adiposo em fémeas e machos
de S. annulatus estdo apresentados na tabela 4. Como esperado, no tecido adiposo de
ambos 0s sexos encontramos maiores porcentagens de acidos graxos saturados e
monoinsaturados do que polinsaturados (Tab. 4), sendo que os principais foram C16:0,
C18:0 e C18:1, como ja mencionado. Sendo assim, as fémeas apresentaram altas
porcentagens dos MUFAs em todas as estagdes estudadas (55-63%), porém ndo houve
diferenca estatistica ao longo do ano. Contudo, observamos nas fémeas uma intensa
deplecdo de PUFAs t durante o inverno (P=0.019). Dentre esses, os PUFAs n6 sdo 0s
que apresentaram as maiores alteracdes (P=0.004), refletindo em menores porcentagens
de C18 e C20-22 n6. Neste caso, 0 acido graxo C18:2n6c foi o principal responsavel
pela diferenca observada, no entanto reducGes no C20:4n6 e C22:4n6 também foram
observadas (Tab. 4).

Ja para os machos, as porcentagens de SFASs no tecido adiposo apresentaram-se
elevadas nas estagdes de verdo e outono, porém diminuiram no inverno (Tab. 4,
P=0.007). Isto ocorreu devido as pequenas alteracdes encontradas para o &cido graxo
C16:0, além da auséncia dos AGs C20:0, C22:0 e C23:0 no tecido adiposo dos animais
coletados durante o inverno. Como visto para as fémeas, 0os machos apresentaram
também elevados valores de MUFAS, sendo que neste caso 0s animais coletados no

inverno apresentaram as maiores porcentagens, devido a elevacdo nas porcentagens de
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C18:1n9 (Tab. 4, P=0.010). Para os PUFAs, podemos observar uma grande deplecao
destes AGs nos animais durante o inverno (P=0.007). Esse resultado foi decorrente da
diminuicdo dos PUFAs n3, principalmente C20:5n3 e C22:6n3 (P=0.021) e mais
pronunciadamente dos PUFAs n6 de cadeia curta (C18:2n6c) (P=0.009, tab. 4),
semelhante ao que foi encontrado para as fémeas.

De modo geral, os animais do presente estudo mostraram maiores valores de
PUFAs da série n6 do que n3 no tecido adiposo, dado este comprovado através da razao
n3/n6, que apresentou valores menores que 1 (0.2-0.3, tab. 4). Adicionalmente, dentre
esses PUFAs, podemos observar maiores propor¢fes de PUFAS das série n6 de cadeia
curta do que PUFASs de cadeia longa, assim a razdo C20-22/C18 n6 foi também menor
do que 1 (0.4-0.8) para fémeas e machos ao longo de todo o ciclo anual (Tab. 4). No
caso dos PUFAs n3 a razdo C20-22/C18 n3 foi ligeiramente maior do que 1 (1.1-3.2,
tab. 4).

4.3.3.2 Fosfipidios

Os resultados do perfil de acidos graxos dos FLs do figado, mdsculo, gbnadas,
pele e encéfalo em fémeas e machos de S. annulatus estdo apresentados nas tabelas 5-9.
Ao contrério do que foi visto para os AGs totais do tecido adiposo, nos FL encontramos
uma maior porcentagem de acidos graxos polinsaturados do que saturados e
monoinsaturados (Tab. 5-9), principalmente os PUFAS da série n6 como C20:4n6, na
maioria dos tecidos estudados.

Com relacdo aos fosfolipidios hepéaticos, podemos observar na tabela 5 que
ocorreu um aumento de SFAs para as fémeas coletadas no outono, seguido de uma
reducdo durante o inverno (P=0.004). O mesmo pode ser observado para 0s machos
(Tab. 5, P=0.001). Em ambos os casos, essa diferenca ocorreu por conta da variagao
encontrada para o0 C18:0 ao longo do ano (Tab. 5). Nenhuma diferenga foi encontrada
para 0s MUFAs e PUFASs t nas fémeas de S. annulatus ao longo do ciclo anual. Contudo
variacdes ocorreram nas propor¢des dos componentes de PUFAS, sendo que os PUFAS
n6 de cadeia curta (P=0.011), C18:2n6, apresentaram altas porcentagens durante o verao
com subsequente diminuicdo no outono mantida nas outras estagdes. Contrariamente a
isso, 0s PUFAs n3 foram maiores para as fémeas coletadas no inverno e na primavera,
principalmente os &cidos graxos C22:5n3 e C22:6n3 (Tab. 5, P=0.022). Nos machos,
observamos uma deplecdo dos PUFAs t no outono (P=0.001), devido aos menores
valores para 0s PUFAs n6 e n3 de cadeia longa (P=0.021 e P=0.009), como C20:4n6 e
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C20:5n3, C22:5n3 e C22:6n3, respectivamente. Contudo, na primavera esses valores
aumentam novamente (Tab. 5).

Nos FLs do musculo observamos apenas uma diferenca para as fémeas, as
cecilias coletadas no outono obtiveram maiores valores de cadeias longas de PUFAs n6
em relacdo ao verdo, mais uma vez o acido graxo C20:4n6 contribuiu para essa
diferenca (Tab. 6, P=0.024). Mesmo sem encontrar diferencas na somatéria dos PUFAS
C18 n6, as fémeas apresentaram uma diminui¢cdo do AG C18:2n6 durante o inverno em
relacdo ao verdo (P=0.042). Ao contrério disso, nos machos foi possivel verificar
maiores alteracdes na fracdo polar do musculo, como mostra a tabela 6. Durante a
primavera podemos observar 0s menores valores de SFAs em comparagao ao Verdo e
inverno (P=0.007). Esta alteracdo se deu devido as reducdes na porcentagem de C16:0 e
C18:0. Para os MUFAs, os machos coletados no inverno apresentaram maiores
porcentagens desses AGs, mas apenas em comparagdo aos animais coletados no outono,
devido as variagbes no C18:1n9 (Tab. 6, P=0.011). Contudo, neste mesmo periodo
observou-se menores valores de PUFAs t (P=0.004), bem como PUFAs n6 (P=0.013)
de cadeia curta e longa (C18:2n6c¢, C20:3n6 e C20:4n6) e n3 de cadeia longa (P=0.020)
(C20:5n3 e C22:6n3), como mostra a tabela 6.

N&o foram encontradas diferencas na somatoria das classes de AGs dos FLs do
ovario, contudo entre os PUFAS, as cecilias apresentaram porcentagens maiores de
PUFAs n3 na primavera em relacdo ao outono (P=0.017), devido as alteracfes dos
valores encontrados para 0s &cidos graxos C20:5n3 e C22:6n3, como mostra a tabela 7.
J& os machos de S. annulatus durante o inverno e a primavera apresentaram
porcentagens menores de SFAs nos fosfolipidios testiculares em relacdo ao outono,
devido as reducdes de C18:0 (P=0.006), contudo em consequéncia disso encontramos
maiores valores para 0 PUFASs t, principalmente os AG de cadeia longa da série n3, nos
animais coletados na primavera em relagdo ao verdo e outono. Isso ocorreu devido as
alteragdes no C22:5n3 e C22:6n3 (Tab. 7, P=0.003). Mesmo ndo havendo diferencas
para os PUFAs n6 no testiculo dos machos de cecilias, podemos observar maiores
porcentagens do &cido graxo C22:4n6 durante o inverno e primavera em relagdo ao
outono (Tab. 7), valores estes muito maiores até do que os encontrados para C22:6n3.

Para os fosfolipidios da pele, as fémeas coletadas no outono e inverno
apresentaram as maiores porcentagens de SFA e MUFAs, com uma subsequente
diminuicdo destes valores na primavera, como mostra a tabela 8 (P=0.006 e P=0.020).
De forma oposta, durante o inverno os valores de PUFAS t apresentaram uma reducéo
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no tecido dérmico das cecilias com um aumento subsequente na primavera (Tab. 8).
Neste caso, os PUFAs n3 foram os principais AGs responsaveis por essas alteracoes,
mais especificamente o C20:5n3 e C22:6n3. Assim como para as fémeas, 0s machos
durante o inverno apresentaram também altas porcentagens de SFA na pele seguida de
uma diminuicdo na primavera (Tab. 8). Tanto em machos como em fémeas, as
alteracdes nos SFA ocorreram devido as alteracfes observadas no C16:0 e C18:0.
Consequentemente, os maiores valores de PUFAs n3 foram encontrados para 0s machos
durante a primavera, principalmente devido as porcentagens mais elevadas de PUFAs
n3 de cadeia longa, como C20:5n3 e C22:6n3 (Tab. 8).

Nenhuma diferenca foi encontrada para os fosfolipidios do encéfalo nas fémeas
de S. annulatus ao longo do ciclo anual. Para os machos, os animais coletados no verdo
apresentaram porcentagens maiores de C18n6, como C18:2n6c, do que 0s animais
coletados durante o outono. O inverso foi observado para os &acidos graxos C18n3,
principalmente C18:4n3, como mostra a tabela 9. Adicionalmente, podemos notar que
os FLs do encéfalo apresentaram proporcdes altas de C20:4n6, como Vvisto nos outros
tecidos, mas diferentemente destes encontramos também valores elevados do &cido
graxo C22:6n3 em ambos os sexos (Tab. 9).

De modo geral, os animais do presente estudo apresentaram maiores valores de
PUFAs da série n6 do que n3 nos FLs de todos os tecidos analisados, dado este
comprovado através da razdo n3/n6, que apresentou valores menores que 1 (0.1-0.6,
tabs. 5-9), como visto para o tecido adiposo (Tab. 4). Além disso, dentre esses PUFAS,
podemos observar maiores proporcdes de PUFAs das série n6 e n3 de cadeia longa do
que PUFAs de cadeia curta, assim a razdo C20-22/C18 n6 e n3 foi maior do que 1 para
fémeas e machos ao longo de todo o ciclo anual (3.3-42.0, 5.2-98.0, respectivamente;
Tabs. 5-9).

4.3.3.3 Acidos graxos totais plasmaticos

O perfil de acidos graxos no plasma das fémeas ndo apresentou diferencas ao
longo do ciclo para as grandes classes, como SFAs, MUFAs e PUFAs. Contudo, para 0s
PUFASs da série n6 as cecilias coletadas no verdo apresentaram altas porcentagens de
C18n6, que decairam no outono mantendo-se até a primavera (Tab. 10, P=0.006). Isto
ocorreu devido as alteracdes do acido graxo C18:2n6c¢ (Tab. 10). Contrapondo-se a isso,
valores menores de C20-22 n6, como C20:4n6, C22:2n6 e 22:4n6, foram encontrados
para as fémeas durante o verdo seguido de um aumento no outono (Tab. 10, P=0.019).
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Além disso, observamos maiores porcentagens de C18n3 para as cecilias durante o
outono em relacdo a primavera, como mostra a tabela 10 (P=0.002).

Ao contrario das fémeas, 0os machos apresentaram grandes alteracdes nas
proporcdes de AGs no plasma ao longo do ciclo anual. Os PUFAs t encontrados no
plasma mostraram maiores valores para os machos durante o outono, com uma
diminuicdo na primavera (Tab. 10, P=0.017). Essas diferencas ocorreram devido as
maiores porcentagens de PUFAs n6 de cadeia longa (P=0.002), como C20:3n6,
C20:4n6 e C22:2n6. Alem disso, os animais durante o verdo mostraram altos valores de
C18 n6 em comparacdo aos machos coletados no inverno e primavera (P=0.006),
devido principalmente ao acido graxo C18:2n6c¢ (Tab. 10).

Curiosamente, encontramos elevados valores do acido graxo C24:1 no plasma
de todos os animais, 0 que contribuiu para porcentagens maiores dos MUFAS nos
machos coletados na primavera em relacdo ao outono e verdo (P=0.008). Esta
interessante observacdo em relagdo ao C24:1 pode ser vista também para as fémeas,

como mostra a tabela 10.

4.4 Quais sdo as alteracdes hormonais em fémeas e machos durante o ciclo

reprodutivo?

4.4.1 Variagao anual

Os resultados obtidos para as anélises de estradiol, testosterona e progesterona
plasmaéticas de fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ano estdo apresentados nas
figuras 22A-C, respectivamente. Podemos observar que ndo houve nenhuma diferenca
estatistica significativa para as concentracdes de estradiol, testosterona e progesterona
nas fémeas de S. annulatus ao longo do ano (Figs. 22A-C), o que € claramente
justificado pelo elevado valor do erro padrdo encontrado. Contudo, € importante
observar que as concentracfes plasmaticas do estradiol tendem a aumentar no outono e
inverno (Fig. 22A), o que correlaciona-se ao periodo no qual os od6citos foram
encontrados em desenvolvimento avangado.

Ao contrério disso, diferencas na concentracdo de progesterona plasmatica
foram encontradas para os machos de S. annulatus, os quais apresentaram 0s maiores
valores deste horménio durante a primavera em comparacdo ao Vverdo e inverno
(P=0.031, Fig. 22C). Diferencas estatisticas ndo foram encontradas nas concentra¢des

de testosterona e estradiol ao longo do ciclo anual dos machos (Figs. 22A e B).
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Entretanto, na figura 22A, podemos notar que as concentracdes de estradiol tendem a
ser baixas durante o verdo, mantendo-se altas nas estagdes subsequentes. Além disso, as
concentracfes de testosterona apresentaram também uma tendéncia a variacdes, sendo
mais elevados na primavera.

N&o foi possivel tracar nenhuma correlacdo entre as alterac@es encontradas para
as concentracOes de estradiol e testosterona em fémeas e machos ao longo das estacOes
estudadas (R*=0.042 e R?*=0.005, respectivamente) (Figs. 23A e B)

4.4.2 Diferencas sexuais

Diferencas foram encontradas para as analises hormonais entre os sexos, sendo
que de modo geral, os machos apresentaram maiores concentracdes de testosterona do
que as fémeas, principalmente durante as estagOes de verdo e primavera (P=0.003 e
P=0.017, respectivamente, tab. 22B). Enquanto isso, encontramos as maiores
concentracOes de progesterona nas fémeas durante o verdo e o outono (P=0.046, tab.
22C). Mesmo nao havendo diferenca estatistica entre 0s sexos para as concentragdes de
estradiol, a relacdo E,/T se apresentou muito maior para as fémeas (14.2-61.2) do que
para os machos (2.9-11.0) ao longo do ciclo anual (Fig. 24). Deste modo, podemos
notar que a concentragdo deste hormonio parece ser maior nas fémeas de S. annulatus

do que nos machos.
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Tabela 2: Pardmetros ponderais e morfométricos de fémeas e machos de Siphonops annulatus coletados ao longo do

ciclo anual (MédiaxEPM).

Estacao Massa corpoérea (g) Comprimento (cm) IGS (%) IHS (%)
Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos
Verédo 75.6+6.80 75.245.46 38.0£1.43 38.0+1.58 0.1+0.03° 0.2+0.03° 4.0£0.10 3.8+£0.20
Outono 62.8+6.22 50.6+5.29 38.7£1.44 35.6+1.86 0.1+0.03° 0.2+0.02° 3.9+0.24 3.6+0.15
Inverno 64.0£17.07 43.4+1.73 36.8+3.24 32.4+1.14 1.1+0.722 0.6+£0.05%  4.3+0.56%  4.4+0.42?
Primavera 55.5+5.02 71.2+8.78 37.5+1.61 37.1+1.43 0.1+0.01° 0.4£0.03>  3.5#0.14>  3.3x0.10°

IGS - indice gonadossomatico; IHS — indice hepatossomatico.

ab | etras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas para fémeas e machos ao longo do ciclo anual.
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Figura 3: Anélise macroscopica dos ovarios de S. annulatus. A) Anatomia do sistema reprodutor feminino de S.
annulatus. B) Corpos gordurosos aderidos aos odcitos. Legenda: Corpos gordurosos, Co; Intestino, In; Oviduto, Od;

Odcitos, Oo; Ov, ovario.

Figura 4: Comparacéo entre os diferentes estadios gonadais encontrados nas fémeas de S. annulatus ao longo

do ciclo anual, mostrando o aumento progressivo do odcitos (A-C). Seta indica 0s ovarios.
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Figura 5: Oogénese inicial em S. annulatus. A) Ovério de S. annulatus mostrando ninhos de oogdnias e o6citos do

tipo | envolvidos por uma simples camada de células foliculares, camada granulosa. Tecido gonadal conecta os
odcitos. Presenca de corpo lateo. B) Ninhos de oogénias e células pré-granulosas presentes no tecido gonadal. C-D)
Odcito | evidenciando a simples camada de células granulosas que formam a camada folicular. Legenda: Camada
folicular, CF; Corpo luteo, CL; Células pré-granulosas, PG; Citoplasma, Ct; Ninho de oog6nias, Noo; Nucleo, Nu;

Odcito I, Ool; Tecido gonadal, TG.
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Figura 6: Vitelogénese inicial
em S. annulatus. A) Odcito 11 de
S. annulatus mostrando a
camada folicular mais espessa
sendo constituida por uma
simples camada de células
granulosas e uma camada mais
espessa de células teca.
Citoplasma granular devido a
deposicdo inicial de vitelo. B-C)
Comparagdo entre 6 odcito 1 e Il
evidenciando a diferenca das
camadas foliculares Legenda:
Camada granulosa, Gn; Camada
teca, Tc; Citoplasma, Ct; Ninho
de oogbnias, Noo; Odcito |,
Ool; Odcito 11, Ooll.
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Figura 7: Vitelogénese avancada em S. annulatus. A) Odcito 111 (vitelogénico) de S. annulatus envolvido por uma

simples camada de células granulosa e uma espessa camada teca. Citoplasma contendo grande quantidade de granulos
de vitelo. B-D) Odcito envolvido por uma zona pelicida, uma simples camada de células granulosa e uma espessa
camada teca contendo cistos de células da teca (seta vermelha e preta). Legenda: Camada folicular, CF; Camada

granulosa, Gn; Camada teca, Tc; Granulos de vitelo, Gr; Nucleo, Nu; Odcito 11, Oolll; Zona peltcida, ZP.



37
RESULTADOS

Figura 8: Foliculo atrésico de S. annulatus. A-B) Foliculo atrésico apresentando as células granulosa com hipertrofia,

hiperplasia e vacuolizadas, ocupando o o6cito inteiro. A camada teca apresentou-se reduzida nesta fase. Legenda:

Células granulosas, Gn; Células Teca, Tc.
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Figura 9: Analise macroscdpica dos testiculos de S. annulatus. A) Testlculos alongados aderidos aos corpos
gordurosos. B) Testiculo divido em lobos e l6bulos. C) Ductos longitudinais conectando os lobos testiculares e
ductos transversais conectando os testiculos aos rins. Legenda: Corpos gordurosos, Co; Ducto longitudinal, DL;
Ducto transversal, DT; Lobos, LO; Ldbulos, LB; Rim, RI; Testiculo, TE.
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Figura 10: Comparacéo entre os diferentes estadios gonadais de machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual,
mostrando o aumento progressivo dos testiculos com maior vascularizagdo (A, verao; B, outono; C, inverno). Seta

indica os testiculos.
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Figura 11: Quiescéncia sexual em machos de S. annulatus. A) Visdo geral do lobo testicular de um macho em

quiescéncia sexual mostrando a area intersticial aumentada e a presenca de espermatogonias e espermatdcitos
na periferia dos lébulos imersos em uma matriz lipidica. B) Cistos germinativos mostrando espermatogonias
primarias e secundarias e espermatécitos primarios e secundarios. C) Espermatogdnias primarias isoladas na
periferia do 16bulo com nucleo grande arredondado e basdfilo, e espermatogdnias secundarias organizadas em
cistos na periferia dos I6bulos. D) Espermatécitos primarios organizados em 2 fileiras de células na periferia
do Iébulo e, espermatécitos secundarios contendo nicleos menores e basofilos com inicio de uma disposicdo
circular das células no interior dos I6bulos. Legenda: Area intersticial, Al; Capilar sanguineo, Sg; Cépsula
gonadal, Cg; Células germinativas, CG; Ducto coletor, DC; Lébulo, LB; Matriz lipidica, Ma; Membrana basal,
Mb; Espermatogbnia primaria, SP; Espermatogbnia secundaria SS; Espermatécito primario, SCp;
Espermatdcito secundario, SCs.
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Figura 12: Espermatogénese ativa em machos de S. annulatus. A) Lobo testicular em espermatogénese ativa
mostrando a &rea intersticial reduzida contendo os ductos coletores e diferentes tipos celulares. Os l6bulos
consistem de cistos germinativos em diferentes fases de diferenciacdo (espermatogdnias secundérias,
espermatécitos, espermatides arredondas e alongadas) imersos em uma matriz lipidica. B) Lobo testicular em
espermatogénese ativa mais avangada mostrando cistos germinativos com espermatogénias, espermatocitos,
espermatides arredondadas e alongadas e espermatozoides nos ductos espermaticos, que formam os ductos
coletores na area intersticial. Legenda: Area intersticial, Al; Ducto coletor, DC; Ducto espermatico, DE;
Hemécias, He; Matriz lipidica, Ma; Espermatogénias secundarias, SS; Espermatécitos, SC; Espermaétide

arredondada, SMr; Espermétide alongada, SM.
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Figura 13: Estrutura geral da espermatogénese em machos de S. annulatus. A) Ductos coletores e capilares

sanguineos contendo hem@cias na &rea intersticial. Lobulos testiculares envolvidos por uma membrana basal e
células midides aderidas a membrana. B) Célula de Sertoli na periferia do I6bulo envolvendo espermatogonias
secundarias. C) Espermatides arredondadas dispostas em um Unica fileira formando um circulo. D) Espermatide
alongada contendo flagelo. Legenda: Area intersticial, Al; Célula miide, CM; Célula de Sertoli, CS; Ducto coletor,
DC; Flagelo, FI; Hemécias, He; Matriz lipidica, Ma; Membrana basal, Mb; Espermatogdnia secundaria, SS;

Espermatide arredondada, SMr; Espermatide alongada, SM.
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Figura 14: Ducto espermatico e ducto coletor no testiculo de S. annulatus. A e B) Ducto espermético contendo

espermatozéides e células ameboides. Epitélio do ducto formando o ducto coletor na area intersticial. C)
Espermatozoides compostos por uma cabega, uma por¢io mediana e cauda. Legenda: Area intersticial, Al,
Célula ameboide, Am; Cabeca, C; Cauda, Ca; Ducto coletor, DC; Ducto espermatico, DE; Epitélio do ducto,

ED; M, porcdo mediana; SZ, espermatozoides.
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Figura 15: Regressdo nos testiculos de machos de S. annulatus. A) Lobos testiculares em fase de regressdo inicial

caracterizada pela diminuicdo do didmetros dos I6bulos e presenca de cistos contendo estigios iniciais da
espermatogénese, além de espermatides e espermatozlides remanescentes. B) Lobos testiculares em um estagio de
regressdo mais avancado, mostrando o tecido gonadal desestruturado, cistos vazios e rompidos e alguns espermatozoides
remanescentes. C) Regressdo avangada mostrando grande area intersticial e I6bulos contendo alguns cistos com
espermatides arredondadas e alongadas, cistos rompidos e espermatozoides remanescentes no ducto espermaético. D)
Lébulo com cistos rompidos e espermatozoides remanescentes no ducto espermatico durante a regressdo avancada.
Legenda: Area intersticial, Al; Matriz lipidica, Ma; Espermatide arredondada, SMr; Espermétide alongada, SM;

Espermatozoide, SZ. Setas pretas apontam os cistos rompidos.
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Figural6: Lipidios totais em fémeas de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A) Lipidios totais teciduais (figado,
musculo, ovarios e pele). B) Lipidios plasmaticos. ®Letras diferentes significam diferencas estatisticamente

significativas para fémeas ao longo do ciclo anual.
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Lipidios teciduais - Machos
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Figura 17: Lipidios totais em machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A) Lipidios totais teciduais
(figado, musculo, testiculos e pele). B) Lipidios plasmaticos. @ Letras diferentes significam diferencas

estatisticamente significativas para machos ao longo do ciclo anual.
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Figura 18: Correlacdo de Pearson. A) Correlagdo entre IGS e lipidios gonadais para fémeas de S. annulatus. B)
Correlagdo entre IHS e lipidios hepaticos para fémeas de S. annulatus. C) Correlacao entre I1GS e lipidios gonadais para

machos de S. annulatus. D) Correlagdo entre IHS e lipidios hepaticos para machos de S. annulatus.
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Figura 19: Proteinas totais em fémeas de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A) Proteinas totais teciduais
(figado, musculo, ovarios e pele). B) Proteinas plasmaticas. 2 Letras diferentes significam diferencas

estatisticamente significativas para fémeas ao longo do ciclo anual.
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Figura 20: Proteinas totais em machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A) Proteinas totais teciduais
(figado, musculo, testiculos e pele). B) Proteinas plasmaticas. @ Letras diferentes significam diferencas

estatisticamente significativas para machos ao longo do ciclo anual.
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Figura 21: Correlacdo de Pearson. A) Correlagdo entre 1GS e proteinas gonadais para fémeas de S. annulatus. B)

Correlagdo entre IHS e proteinas hepaticas para fémeas de S. annulatus. C) Correlago entre 1GS e proteinas gonadais

para machos de S. annulatus. D) Correlagdo entre IHS e proteinas hepaticas para machos de S. annulatus.
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Tabela 3: Nomenclatura dos acidos graxos encontrados nas amostras de S. annulatus de acordo com as regras

da ITUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).

Acido Graxo

Nomenclatura

C14:0
C15:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C21:0
C22:0
C23:0
C24:0
Cl4:1t
Cl5:1c
Clé:1
Cl7:1c
C18:1n9c¢
C18:1nl1
C20:1n9
C20:1n11
C22:1n9
C24:1
C16:2n4
C18:2n6¢
C18:2n6t
C18:3n6
C20:2n6
C20:3n6
C20:4n6
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6
C18:3n3
C18:4n3
C20:3n3
C20:4n3

Acido miristico

Acido heptadecendico
Acido palmitico

Acido margérico

Acido estearico

Acido araquidico

Acido heneicosandico
Acido behénico

Acido docosanoico
Acido lignocérico
Acido miristoléico
Acido pentadecenoléico
Acido palmitoléico
Acido malvalico

Acido oléico

Acido vacénico

Acido gondodico

Acido gadoléico

Acido erucico

Acido nervénico

Acido hexadecadiendico
Acido linoléico

Acido linoléico

Acido y-linolénico
Acido eicosadiendico
Acido homo- y-linolénico
Acido araquidénico
Acido docosadiendico
Acido docosatetraendico
Acido docosapentaenoico
Acido a-linolénico
Acido octadecatetraendico
Acido eicosatriendico

Acido eicosatetraendico
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C20:5n3
C22:4n3
C22:5n3
C22:6n3

Acido eicosapentandico
Acido docosatetraendico
Acido docosapentandico

Acido docosahexandico
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Tabela 4: Perfil de acidos graxos totais (%) do tecido adiposo de fémeas e machos de Siphonops annulatus ao longo
do ciclo anual (Média + EPM).

AG (%) Fémeas Machos
Verio Outono Inverno  Primavera Verio Outono Inverno Primavera
C14:0 1.4+0.19 1.2+0.08 1.9+0.27 0.7+0.04 1.2+0.20 0.9+0.24 1.3£0.15 1.0£0.04
C15:0 0.3+0.03 0.4+0.06 0.4+0.02 0.2+0.03 0.2+0.03 0.3+0.04 0.3+0.02 0.2+0.01
C16:0 16.1£1.24  15.9+0.82  15.3£1.63  12.4+0.69 14.9+1.11"  16.8£0.31° 1254036 13.9£0.75%
C17:0 0.4+0.03 0.7+0.14 0.6+0.07 0.4+0.09 0.5+0.02 0.5+£0.04 0.5+0.03 0.5+0.03
C18:0 9.9+0.88 7.6£1.30  10.1+0.51 8.7+0.33 11.9+1.82 10.1£0.85  9.5+0.32 9.9+0.34
C20:0 0.1+0.02 0.4+0.12 NE 0.1+0.04 0.1+0.00 0.9+0.00 NE 0.8+0.71
C22:0 0.1+0.03 0.3+0.10 NE 0.2+0.05 0.1£0.01 2.24+0.00 NE 0.1£0.00
C23:0 NE NE 0.5+0.00 NE NE 0.8+0.00 NE NE
C24:0 NE 0.2+0.15 0.1+0.00 0.2+0.00 NE 2.0+0.00 0.1+0.00 NE
>SFA 28.2+0.85  26.1+1.32  28.6+2.16  22.9+0.35 29.0+1.42°  30.1£1.57" 24.1+0.55" 25.9+0.66™
Cl14:1t 0.4+0.03 0.5+0.18 0.3£0.06 0.2+0.10 0.2+0.03 0.2+0.02 0.2+0.03 0.2+0.01
C15:1c 0.1+0.01 0.4+0.13 NE NE 0.1+0.01 0.1+0.03 0.1+0.00 0.1+0.01
C16:1 4.7+0.26 4.240.50 5.2+0.85 3.5+0.61 4.1+£0.30 3.6+0.81 3.9+0.24 3.9+0.21
Cl17:1c 0.4+0.04 0.4+0.05 0.8+0.01 0.3+0.01 0.4+0.02 0.4+0.04 0.6+0.03 0.5+0.03

C18:1n9¢ 453+1.58  43.843.40 51.4+2.87 44.7+0.99 | 45.9+0.82° 35.1+6.72° 53.4+0.50° 47.5+1.65
C18:1n11 3.6£020  52+0.83  4.1£0.12 3.84+0.70 3.240.32 42+0.28  5.0£0.20 4.9+0.97

C20:1n9 1.3+0.19 1.9+0.64 0.5+0.05 1.6+0.37 1.3+£0.10 1.2+0.14 0.8+0.33 1.8+018

C20:1n11 NE 1.9+0.27 1.4+0.03 2.7+0.00 NE NE 1.9+0.35 NE

C22:1n9 0.1+0.01 0.1+0.03 NE NE NE 0.1+0.06 0.1+0.02 NE
C24:1 NE NE 0.1+0.02 NE NE 1.4+0.00 0.2+0.05 NE

YMUFA 55.9+1.61 57.4+2.83  63.5+2.60 55.3+2.08 | 55.4+1.15" 47.3+5.26" 65.9+0.79" 58.7+1.31*
C18:2n6¢ 9.1£1.08°  7.6+1.16°  3.3£0.34*  11.120.99" | 9.2+0.34*  10.1£1.16* 4.6£0.46°  8.1+£0.84%

C18:3n6 0.2£0.02  03+0.13  0.3x0.05  0.1+0.02 0.10.00 0.2+0.05  0.2+0.01 0.3£0.21
C20:2n6 0.7£0.04  0.7£0.09  0.4+0.03  0.8+0.21 0.7+0.03 1.0£031  0.5£0.06  0.7£0.05
C20:3n6 0.5£0.03  0.9+0.31  0.3+0.03 1.1+0.23 0.5£0.03  1.4£0.69*  0.4+0.04°  0.6+0.02%
C20:4n6 1.6£0.09® 224039  0.9+0.2°  2.4+0.37° 1.4+0.07 3.842.02  1.1x0.09 1.6+0.07
C22:2n6 0.2+0.02  02+0.06  02+0.00  0.1+0.00 NE NE 0.20.01 NE
C22:4n6 0.6+0.05°  1.2£0.47®  0.3£0.04°  1.3£048° | 0.6£0.05®°  1.2+0.48  0.6£0.05*°  0.7+0.03®
C22:5n6 0.120.00  0.4£0.15 NE 0.1+0.05 0.120.00 0.10.03 NE NE

YPUFAn6  12.8+1.14° 13.3£1.51" 5.7+0.53"  17.4£0.96" | 12.6+0.45 17.9+3.32% 7.7+0.64°  11.9+0.88™

> C18n6 9.2+1.07°  7.9+1.15"  3.6x0.32" 11.2+1.01" | 9.2+0.35°  10.3:1.14" 4.9+0.46"  8.30.84"

YC20-22n6  3.6:0.23"  53+1.31°"  2.1x0.21*  6.1£1.27° | 3.3£0.17°"  7.6£3.51°  2.8+0.24°  3.6+0.09""
C18/20-22n6  0.4+0.05  0.8£0.23  0.6£0.01  0.5:0.16 0.3+0.02 0.8£0.40  0.6£0.05  0.4:0.05
C18:3n3 0.6£0.05  0.8+0.21  02+0.03  0.9£0.29 0.6+0.07 0.70.17  03+0.09  0.7+0.10
C18:4n3 0.6£0.07  0.5£0.09  0.5£0.11  0.3+0.08 0.6+0.03 0.4+0.03  0.5£0.03  0.5+0.07
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C20:3n3 NE 0.140.01  0.3+0.00  0.1+0.01 0.1£0.00  0.1£0.04 NE 0.1£0.00
C20:4n3 0.1+0.01  0.120.03  0.10.00  0.1=0.01 0.1£0.00  0.1£0.01  0.1£0.00  0.1=0.01

C20:5n3 0.3£0.04%®  0.3£0.05®°  0.2+0.02*  0.5£0.26° 0.3£0.04®  0.840.26*°  0.3+0.02°  0.6+£0.14®
C22:5n3 0.7£0.06®  0.8£0.17°®  0.5£0.01*  1.1+0.0° 0.6+0.07 0.9+0.14  0.7+0.03 0.8+0.04

C22:6n3 0.4+0.08  0.240.04 NE 0.9+0.54 0.4+0.13 1.240.46 NE 0.4+0.09
S PUFAR3 2.6£0.20  2.7£0.24  1.6:£0.04  4.0+1.14 2.6£0.30"  4.3+0.92"  1.8+0.09°  3.1£0.19*
Y C18n3 1.1£0.05  1.2£0.23  0.81£0.11  1.2+0.30 1.2+0.06 1.1£0.16  0.8+0.11 1.240.10

YC20-22n3  1.5:0.17"  1.5£0.25"  0.8£0.07*  2.8+0.86" | 1.4£0.27°"  3.2£0.92®  0.9£0.04°  1.9+0.19"
C18/20-22n3  1.3+0.12  1.8+0.72  1.1x0.26  2.1+0.27 1.1£0.22 324129 1.240.17  1.7£0.28

n3/n6 0.2+0.03  0.2£0.02  0.3£0.03  0.2+0.06 0.2+0.02 0.2£0.04  0.2£0.03  0.3+0.03
Y PUFAt 15.5£1.09°  16.1£1.70°  7.3£0.51*  21.41.77° | 15.2+0.74"™ 22.3+4.10 9.5+0.57°  14.9+0.91°"
Y Outros 0.3:0.03  0.4£0.05  0.5£0.08  0.2+0.04 0.3+0.00 0.3£0.06  0.5+0.01 0.4+0.03

[ etras diferentes significam diferengas estatisticas (P<0.05) ao longo do ciclo anual para machos e fémeas. Valores
abaixo de 0.1 nao foram considerados. Y SFA, YMUFA, > PUFA, YPUFAn6, Y C18n6, > C20-22n6, > PUFAn3,
> C18n3, Y C20-22n3 e Y PUFALt, sdo as somatdrias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6,
cadeias curtas de polinsaturados n6, cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de

polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3 e polinsaturados totais. NE — ndo encontrado.
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Tabela 5: Perfil de 4cidos graxos (%) da fra¢do polar hepatica de fémeas e machos de Siphonops annulatus ao
longo do ciclo anual (Média + EPM).

AG (%) Fémeas Machos
Verao Outono Inverno Primavera | Verao Outono Inverno Primavera
C14:0 0.3£0.09  0.2+0.02 0.2+0.08 0.1+0.01 0.1£0.04 0.1£0.01 0.30.14 0.1+0.01
C15:0 0.1£0.04  0.1£0.03 0.10.00 0.2+0.04 0.120.02 NE 0.2+0.11 0.1+0.04
C16:0 74+1.54  6.0£0.72 5.6+1.07 4.8+0.72 5.7+0.46 5.6+0.91 6.1£0.99 5.240.70
C17:0 0.3+0.03  0.5+0.14  0.320.05 0.3+0.06 0.3£0.02 0.4+0.02 0.4+0.03 0.4+0.03
C18:0 19.4£2.44°  29.8+1.53" 21.4+£1.40° 16.9+036" | 22.2+1.45° 33.3£1.59" 20.9+0.65°  17.8+0.7°
C20:0 0.2+0.02°  0.2+0.03°  0.2£0.02°  3.2+0.99° | 0.2+£0.02 0.3:0.05  0.21+0.02 0.2+0.01
C21:0 0.1£0.02 NE NE NE 0.1£0.01 0.6+0.41 NE 0.10.01
C22:0 0.3+0.08  0.4+0.04  0.5+0.12 0.4+0.12 0.3+0.05 0.7+0.26 0.4+0.06 0.2+0.04
C23:0 0.2+0.05  0.3£0.04  0.3£0.08 0.2+0.07 0.1£0.03 0.2+0.06 0.2+0.08 0.2+0.03
C24:0 0.6£0.17  0.6£0.12 0.6+0.21 0.5+0.15 0.4+0.07 0.4+0.12 0.40.11 0.5+0.08
YSFA 28.9+£1.54" 38.2+2.28" 29.4+2.42° 26.9+0.85" | 29.6+1.98"  41.6£2.72" 29.2+1.18"  25.1x0.26"
Cl4:1t NE NE 0.120.00 NE NE NE 0.1£0.00 NE
Cl15:1c 0.40.11 NE 0.2+0.05 NE 0.2+0.09 NE 0.3+0.11 0.2+0.03
C16:1 1.5£0.68  0.8+0.05 0.7+0.17 0.6+0.17 0.5+0.11 0.5+0.04 1.0£0.29 0.5+0.06
C17:1c 0.5+0.11 NE 0.320.10 0.3+0.05 0.4+0.30 NE 0.4+0.17 0.3+0.05
C18:1n9¢ 13.5£3.88  9.1x0.81 8.4£0.95 8.6+2.41 7.4+1.17 7.7£0.76  10.1+1.68 8.0£0.67
C18:1n11 3.040.15  3.64030  3.5+0.24 3.7+0.89 2.740.07 3.3+0.18 4.0£0.44 3.4+0.24
C20:1n9 204032 174030  2.3+0.32 0.2+0.05 2.3+0.19 2.240.38 2.6£0.16 2.9+0.36
C20:1n11 1.4£0.00  1.3+0.06 NE 0.9+0.00 NE NE NE NE
C22:1n9 0.240.03  0.2+0.04  0.3+0.05 NE 0.2+0.03 0.2+0.06 0.3+0.03 NE
C24:1 1.0£0.18  1.3+0.15 2.3+0.56 2.6+0.25 1.1+0.18 1.740.45 2.040.32 2.3+0.17
YMUFA 22.244.60 17.1£1.01  18.2+0.74  16.5+3.61 | 14.6£1.55  15.7+1.58  20.9+2.37  17.5+0.93
C16:2n4 0.3£0.12 NE NE NE NE NE 0.24+0.03 NE
C18:2n6¢ 8.6£1.28°  4.6£0.79°  5.4+0.43°  4.1+0.24° NE NE 6.0+0.56 6.7+0.83
C18:2n6t NE NE NE NE 8.4+0.54 5.7£0.59 NE NE
C18:3n6 0.2+0.08  0.1x0.00 NE 0.10.02 0.1£0.01 NE 0.1+0.03 0.1£0.00
C20:2n6 1.4£0.08  1.3x0.11 1.3+0.09 2.140.41 1.7+0.07 1.3+0.09 1.3+0.14 2.0+0.13
C20:3n6 43£0.67  3.4+0.25 3.8+0.18 4.5+0.24 5.4+0.50 4.3+0.52 3.8+0.18 5.0+0.32
C20:4n6 19.243.50  21.7£1.91 244194  239+3.19 | 242+145° 18.5£1.65° 2294245  232+1.19°
C22:2n6 0.8+0.59  0.7+0.19 1.2+0.82 0.6+0.31 0.8+0.00 0.120.00 1.6+0.21 0.2+0.03
C22:4n6 3.6£0.54  4.2+0.45 4.6+0.60 7.9+0.89 4.1+0.37 3.4+0.33 3.6+0.49 5.7+0.22
C22:5n6 1.1£0.31  0.5+0.10  0.4+0.05 0.6+0.04 0.6+0.12 0.3£0.07 0.4+0.09 0.6+0.06
YPUFAn6  39.3+3.29  36.4+1.97 41.4+1.57  43.8+3.25 | 44.9+1.79" 33.7+2.63" 39.5+2.64>  43.60.99"
Y C18n6 8.8£1.36"  4.6:0.78"  5.4£0.43™  4.2+0.20" | 8.5+0.55 5.7+0.59 6.0+0.55 6.8+0.83
YC20-22n6  30.4+4.41  31.7£2.15  36.0£1.95  39.5+3.37 | 36.3+2.10° 28.0+2.08" 33.4+2.45"  36.7+1.29"
C18/20-22n6  4.0£0.74  9.2+2.20  6.8+0.88 9.3+1.18 4.3+0.45 4.9+0.25 5.6+0.57 6.1+1.19
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C18:3n3 0.2+0.10 0.1+0.02 0.2+0.01 0.1+£0.01 0.1+0.01 0.1+0.01 0.2+0.04 0.1£0.03
C18:4n3 0.1+0.02 0.1+0.00 NE NE NE 0.1+0.00 NE 0.1+0.00
C20:3n3 0.1£0.01 NE 0.1+0.02 0.2+0.03 0.1£0.02 0.1+0.02 NE 0.2+0.02
C20:4n3 0.4+0.16 0.2+0.02 0.2+0.02 0.1£0.04 0.2+0.04 0.1+0.02 0.2+0.02 0.3+0.06

C20:5n3 2.1£0.44™  1.240.26°  2.1£0.15®  2.7+£1.20° | 2.3£047"  1.440.52* 224022  3.4+0.42°
C22:5n3 1.6£0.29"  1.6+0.18"  3.1+0.46™  3.4+0.34° | 224031"  1.6£031°  3.0£023"  4.0+0.09°
C22:6n3 454083  2.5£047°  43+0.93°  59+1.30° | 4.9+1.14®  24£0.82°  3.1£0.35®  5.1+0.58"
YPUFAn3  8.8+1.28"  5.7+0.84°  10.3+1.52" 12.7+2.58" | 10.0+1.87°" 5.8+1.66°  8.9+0.42°"  13.3+0.99"
> C18n3 0.2+£0.11  0.1£0.03  0.2+0.01 0.1:£0.01 0.1£0.01 0.1+0.03 0.2+0.04 0.10.02
YC20-22n3  8.6+1.35  5.5+0.83"  10.1+1.53" 12.5+2.58" | 9.9+1.87"°  5.7+1.68"  8.7£0.42"°  13.2+0.99"
C18/20-22n3  52.0417.63 38.7+7.52  38.7+7.60  80.1+21.06 | 65.2+14.88 42.3+16.12 41.748.73  90.6+12.08

n3/n6 0.2+0.02 0.1+0.02 0.2+0.03 0.3+0.06 0.2+0.04 0.1+0.03 0.2+0.02 0.3+0.03
> PUFAt 48.3+4.26  42.1+2.64  51.7£3.09 56.5+3.55 | 54.9+3.13"  39.6+4.23" 48.6x2.79"  57.0+0.76"
> Outros 1.1+0.05 2.4+0.32 0.9+0.14 0.1+0.00 0.7+0.05 2.9+0.38 1.6+0.32 0.27+0.06

® Letras diferentes significam diferencas estatisticas (P<0.05) ao longo do ciclo anual para machos e fémeas. Valores
abaixo de 0.1 ndo foram considerados. Y} SFA, > MUFA, YPUFA, Y PUFAn6, >Cl18n6, Y C20-22n6, Y PUFAn3,
> Cl18n3, > C20-22n3 e Y PUFAt, sdo as somatorias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6,
cadeias curtas de polinsaturados n6, cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de

polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3 e polinsaturados totais. NE — néo encontrado.
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Tabela 6: Perfil de 4acidos graxos (%) da fra¢do polar muscular de fémeas e machos de Siphonops annulatus ao longo do ciclo

anual (Média + EPM).
AG (%) Fémeas Machos
Veriao Outono Inverno Primavera Verao Outono Inverno Primavera
C14:0 1.2+0.15 0.5+0.05 1.140.37 1.4+0.07 1.4+0.20 0.5+0.12 1.120.13 1.0+0.06
C15:0 0.4+0.08 0.2+0.02 0.6+0.27 0.9+0.00 0.5+0.14 0.3+0.06 0.6+0.14 0.3+0.19
C16:0 7.6£0.50 5.7+0.19 7.9+1.31 7.9+1.35 8.2+1.03° 6.2£1.06®  9.6+0.78" 6.4+0.24°
C17:0 0.5+0.12 0.30.02 0.4+0.09 0.4+0.04 0.6+0.21 0.3+0.05 0.5£0.07 0.5+0.05
C18:0 17.5+0.63 18.4+0.68 16.3+1.58 17.2+1.16 19.1£1.11°  18.5£0.60  18.8+1.08®  16.0+0.73
C20:0 0.4+0.09 0.2+0.02 0.2+0.03 0.5+0.12 0.5+0.13 0.2+0.02 0.4+0.09 0.6+0.05
C21:0 0.3+0.03 NE 0.2+0.00 0.3£0.10 0.30.03 NE 0.30.03 0.2+0.02
C22:0 0.1£0.01 0.2+0.04 0.2+0.10 0.2+0.02 0.10.01 0.240.05 NE 0.3+0.02
C24:0 0.2+0.03 0.1£0.02 0.4+0.19 0.2+0.01 0.2+0.10 0.10.04 0.2+0.00 0.9+0.63
S'SFA 28.4+0.71 25.9+0.81 27.442.71 28.5+2.69 30.9+1.02° 26.4+1.72%°  31.420.50°  26.3+1.04°
Cl14:1t 0.5+0.09 0.1£0.01 0.2+0.00 0.4+0.04 0.4£0.10 NE 0.4+0.12 0.4+0.03
Cl15:1c 3.6+1.07 0.3+0.08 1.9+0.00 NE NE 0.4+0.10 0.4+0.02 0.3+0.09
C16:1 1.8+0.39 2.3+0.48 2.8+0.98 2.7+0.49 1.7+0.47 2.6+0.44 2.740.51 1.5+0.17
Cl17:1c 0.8+0.23 0.240.10 0.30.16 NE 0.8+0.31 NE 0.5+0.14 NE
C18:1n9¢ 11.5+0.49 10.6+1.01 10.9+1.08 13.140.63 11.7+1.04% 8.7£0.76°  13.8+0.22°  12.2+0.46®
C18:1n11 2.7+0.11 2.8+0.26 2.1£0.17 2.7+0.29 2.8+0.17 2.6+0.22 2.8+0.32 2.840.16
C20:1n9 0.4+0.05 0.5+0.05 0.4+0.07 0.5+0.00 0.6+0.11 0.4+0.06 0.6+0.08 NE
C22:1n9 0.1£0.01 0.1£0.01 0.30.09 NE 0.8+0.00 0.1+0.04 0.3+0.01 NE
C24:1 0.5+0.13 0.4+0.04 0.7+0.11 1.0+£0.01 0.6+0.25 0.4+0.13 0.6+0.01 1.3+0.09
SMUFA 20.0+1.34 17.4+0.81 18.5+2.78 20.2+0.75 18.4£1.55™  15.5+1.06°  21.8+1.02"  18.3+0.61*"
C16:2n4 0.1£0.05 NE 0.7+£0.26 NE NE 0.120.01 0.8+0.18 NE
C18:2n6¢ 8.5+0.51° 6.120.92°  4.9+0.14° 7.3£0.07° 8.7+0.26° 6.7£0.56°  6.2+0.69° 8.5+0.44°
C18:3n6 0.3£0.07 0.2+0.03 2.1+1.88 0.4+0.11 0.2+0.05 0.10.04 0.2+0.03 0.240.03
C20:2n6 0.9+0.07 0.9+0.17 0.7+0.14 0.7+0.14 0.7+0.15 0.8+0.24 0.9+0.21 1.2+0.08
C20:3n6 4.6+0.29 5.0+0.37 3.6+0.22 4.7+0.46 4.0£0.21% 4.9+0.39°  3.8+0.30° 5.0+0.25%
C20:4n6 223+0.81°  27.1£1.43°  22.6+2.89™  21.9+1.03° | 22.8+1.38"  26.3+1.43" 21.8+0.52" = 22.240.62%
C22:2n6 0.7+0.27 0.1£0.03 2.1+1.73 0.4+0.11 0.2+0.07 0.2+0.04 0.3%0.15 0.5+0.20
C22:4n6 2.140.18 3.0£0.22 3.1£0.39 2.2040.18 1.6£0.15 2.8+0.81 2.240.31 3.0+0.33
C22:5n6 0.6+0.06 0.7+0.08 1.8+1.11 0.52+0.08 0.7+0.10 0.7+0.13 0.4+0.09 0.6+0.44
S PUFAn6 39.8+1.19 43.2+0.82 40.4+3.53 38.4+0.76 39.3+1.19""  42.6+1.86"  35.9+0.53"  41.3+1.05"
> C18n6 8.9+0.48 6.10.93 6.4+1.40 7.8+0.15 9.0+0.29" 6.8£0.52"  6.3+0.70" 8.7+0.43"
YC20-22n6  30.9+1.16*  37.0+1.51"  34.0£2.81"  30.6£0.86™ | 30.2+1.39°®  35.8+2.38"  29.6+0.20°  32.6+0.78"
C18/20-22n6  3.5+0.27 7.18+1.39 5.7+0.99 3.940.17 3.3+0.24 5.420.76 4.7+0.56 3.7+0.17
C18:3n3 0.2+0.02 0.3+0.03 0.10.01 0.2+0.05 0.20.04 0.2+0.03 0.2+0.02 0.2+0.02
C18:4n3 0.3+0.09 0.4+0.05 0.2+0.06 0.3£0.10 0.1:£0.00° 0.4+0.07°  0.320.08™  0.2+0.08"
C20:3n3 0.2+0.04 0.1£0.01 NE NE NE 0.120.00 NE 0.24+0.03
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C20:4n3 0.2+0.01 0.2+0.04 0.2+0.02 0.4+0.06 0.3+0.02 0.2+0.01 0.2+0.03 0.2+0.02
C20:5n3 2.4£0.27 1.6+0.26 4.0£2.33 2.3+0.67 1.7£0.19% 2.4+0.53° 1.6£0.14 2.7+0.26%
C22:4n3 NE NE 2.9+0.00 0.3+0.05 NE NE NE NE
C22:5n3 3.3+0.22 5.0+0.51 3.8+0.06 3.240.71 3.3+0.35 4.7+0.57 3.5+0.29 4.3£0.61
C22:6n3 4.7£0.67 3.940.38 3.240.46 5.0£1.78 5.3+0.82% 55+1.12° 224046 4.8+0.71%
YPUFAn3 10.9:£0.92 11.6£0.91 11.5+2.03 11.7+3.36 10.7£1.17°  13.7£1.63"  8.1+0.73"  12.8+1.20*"
3 C18n3 0.5+0.05 0.6+0.06 0.4+0.05 0.6+0.15 0.3£0.04° 0.6£0.10°  0.5£0.05™  0.4+0.07*"

> C20-22n3 10.7+0.94 10.9+0.94 11.0£2.03 11.1£3.34 10.5+1.20™ 13.0+£1.66°  7.5+0.78" 12.3+1.21%°
C18/20-22n3  38.7+4.88 19.0+3.93 27.6+6.02 20.5+8.86 54.6+15.07 23.845.44  14.3£3.04 30.9+5.84

n3/n6 0.2:0.02 0.2+0.02 0.240.05 0.3+0.09 0.3+0.03 0.3+0.04 0.2+0.02 0.3+0.03
S PUFAt 50.8+1.77 54.8+1.00 52.6+4.74 50.2+2.96 50.0£2.08™  56.4+2.69"  44.6+0.88"°  54.2+1.49"
Y Outros 0.7+0.16 1.8+0.22 1.3+0.51 0.9+0.26 0.7+0.27 1.6+0.13 2.0+0.23 1.0+0.16

® 1 etras diferentes significam diferengas estatisticas (P<0.05) ao longo do ciclo anual para machos e fémeas. Valores abaixo de
0.1 ndo foram considerados. Y SFA, YMUFA, > PUFA, YPUFAn6, > C18n6, > C20-22n6, > PUFAn3, > C18n3, > C20-22n3 e
> PUFAL, sdo as somatorias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas de polinsaturados n6,
cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3 e

polinsaturados totais. NE — ndo encontrado.
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Tabela 7: Perfil de acidos graxos (%) da fragdo polar gonadal de fémeas e machos de Siphonops annulatus ao longo do
ciclo anual (Média + EPM).

AG (%) Fémeas Machos
Veriao Outono Inverno Primavera Veriao Outono Inverno Primavera
C14:0 0.6+0.15 0.7+0.15  0.30.01 0.5+0.08 0.4+0.09  0.7+0.14  0.3+0.07 0.5+0.05
C15:0 0.2+0.04  04+0.09  0.1£0.04 0.2+0.02 0.10.01 0.4+0.06  0.2+0.02 0.5+0.23
C16:0 74£052  10.1£1.11  6.2£0.51 6.4+0.27 9.0£0.90  11.740.96  9.9+0.93 8.6+0.32
C17:0 0.3+0.04  0.5+0.07  0.4+0.04 0.6+0.07 0.3+0.05 0.4+£0.06  0.3£0.01 0.3+0.03
C18:0 19.6£0.82  20.6+1.58  18.0£0.70  19.0+0.88 | 17.7£0.91" 20.1+0.78" 12.1£0.68°  12.2+0.51°
C20:0 0.9+0.21 0.3+0.04  0.3£0.09 1.2+0.25 0.6+0.28 0.240.04  0.2+0.06 1.60.14
C21:0 0.3+0.03 0.4+0.00  0.1£0.03 0.4+0.04 0.1£0.02  0.8+0.68  0.1+0.00 0.2+0.06
C22:0 0.4+0.03 0.3x0.05  0.5%0.15 0.5+0.01 0.2+0.01 0.3+0.11 0.10.01 0.3+0.02
C23:0 0.2+0.03 0.1£0.00  0.1£0.00 NE 3.6£0.00  0.1£0.00  0.1+£0.00 0.120.01
C24:0 0.6+0.08 0.3+0.05  0.4%0.06 0.8+0.02 0.2+0.05 0.1£0.06  0.2+0.02 0.3+0.03
YSFA 30.5:0.97  33.5+2.21 265027  29.7+0.42 | 29.5+2.30°" 34.5+0.54" 23.6+1.35" 24.5+0.51"
Cl4:1t 0.3+0.07 0.1£0.00  0.1£0.00 0.3+0.03 0.2+0.05 NE 0.1£0.00 0.2+0.02
Cl15:1c 1.540.52 0.2+0.03  0.1£0.00 0.2+0.05 1.2+0.38 0.3+0.12  0.1x0.00 0.8+0.34
C16:1 1.4+0.19  2.8+0.40 1.240.19 1.1£0.18 124027  2.3x0.34 1.740.13 1.4+0.08
Cl17:1c 1.1£0.27 0.240.02  0.2+0.08 0.5%0.00 1.4£0.14  0.3£0.00  0.3+0.03 0.7+0.21

C18:1n9¢ 14.2+0.49 16.6£1.27 14.7£1.21 11.8+1.43 17.6+2.23 15.5£1.19  20.4+0.52 17.9+0.66
C18:1n11 2.7+0.12 2.9+0.32 3.2+0.46 2.4+0.31 2.7£0.21 2.7+0.13 2.9+0.21 2.6+0.14

C20:1n9 1.0+0.08 0.9+0.11 1.7+0.49 0.1£0.02 1.8+0.21 0.9+0.11 1.5+0.23 0.2+0.00

C20:1n11 NE 0.7+0.00 NE NE 0.3+0.00 NE NE NE

C22:1n9 0.2+0.03 0.1+0.02 0.2+0.01 NE 0.1+0.00 0.1+£0.01 0.2+0.07 NE
C24:1 1.8+0.41 0.9+0.14 1.9+0.15 2.1+£0.31 1.3+0.13 0.7+0.09 2.6+0.89 1.8+0.13

>MUFA 22.2+0.71  24.9+1.70  23.2+0.51 18.2+2.23 25.9+2.82  22.6+1.40  29.9+1.30 25.1+0.98

C16:2n4 0.2+0.00 NE 0.2+0.04 NE 0.1£0.00 NE 0.3£0.12  0.1£0.00
C18:2n6¢ 0.2+0.05 NE NE 0.4+0.13 | 3.7£030®  3.94026°  1.5£0.05°  2.3+0.19°
C18:2n6t 47+0.17  3.7+0.55  3.8+0.40 4.0+£0.36 NE NE NE NE

C18:3n6 0.2+0.07  0.6£0.00  0.3+0.13 0.4+0.06 02+0.03  03+0.11 03024  0.2+0.03
C20:2n6 0.8+0.06  0.6£0.06  1.1+0.21 0.8+0.13 1.00.14  0.6x0.08  0.6£0.02  0.8+0.04
C20:3n6 3.9+0.15  3.0£031  3.1£0.24 3.6+0.42 44+040  3.9+021  2.8+020  4.5+022

C20:4n6 20.8+0.62 19.8+£1.78  23.5+1.50 22.6£1.59 18.5£2.70 18.4+1.22 16.3£1.18 16.4+0.33
C22:2n6 0.5+0.43 0.7+0.23 0.8+0.71 0.5+0.12 0.3+0.09 0.1+0.03 0.3+0.14 0.5+0.36

C22:4n6 3.0+£0.28 2.6+0.31 4.5+1.06 3.6+0.70 6.3+1.40% 5.9+0.72° 11.2£1.04*  12.0+0.46"
C22:5n6 0.3+0.03 0.4+0.06 0.6+0.23 0.4+0.08 0.5+0.06 0.3+0.02 0.4+0.08 0.5+0.06
> PUFAn6 34.5+0.78  30.9+2.56  38.0+1.73 36.4+0.72 34.843.96  33.6+1.26  33.6+1.99 37.0+0.50
> C18n6 5.2+0.20 3.8+0.54 4.1+£0.50 4.9+0.51 3.9+0.33"  4.2+0.19° 1.9+0.23" 2.5+0.18"

> C20-22n6 29.3+0.96  27.1+2.51  33.8+1.62 31.5+1.23 30.9+4.25  29.4+1.33  31.7+2.00 34.5+0.52
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C18/20-22n6  5.7+0.44 8.5+2.29 8.4+1.22 6.6+0.94 8.3+1.40 7.0£0.49  17.4+2.45  14.1£0.97
C18:3n3 0.240.03 0.240.03 0.1£0.03 0.1£0.01 0.1£0.01 0.1£0.01 0.1£0.02 0.1£0.01
C18:4n3 0.4£0.05®  0.3+0.05*  0.120.00°  0.2+0.01® | 0.1£0.03°  0.4£0.07*  0.1x0.02®®  0.1x0.03"
C20:3n3 0.1£0.0 0.240.01 NE 0.2+0.00 NE 0.10.00 NE 0.2£0.02
C20:4n3 0.240.03 0.240.01 0.240.03 0.6+0.46 0.2+0.08 0.120.02 0.1£0.01 0.240.01
C20:5n3 2.1£0.22%  1.0+£0.15°  1.9£0.21®  2.7+1.34° 1.240.07 1.120.21 1.1£0.27 1.5+0.16
C22:4n3 0.8+0.35 NE NE 0.5+0.11 NE NE NE NE
C22:5n3 4.3+0.25 4.4+0.72 4.8+0.71 5.0+0.80 3.6+0.55°  3.4+020°  4.8+0.58"°  6.2+0.10°
C22:6n3 444054  28+041°  3.5+0.51®  5.7£0.90° 3.0£.69° 2.5+0.42°  3.8£0.94°  4.3+0.50°
SYPUFAn3  11.9+0.92°°  9.1+1.08" 10.7£1.24™ 14.9+1.61° | 8.0£1.37°  7.8+0.74°  10.1£0.45"  12.4+0.59"
Y C18n3 0.4+0.11"™  0.5:0.08°  0.2+£0.06"  0.3:0.02" | 0.1£0.03"°  0.5+0.07*  0.2+£0.03*  0.1£0.03"
YC20-22n3  11.4+0.84"  8.5+1.04 10.5£1.19"  14.6£1.60° | 7.9+1.38"  7.320.78"  9.9+0.47*°  12.3%0.60"
C18/20-22n3  33.8+7.78  16.8+2.19 52.7+12.38  40.7+4.42 | 63.9+17.20 15.3%3.27  41.746.40  84.1+12.53
n3/n6 0.3+0.03 0.3+0.03 0.2+0.05 0.40.04 0.2+0.03 0.2+0.02 0.3+0.03 0.3£0.01
YPUFAt 46.4+1.11  40.0£3.43  49.0+0.93  51.3+1.80 | 42.9+5.18" 41.4+1.57" 44.0+1.68"° 49.4:+0.88°
Y Outros 0.7+0.15 1.5+0.11 1.3+0.50 0.7+0.22 1.9+0.35 1.3+0.41 2.4+0.22 1.1+0.26

® Letras diferentes significam diferencas estatisticas (P<0.05) ao longo do ciclo anual para machos e fémeas. Valores
abaixo de 0.1 ndo foram considerados. > SFA, > MUFA, > PUFA, Y PUFAn6, > C18n6, > C20-22n6, Y PUFAn3, > C18n3,

> C20-22n3 e Y PUFALt, s@o as somatodrias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas

de polinsaturados n6, cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias

longas de polinsaturados n3 e polinsaturados totais. NE — néo encontrado.
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Tabela 8: Perfil de 4cidos graxos (%) da fragdo polar dérmica de fémeas e machos de Siphonops annulatus ao longo
do ciclo anual (Média + EPM).

AG (%) Fémeas Machos
Verao Outono Inverno Primavera Verao Outono Inverno Primavera
C14:0 0.9+0.13 1.0£0.13 0.9£0.05 0.9+0.11 1.0+0.05 0.8+0.13 0.9+0.17 0.9£0.05
C15:0 0.3+0.15 0.5+0.07 1.0£0.41 0.3+0.10 0.240.00 0.4+0.09 0.440.05 0.3+0.01
C16:0 7.0£0.61°  10.8£0.70° 10.5+1.62°  6.740.82° | 6.940.62°  8.8+0.93®  9.8+1.99° 6.4+0.19°
C17:0 0.60.13 0.5+0.05 0.7£0.20 1.240.69 0.4+0.08 0.420.03 0.5+0.07 0.4+0.06
C18:0 17.32026®  17.620.58°  17.2£0.55°  14.6£1.25" | 17.520.14® 17.7+0.57°® 18.1%0.16*  16.3%0.37°
C20:0 0.5+0.09 0.3£0.02 0.3£0.05 0.9+0.23 0.5+0.03 0.4+0.02 0.6+0.01 0.3£0.02
C21:0 0.4+0.07 NE 0.3+0.06 0.6+0.28 0.3+0.04 0.3+0.06 0.3+0.02 0.3£0.03
C22:0 0.4+0.07 0.3£0.01 0.440.02 0.4+0.05 0.4+0.07 0.4+0.04 0.440.05 0.5+0.09
C23:0 NE NE 0.84+0.00 0.1£0.00 0.2+0.05 NE NE 0.240.02
C24:0 0.6+0.14 0.5+0.04 0.3+0.09 0.9+0.21 0.8+0.16 0.6+0.04 0.4+0.00 0.9+0.09
YSFA 28.0£0.83""  31.6x0.80" 32.2+1.93"  26.3+0.93" | 28.2+0.49°" 29.9+1.69" 31.52+0.44*  26.1+0.43"
C14:1t 0.5+0.10 0.1£0.01 0.3£0.6 0.6£0.13 0.60.05 0.1£0.01 0.15+0.00 0.4+0.02
C15:1¢ 1.7+0.80 0.7£0.30 0.30.02 NE 1.3+0.00 0.4+0.07 1.7+0.87 NE
C16:1 1.140.09°  2.3+0.17%  5.442.69°  1.5+0.21° 0.9+0.06 2.0£0.21 2.340.43 1.240.07
C17:1c¢ 0.8£0.11 0.3£0.14 0.5£0.06 0.1£0.00 0.420.00 0.2+011 0.44£0.29 NE
C18:1n9¢ 14.5+0.63 1574099  16.7£0.94  14.3+1.27 | 14.1£0.65  13.9+0.78  14.1+1.13  14.7+0.68
C18:1nl11 2.6+0.14 2.6+0.10 2.940.25 2.6+0.65 2.6+0.13 2.7+0.33 2.840.17 2.840.15
C20:1n9 0.7+0.04 0.4+0.04 0.5+0.02 0.240.00 0.8+0.06 0.6£0.03 0.6£0.15 1.0£0.13
C22:1n9 0.240.04 0.1£0.01 0.420.08 0.7£0.00 0.3+0.00 0.240.02 0.2+0.12 NE
C24:1 1.3+0.34 0.8+0.10 1.10.08 1.840.37 1.6+0.19 1.3£0.12 0.7+0.05 2.4+0.17
YMUFA 22.0+0.91°  22.8+0.93"" 28.0+1.94* 21.1+1.95° | 21.2+0.98  21.3+1.27  23.1+0.41  22.6+0.86
C16:2n4 0.2+0.00 0.3+0.00 NE 1.6£0.00 NE NE 0.5+0.08 NE
C18:2n6¢ 6.6£0.50°  5.940.64"  43+0.16*  4.8+1.20° | 7.120.23°  532£0.77®  432047*°  7.0£0.35%
C18:2n6t 0.3+0.00 NE NE 3.242.92 NE NE NE NE
C18:3n6 0.5+0.19 NE 0.3+0.04 0.5+0.25 0.3£0.02 0.3+0.18 0.3+0.01 0.3+0.02
C20:2n6 0.9£0.03 0.6+0.08 0.5+0.12 1.5+0.71 0.9+0.04 0.7+0.08 0.8+0.19 1.1£0.11
C20:3n6 6.10.29 5.540.18 4.1+0.27 4.7+1.83 5.8+0.19 5.4+0.37 4.8+0.28 5.7+£0.23
C20:4n6 234+1.13  21.6+1.03  19.5+0.68  15.6£6.79 | 24.5+0.78  24.9+0.95  242+1.07  22.1+0.58
C22:2n6 0.5+0.29 0.9+0.40 1.10.30 5.7+5.16 0.240.04 0.26+0.06 1.3+0.00 0.3£0.03
C22:4n6 2.3+0.11 1.9+0.22 2.1£0.31 2.1£0.56 2.240.08 2.60.09 2.3+0.32 2.9+0.27
C22:5n6 0.4+0.03 0.4+0.04 0.3£0.07 1.0£0.57 0.5+0.04 0.420.03 0.3+0.00 0.5+0.03
SPUFAn6  40.8+0.90" 36.8+1.13"" 32.3+1.39" 36.3+3.26™ | 41.5£0.65  39.9+1.29  37.5+3.15  39.8+1.00
Y C18n6 7.240.46°  5.9+0.64"  4.6£0.14"  7.4£1.09" | 7.4+0.24°  55+0.82°°  4.6£0.46"  7.30+0.34""
YC20-22n6  33.6+1.17  30.9+£1.37  27.7+1.34  28.8+4.35 | 34.1:0.84  34.3£1.25  32.9+2.69  32.5+0.90
C18/20-22n6  4.8+0.42 5.9+1.08 6.0£0.28 4.1+1.08 4.6+0.24 6.8+1.55 7.1+0.14 4.5+0.23
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C18:3n3 0.2+0.03 0.2+0.02  0.1+0.03 0.2+0.02 0.10.02 0.120.01 0.10.02 0.2+0.01
C18:4n3 0.2£0.09°  1.1£0.18°  0.4+£0.16®  0.4£0.22® | 0.2+0.05°  0.6£0.17°  0.4+0.03®  0.2+0.03°
C20:3n3 0.2+0.03 0.20.02 NE 0.50.00 0.1£0.00 0.120.06 NE 0.20.00
C20:4n3 0.2+0.03 0.2+0.02  0.2+0.01 0.30.00 0.2+0.06 0.2+0.05 0.2+0.02 0.30.04
C20:5n3 1.9£026®  1.1+0.19° 11024  56£3.06° | 1.5:0.28"  1.1£0.27° 1.0£0.15°  2.1£0.17°
C22:4n3 0.6+0.17 NE NE 0.4+0.00 NE NE NE NE

C22:5n3 2.540.15 2.3+0.25 2.540.07  4.6£1.39 2.5+0.08 2.6+0.46 2.8+0.61 3.7+0.14
C22:6n3 2.6+0.30 1.7£0.22 1.6£0.10 334131 | 3.3+0.57°  2.2+0.38° 1.840.31°  3.4+0.42°
YPUFAn3  82+0.47"  6.8£0.44"  5.9:0.40° 14.7+3.32* | 7.9+0.91  6.9+0.96"  6.3:0.76"  9.9+0.53"
> C18n3 0.3£0.03*  1.2£0.17°  0.6+0.13"  0.5:0.16™ | 0.3£0.06"°  0.7+0.16°  0.5£0.02"  0.3+0.05
YC20-22n3  7.9+0.47*"  55+0.53"  5.4£0.30™ 14.1£3.15* | 7.5£0.85""  6.2£0.99"°  5.7+0.74"  9.6+0.53"
C18/20-22n3  26.9+4.38  52+1.02  10.4+1.96  27.1+3.47 | 22.9+2.53  9.9+3.28  10.9£1.04  33.6+5.95
n3/n6 0.2+0.01 0.2:+0.01 0.2+0.02  0.4+0.14 0.2::0.02 0.1£0.02 0.2+0.01 0.20.02
SPUFAt  49.1+1.22%°  43.7+1.26" 38.3+1.00° 51.5:1.13" | 49.4+1.28  46.9+2.03  44.3+0.83  49.7+0.99
Y Outros 0.8+0.19 1.80.21 1.420.66 1.0+£0.38 1.1£0.19 2.0+0.08 1.1£0.98 1.420.11

® Letras diferentes significam diferencas estatisticas (P<0.05) ao longo do ciclo anual para machos e fémeas. Valores
abaixo de 0.1 ndo foram considerados. ) SFA, Y MUFA, > PUFA, > PUFAn6, > C18n6, ) C20-22n6, > PUFAn3, > C18n3,
> C20-22n3 e Y PUFAt, sdo as somatorias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias
curtas de polinsaturados n6, cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3,

cadeias longas de polinsaturados n3 e polinsaturados totais. NE — ndo encontrado.
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Tabela 9: Perfil de acidos graxos (%) da fragdo polar do encéfalo de fémeas e machos de Siphonops

annulatus ao longo do ciclo anual (MédiatEPM).

AG (%) Fémeas Machos
Veriao Outono Primavera Veriao Outono Primavera
C14:0 0.4+0.03 0.5+0.06 0.6+0.31 0.8+0.40 0.6+0.04 0.4+0.11
C15:0 0.1+0.01 0.2+0.02 1.1+0.84 0.3+0.16 0.2+0.01 1.5£0.13
C16:0 9.8+1.24 9.3+0.95 7.1£1.50 10.2+5.11 11.6+1.21 11.4+2.25
C17:0 0.2+0.03 0.2+0.01 0.4+0.09 0.4+0.21 0.2+0.03 0.3+0.12
C18:0 18.6+0.88  19.5+1.12  18.0+1.28 18.9+9.43 18.6+0.83 16.9+0.75
C20:0 0.5+0.08 0.2+0.01 0.4+0.03 0.4+0.21 0.740.16 0.4+0.09
C21:0 0.2+0.07 NE 0.2+0.04 0.3+0.24 NE 0.10.00
C22:0 0.1£0.01 0.10.02 0.2+0.02 0.2£0.15 0.1£0.01 0.2+0.01
C23:0 5.1+0.21 NE NE NE NE NE
C24:0 0.20.02 NE 0.3+0.16 0.2+0.15 NE 0.1+0.01
SSFA 32.7+3.54  30.1+0.71  28.5+2.57 | 31.4%15.71 32.1+0.99 30.8+174
Cl4:1t 0.2+0.03 NE 0.2+0.14 0.3+0.18 0.1+0.00 NE
Cl15:1c 2.8+0.83 0.1+0.01 NE 1.120.80 0.1+0.01 NE
Cl16:1 1.840.18 2.2+0.38 1.5+0.43 1.9£0.99 2.60.19 1.6£0.26
Cl17:1c 1.4+0.58 NE NE 0.7+0.43 0.2+0.01 1.2+0.07
C18:1n9¢ 9.8£0.38  10.9+1.08 8.6+0.32 9.9+4.97 11.9+0.61 10.1+1.28
C18:1nl11 3.8+0.27 4.0+0.39 3.1+0.48 3.5£1.77 4.4%0.26 4.0+0.30
C20:1n9 1.5+0.04 0.6+0.16 0.6+0.09 0.6+0.31 0.4+0.09 0.2+0.00
C22:1n9 0.3+0.04 0.2+0.04 0.3+0.04 0.4+0.29 0.2+0.01 0.1+0.00
C24:1 2.7+0.47 1.4+0.53 3.1+1.63 1.4+0.71 2.0£0.31 1.1£0.42
YMUFA 20.6+1.30  19.6+2.21  17.5+0.38 19.249.59 21.8+1.27 17.9+1.77
C18:2n6¢ 0.8+0.13 0.7+0.11 0.9+0.11 1.2+0.62° 0.8+0.39" 0.7+0.06™
C18:2n6t 0.2£0.04 0.1+0.00 0.10.03 NE NE NE
C18:3n6 0.2+£0.04 NE 0.2+0.07 0.3+£0.14 NE 0.1+0.01
C20:2n6 1.30.14 0.7+0.29 0.6+0.31 0.9+0.48 0.7+0.07 0.7+0.25
C20:3n6 0.8+0.39 1.0£0.08 1.420.39 1.2£0.63 1.2£0.13 0.9+0.15
C20:4n6 20.1+0.69  223+1.15  21.6+0.91 19.7+9.87 19.4+0.92 23.4+1.47
C22:2n6 0.4+0.09 0.1+0.04 0.3+0.11 0.5+0.32 0.1+0.02 0.7+0.38
C22:4n6 3.6+1.40 5.3+0.51 7.440.16 6.143.05 4.4+0.12 5.6+0.90
C22:5n6 0.9+0.15 1.0£0.26 0.9+0.31 1.4+£0.73 0.8+0.08 1.34+0.12
YPUFAn6  27.4+2.19  31.3t1.47  33.7£1.05 | 31.4%15.72 27.5+1.07 33.4+2.02
> C18n6 1.0+0.07 0.7+0.10 1.3+0.21 1.5+0.76" 0.79+0.12° 0.8+0.05*
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>C20-22n6  26.5+2.25  30.5+1.42 32.4+1.26 29.9+14.95 26.7+1.04 32.5+1.97
C18/20-22n6  25.7+3.83  42.0+5.50 26.2+5.31 23.1+11.55 36.0+4.60 38.5+0.60

C18:3n3 0.3+0.19 NE 0.1+0.04 0.1+0.10 0.2+0.06 NE
C18:4n3 0.2+0.03 0.3+0.06 0.2+0.04 0.240.15° 0.5+0.17° NE
C20:3n3 NE NE NE 0.1£0.00 0.2+0.00 NE
C20:5n3 0.5+0.24 0.5+0.13 0.9+0.19 0.9+0.48 0.5+0.10 1.3+0.44
C22:4n3 0.6£0.16 NE NE NE NE NE
C22:5n3 0.7+0.32 0.840.19 1.2+0.17 0.9+0.45 0.7+0.02 0.9+0.10
C22:6n3 14.6+1.41 12.8+0.84 16.4+0.93 13.94+6.97 11.94+0.52 14.7+1.57
>PUFAnR3 16.6+1.69 14.6£1.05 18.9+1.37 16.0+8.01 14.0+0.52 17.0£1.25
>C18n3 0.3+0.09 0.3+£0.06 0.3+£0.08 0.2+0.09" 0.7+0.23" NE

>C20-22n3  16.3+1.60 14.3£1.09 18.6+1.28 15.8+7.92 13.3+0.49 17.0£1.25
C18/20-22n3  52.2+6.39 54.1+13.10  53.2+8.57 98.9+49.44 22.4+5.01 -

n3/n6 0.6+0.05 0.4+0.01 0.5+0.02 0.5+£0.25 0.5+0.01 0.5+0.02
> PUFAt 38.4£7.04  45.8+2.52 52.6+2.42 47.5+23.75 41.5+1.58 50.4+3.20
> Outros 2.0+1.20 4.3+0.62 1.30+0.23 1.9+0.95 4.6+0.37 2.5+0.00

* Letras diferentes significam diferencas estatisticas (P<0.05) ao longo do ciclo anual para machos e fémeas.
Valores abaixo de 0.1 ndo foram considerados. ) SFA, Y MUFA, Y PUFA, > PUFAn6, > C18n6, > C20-22n6,
>PUFAn3, >CI18n3, >C20-22n3 e YPUFAt, sao as somatérias dos acidos graxos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas de polinsaturados n6, cadeias longas de polinsaturados
n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3 e

polinsaturados totais. NE — ndo encontrado.
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Tabela 10: Perfil de acidos graxos totais (%) plasmaticos de fémeas e machos de Siphonops annulatus ao longo do
ciclo anual (Média + EPM).

AG (%) Fémeas Machos
Veriao Outono Inverno Primavera Veriao Outono Inverno Primavera
C14:0 0.4+0.12  0.4+£0.06  0.4%0.15 0.30.05 0.4+0.08  0.4+0.07  0.6+0.31 0.3+0.07
C15:0 NE 0.2+0.03 0.120.03 NE NE 0.2£0.02  0.2+0.07 NE
C16:0 12.120.83  13.8+0.54  112+1.88  9.5£0.59 | 12.0£1.00 1574219  153+134  11.4+1.64
C17:0 1.1£021  0.540.09  0.4+0.06 0.9+0.34 074022  0.4+40.05  0.5+0.05 0.8+0.12
C18:0 12,5025  10.1+0.45  8.3+0.55 10.6+1.07 | 1324032  11.4+0.28  8.140.90  10.9+0.19
C20:0 0.7£0.05  0.6+0.03 0.7+0.11 1.2+0.22 0.8£0.07  0.740.07  0.9+0.25 1.1+0.08
C21:0 0.5£0.07  0.2£0.00  0.3£0.07 0.6+0.06 0.5+0.03 NE 0.3+0.06 0.6+0.07
C22:0 2.140.16  1.4%0.21 1.840.35 3.8+0.66 204039  2.0+0.18 1.3+0.47 3.5+0.41
C23:0 1.3£0.18  1.1%0.16 1.1£0.02 1.5+0.09 1.3+0.31 0.8+0.09 1.140.28 2.3+0.27
C24:0 254038 2.9+0.50  2.2+0.40 3.7+0.48 2.6+0.73 1.8+0.19 1.7+0.47 4.3£0.58
Y'SFA 33.4+0.98  31.0+1.21  26.6+2.92  32.0£2.37 | 33.5+0.85  33.5+2.53  30.2+2.34  35.3+1.84
Cl14:1t 1.1£0.13 NE 0.10.00 0.2+0.04 0.7+0.20 NE 0.3+0.12 0.2+0.05
Cl15:1c 0.6£0.00 NE NE NE NE NE 0.20.01 NE
C16:1 13£020  1.3x0.18 1.3+0.58 0.9+0.13 1.1£0.10 1.4+0.09  2.1%1.15 0.8+0.07
Cl17:1c 0.3+0.00  0.1£0.04  0.3+0.08 NE 0.2+0.06  0.1£0.02  0.5+0.21 NE
C18:1n9¢ 18.3+£1.65 17.042.14  15.8+3.04  11.9£2.10 | 16.9+2.03  152+0.25  22.2+7.28  11.6£0.87
C18:1n11 374025 45036  3.8+0.62 3.9+0.74 35+0.17  43+0.15  3.7£0.22 3.4+0.25
C20:1n9 1.5£0.18  1.640.19  2.1+0.58 2.5+0.59 1.840.11 1.4+0.03 1.5+0.69 2.040.27
C20:1n11 NE NE NE NE NE NE 1.6+0.00 NE
C22:1n9 0.7£020  0.3£0.04  0.9£0.24 0.6£0.13 0.4+0.10  0.4£0.09  0.6£0.29 0.6+0.09
C24:1 12.4+1.43  10.1£0.82  182+4.53  24.7£3.09 | 13.042.96" 10.7+0.78" 14.4+2.89" 23.6+2.30°
YMUFA 38.4:£1.30  35.0+82.59  42.6£5.24  44.9+5.76 | 37.4+0.87" 33.5t1.16° 45.8+6.05" 42.3+1.29"
C16:2n4 0.30.11 NE 0.9+0.04 0.3+0.08 0.3+0.18 NE 0.4+0.06 NE
C18:2n6¢ 7.6£0.61*  4.8+0.79°  2.9+0.06°  3.3£0.54° | 8.0+£0.76°  7.5+0.59" = 42+0.63"° = 4.5+0.53
C18:2n6t 1.0+0.69 NE NE 1.2+0.67 0.5+0.28 NE NE 1.3+0.41
C18:3n6 0.5£0.05  0.4+0.09 1.4£1.05 0.4+0.09 0.4+0.08  0.3£0.00  0.3+0.07 0.4+0.06
C20:2n6 1.240.06  1.2+0.13 1.3+0.33 1.3£0.08 1.4+0.15 1.4+0.27  0.8+0.09 1.0+0.08
C20:3n6 3.04032  2.5+037  2.2+0.27 1.6£0.10 | 2.9+037®  3.8+0.17°  2.3%0.50®  1.9+0.13
C20:4n6 6.9+0.80°  11.041.90°  5.6£1.10®  5.4+1.39® | 6.6£0.74®  8.8+0.74*  5.7+1.15%  4.7+0.22°
C22:2n6 0.7+0.28*  8.8+1.13°  55+0.41"  1.6£0.93™ | 1.8+1.35®  4.5+0.00° 2.6+1.08™  2.0+£0.63
C22:4n6 1.6£0.20°  2.9+0.59°  22+0.39®  2.6£0.58™ | 1.8+0.21 2.6+0.34 1.7+0.39 1.5+0.16
C22:5n6 0.240.08  0.3£0.06  0.6+0.33 NE 0.2+0.02  02+0.02  0.2+0.03 NE
YPUFAn6  22.4+1.23 27.6+1.94  21.8+5.17  17.1+2.90 | 23.4+1.04" 26.2+2.24* 17.9+3.58" 16.9+1.16"
3 C18n6 8.6+0.48"  5.1+0.83°  4.3+1.09"  4.6:0.40° | 9.0£0.75°  7.7+0.52"  4.5£0.58"  6.1+0.58"
>C20-22n6  13.8+1.36" 22.5+2.02° 17.5:4.11°° 12.5+2.52" | 14.4£0.59°" 18.5+£2.23" 13.4£3.07"" 10.80.82"
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C18/20-22n6  1.6+0.24  5.6+1.31 4.1+0.33 2.7+0.36 1.6£0.14 244036  2.8+0.49 1.8+0.16
C18:3n3 0.2+0.04  02+0.04  0.2+0.04 NE 0.2+0.05  0.30.03 0.2+0.07 0.2+0.02
C18:4n3 0.3+0.03"  1.0£0.25°  0.2+0.06™  02+0.11® | 02+0.04  0.8£026  0.3£0.06 0.7+0.00
C20:3n3 NE 0.4+0.05 NE NE 0.240.01 0.2£0.00  0.2+0.00 0.240.04
C20:4n3 0.2+0.03  0.3+0.09  0.2+0.08 NE 0.3+0.04  0.2+0.02  0.4+0.12 0.240.01
C20:5n3 1.8£0.37  1.0+0.13 4.242.36 2.6+0.72 2.3+0.96 1.4+0.45 1.5+0.26 2.840.67
C22:4n3 1.1£0.00 NE NE 0.5+0.00 NE NE NE NE
C22:5n3 14051  1.6£0.28 1.7+0.50 1.2+0.38 0.9+0.12 1.5+0.24 1.4+0.24 1.1+0.13
C22:6n3 158044  1.840.33 1.7+0.51 1.4+0.38 1.6£0.26  2.4+0.43 1.4+0.54 1.0+0.15
Y PUFAn3 53+0.79  6.1£0.54  8.2+2.71 5.6+0.99 54+0.67  6.7+1.33  5.31.03 5.5+0.72
Y'C18n3 0.5£0.03""  1.3£0.24*  0.4£0.03"  0.20.09" 0.4+0.02 1.1+0.26 0.5+0.13 0.9+0.12
> C20-22n3 4.8+0.79  4.8+0.59  7.7£2.71 5.4+0.95 4.9+0.68  5.6x1.11 4.7+1.10 5.2+0.72
C18/20-22n3  10.1+2.05  4.6£0.93  16.8+5.62  20.7+2.10 | 10.7+1.44  5.1+0.92  10.2+2.79  20.1+3.57
n3/n6 0.2+0.03  0.2+0.02 0.3£0.06 0.3+0.03 0.240.03  0.240.03  0.320.05 0.3+0.03
YPUFAt 27.942.00 33.8+2.32  30.6+7.91  23.0£3.80 | 28.9+1.12°" 32.9+3.50° 23.5+4.41%" 22.3+1.79"
Y Outros 0.2£0.00  0.3£0.05  0.3:0.00 NE 0.2+0.03  0.120.01 0.4+0.12 0.10.00

® Letras diferentes significam diferengas estatisticas (P<0.05) ao longo do ciclo anual para machos e fémeas. Valores

abaixo de 0.1 nao foram considerados. Y SFA, YMUFA, Y PUFA, > PUFAn6, > C18n6, > C20-22n6, Y PUFAn3,

> Cl18n3, > C20-22n3 e Y PUFAt, sdo as somatorias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6,

cadeias curtas de polinsaturados n6, cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de

polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3 e polinsaturados totais. NE — néo encontrado.
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Figura 22: Esteroides gonadais em fémeas e machos de S. annulatus ao longo do ciclo anual. A) Estradiol. B)
Testosterona. C) Progesterona. @ Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas para

fémeas e machos ao longo do ciclo anual. * Simbolos diferentes significam diferencas estatisticamente
significativas entre 0s sexos.
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Figura 23: Correlacdo de Pearson. A) Correlacdo entre as concentracdes de testosterona e

estradiol para fémeas de S. annulatus. B) Correlacdo entre as concentracdes de testosterona

e estradiol para machos de S. annulatus.
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Figura 24: Relacéo E2/T encontrada em machos e fémeas ao longo do ciclo anual.
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5. DISCUSSAO

Algumas espécies de cecilias dependem da chuva para garantir as propriedades
hidricas apropriadas para a reproducdo. Neste caso, quando as condi¢des sdo ideais,
esses anfibios detectam os ciclos ambientais e apresentam as modificagdes enddcrinas e
fisiologicas necessarias (EXBRAYAT & DELSOL, 1985). Contudo, pouco ainda ¢
conhecido sobre as bases fisiologicas que modulam a reproducdo sazonal de
Gymnophiona (JARED et al., 1999; EXBRAYAT, 2006).

Neste estudo, foram analisados diferentes parametros morfologicos e
fisioldgicos que estdo intimamente associados a reprodugdo. Os resultados demonstram
que as fémeas e os machos de S. annulatus apresentaram alteragdes no metabolismo de
lipidios, proteinas e 4cidos graxos, bem como variagdes na concentragdo dos esteroides
gonadais ao longo do ciclo anual. De forma geral, essas varia¢cdes atuam promovendo a
maturacdo gonadal e este ¢ o primeiro estudo que abrange as diferentes variaveis
fisiologicas (metabolicas e endocrinas) que regulam a oogénese e a espermatogénese de

S. annulatus, mantidas em cativeiro, ao longo do ciclo anual.

5.1 Sazonalidade

As observagdes obtidas com as andlises histologicas demonstraram que os
animais coletados durante o inverno apresentaram as gonadas mais desenvolvidas, ou
seja, as fémeas com oo6citos vitelogénicos e machos com espermatozdides, do que os
animais em outras estacdes, incluindo primavera e verdo. Observacdes em campo de
Siphonops annulatus no sul da Bahia descrevem o inicio da atividade reprodutiva em
julho, com o nascimento dos filhotes ocorrendo no fim da primavera e inicio do verao
(Jared & Antoniazzi, 2005). Com base nessas informacdes, podemos sugerir que S.
annulatus criados em cativeiro no presente trabalho ja apresentavam as gonadas
desenvolvidas, aptas a copula no periodo do inverno, corroborando as informagdes do
ambiente natural.

Muitos anuros e salamandras habitam ambientes tropicais e iniciam a
reproducdo e/ou oviposi¢do durante o periodo de chuvas (HEYER, 1973; SPIELER &
LINSENMAIR, 1997). Contudo, ndo ¢ claro se as cecilias apresentam uma correlagao
sazonal similar em seu comportamento reprodutivo. Estudos anteriores sugerem que a
reprodug¢do pode ser relacionada as mongdes em uma cecilia ovipara, Ichthyophis,
encontrada na India (SESHACHAR et al., 1982), no Sri Lanka (SARASIN &
SARASIN, 1887-1890) e na Tailandia (HIMSTEDT, 1996). Um trabalho mais recente
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para Icthyophis cf. kohtaoensis da Tailandia demonstrou que a atividade reprodutiva e a
eclosdo das larvas sdo sazonais e altamente correlacionadas as mongdes (KUPFER et
al., 2004), suportando as observagdes dos outros autores.

Entretanto, sapos e ras em laboratdrio tendem a apresentar um desenvolvimento
oocitario menos sincronico e a atresia das células germinativas ¢ mais comum do que na
natureza (JORGENSEN et al., 1992). Adicionalmente, Typhlonectes compressicauda,
uma espécie de cecilia vivipara, quando reproduzida em cativeiro apresentou uma
modifica¢do no ciclo espermatogénico e a vitelogénese foi retardada, assim o ciclo entre
os machos e as fémeas se tornou dessincronizado (EXBRAYAT & LAURENT, 1986).

De forma geral, a variacao anual da precipitacdo parece ser o principal fator na
indug¢do da periodicidade reprodutiva em anfibios, incluindo as cecilias. Contudo, a
auséncia dessas variacdes ambientais em cativeiro, devido a manutengdo constante dos
fatores abioticos, dificulta a captagdo pelos animais dos estimulos necessarios para a
reproducdo. No presente trabalho, os animais parecem se preparar para a reprodugao,
mas por um motivo ainda ndo esclarecido ndo ocorre a copula. Desta forma, o

desencadeamento normal das fases subsequentes do ciclo reprodutivo foi alterado.

5.2 Parametros morfologicos

Os dados obtidos para a massa corporea € comprimento nao apresentaram
nenhuma varia¢do anual significativa, mesmo para as fémeas, nas quais a massa das
gonadas parece interferir na massa corpérea. Assim, ndo foi possivel estabelecer
nenhuma relagdo entre esses parametros e o estadio do ciclo reprodutivo nos quais os
animais se encontravam. Além disso, no presente trabalho esses dados também nao
foram bons indicadores para diferenciar o sexo em S. annulatus.

De modo geral, o dimorfismo sexual descreve diferencas intraespecificas em
tamanho, forma ou caracteristicas entre machos e fémeas (FAIRBAIRN, 2007). As
diferencas sexuais no tamanho corpdreo estdo difundidas nos animais e muitas hipoteses
explicam a existéncia do dimorfismo sexual de tamanho. E bem documentado que o
tamanho da prole, e em alguns casos dos ovos e o sucesso reprodutivo, aumentam com
o tamanho corporeo das fémeas em muitas espécies oviparas como, a maioria dos
peixes (WOOTTON, 1979), anfibios (WELLS, 2007) e répteis (SHINE, 1994; COX et
al., 2007).

Em cecilias, a morfologia uniforme, com auséncia de caracteres sexuais

secundarios obvios, prejudica as comparagdes interssexuais. Contudo, Delétre &
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Measey (2004) sugerem que os machos de Schistometopum thomense usam a sua
cabeca mais larga para atracar as fémeas durante o acasalamento. Ao contrario disso,
um estudo realizado com Ichthyophis cf. kohtaoensis utilizando diferentes parametros
morfoldgicos, demonstrou que as fémeas foram significativamente mais longas do que
os machos e, consequentemente os outros caracteres analisados para o corpo e a cabega
apresentaram tamanho relacionado. Contudo, quando os resultados foram ajustados para
o tamanho de cada animal, apenas o disco cloacal se apresentou maior nas fémeas do
que nos machos (KUPFER, 2009). Diferencas sexuais no nimero de anéis e vértebras
foram também reportadas para uma espécie de cecilia, Scolecomorphus uluguruensis
(NUSSBAUM, 1985). Deste modo, particularmente em relagdo a espécie S. annulatus,
uma das dificuldades encontradas no estudo de sua reproducdo estd relacionada a
auséncia de caracteristicas externas que possibilitem a diferenciacdo entre os sexos.

Apesar disso, variagdes anuais dos valores de IGS e IHS foram encontradas para
as fémeas e os machos de S. annulatus. Como ja mencionado, as cecilias observadas
durante o inverno apresentaram um desenvolvimento gonadal em estddio mais
avancado, com presenca de oocitos vitelogénicos nos ovarios e espermatozdides nos
testiculos, o que refletiu em uma massa ovariana e testicular maior, corroborando os
dados obtidos para o IGS no presente trabalho.

Segundo Sayer et al. (1995), alteragdes nos valores de IHS em peixes durante o
ciclo reprodutivo podem ser devido a utilizacdo do figado como 6rgdo de reserva
energética. Adicionalmente, a correlagdo inversa observada entre IGS e IHS em
algumas espécies pode ser devido @ mobiliza¢ao de substratos hepaticos para as gdnadas
durante o processo de reproducdo, principalmente a vitelogénese. Essa correlagao
inversa entre IGS e IHS ndo foi encontrada para as cecilias no presente estudo, pois
ambos os indices apresentaram-se elevados no inverno. Este aumento parece ser devido
a deposi¢do de substratos, mais especificamente lipidios, no figado e nas gonadas de S.
annulatus em ambos os sexos. Assim como visto para as cecilias do presente trabalho,
uma espécie vivipara, Typhlonectes compressicauda, apresentou também aumento da
massa do figado e das gonadas durante o periodo reprodutivo (EXBRAYAT, 1988).
Esses resultados demonstram a importancia do tecido hepatico como reserva de
substratos neste periodo.

Mesmo ndao havendo diferenga estatistica significativa, as fémeas de S.
annulatus tendem a apresentar durante o inverno o valor de IGS maior do que os

r \

machos. Este dado ¢ esperado, devido a intensa mobilizacdo de substratos para os
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ovarios sob a forma de vitelogenina, uma vez que nos testiculos essa deposi¢ao lipidica

¢ incipiente.

5.2.1 Anatomia do sistema reprodutor feminino e oogénese

O sistema reprodutor das fémeas de S. annulatus no presente trabalho foi
semelhante ao que foi descrito para outras espécies de cecilias, como Caecilia gracilis,
Ichthyophis glutinosus (SPENGEL, 1876 apud SMITA et al., 2004), Hypogeophis
rostratus (TONUTTI, 1931), C. ochrocephala, Gegenophus ramaswami, Geotrypetes
seraphinii, Rhimatrema bicolor, Scolecomorphus kirkii, Typhlonectes compressicauda,
Boulengerula taitanus, B. uluguruensis (WAKE, 1968), Dermophis mexicanus (WAKE,
1980), Ichthyophis beddomei (MASOOD-PARVEEZ & NADKARNI, 1993) e
Chthonerpeton indistintum (BEROIS & DE SA, 1988), corroborando também as
descrigdes ja apresentadas para S. annulatus por Spengel (1876 apud SMITA et al.,
2004) e Wake (1968). Contudo, nas espécies viviparas uma por¢do do oviduto é
diferenciada em uma estrutura semelhante ao utero (EXBRAYAT, 2006).

Em algumas espécies, os ovarios contém de 3 a 12 odcitos maduros que
apresentam 2mm de didmetro; outros sdo caracterizados por terem de 20 a 30 odcitos
com 2 a Smm de didmetro, ¢ ha ainda espécies nas quais os ovarios possuem de 50 a
100 pequenos oocitos com menos de Imm de didmetro (WAKE, 1968). No presente
trabalho, foi possivel verificar uma grande quantidade de odcitos presente nos ovarios,
corroborando os dados descritos por Wake (1968) para S. annulatus.

Contudo, parece que alguns odcitos sdo degenerados ao longo do
desenvolvimento oocitario, pois encontramos nas fémeas menos desenvolvidas uma
quantidade muito maior de odcitos com um menor tamanho, comparado as fémeas
vitelogénicas coletadas durante o inverno, que apresentaram os Ovarios com um nimero
reduzido de odcitos, mas com maior diametro. Adicionalmente, estes dados sugerem o
aumento progressivo dos odcitos devido a incorporacao de vitelo, o que foi corroborado
pelas andlises histoldgicas. Além disso, como ja relatado, esses ooOcitos maiores
refletiram em um maior valor de IGS encontrado para as fémeas no inverno.

Uma grande quantidade de corpos gordurosos foi observada aderida aos ovarios,
caracteristica muito comum a maioria dos anfibios (WELLS, 2007). De acordo com
Exbrayat & Estabel (2006), estes orgdos apresentam um ciclo correlacionado aos
periodos de reproducdo. Em Gymnophiona, os corpos gordurosos sdo Orgdos

segmentados pareados, compostos por 8 a 30 lobos, sendo seu tamanho variado e
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relacionado ao tamanho do animal (WAKE, 1968), como observado no presente
trabalho.

Com relagdo a histologia dos ovarios, ndo ha nenhum estudo preciso dos
estagios da oogénese para Gymnophiona. Os odcitos e foliculos foram descritos para
algumas espécies como Chthoneperton indistinctum (BEROIS & DE SA, 1988);
Typhlonectes compressicauda (EXBRAYAT, 1983; 1986), Ichthyophis beddomei
(MASOOD-PARVEEZ, 1987, MASOOD-PARVEEZ & NADKARNI, 1993),
Ichthyophis tricolor e Gegeneophis ramaswamii (BEYO et al., 2007a, 2007b, 2008a,
2008b). Contudo, cada autor apresenta uma denominagao diferente para os estagios do
desenvolvimento oocitario. No presente trabalho foi adotada a classificagao proposta
por Masood-Parveez & Nadkarni (1993) para Ichthyophis beddomei, uma espécie
ovipara.

Durante o ciclo reprodutivo anual, as oogonias e as células foliculares derivadas
do tecido gonadal (estroma) associam-se para formar o foliculo, num processo
denominado de foliculogénese. Os foliculos sofrem uma transformacdao envolvendo
alteracdes no oocito, nas células foliculares da granulosa e da teca e originam os 06citos
pré-vitelogénicos. Posteriormente, esses odcitos entram na fase vitelogénica na qual
ocorre o acumulo de vitelo (BEYO et al., 2007a, 2007b). Deste modo, o odcito se
associa as células somaticas granulosas e se torna uma estrutura funcional conhecida
como foliculo ovariano. Todas essas alteragdes foram encontradas também nas fémeas
de S. annulatus no presente trabalho.

Na literatura, os termos, células granulosa e células foliculares, t€m sido
utilizados sinonimamente. No presente trabalho foi adotado o termo células granulosas
e a denominacdo de camada folicular foi utilizada referindo-se a todo o envoltério do
odcito (teca e granulosa).

Apds a formagao do foliculo as células da granulosa permanecem como uma
simples camada de células na maioria dos anuros, urodelos (SAIDAPUR, 1989; DE
OLIVEIRA & SANTOS, 2004), quelonios e crocodilianos (URIBE & GUILLETTE,
2000; CALDERON et al., 2004), ou diferenciada em uma estrutura consistindo de 3
tipos celulares, como em Torpedo marmorata (MARINA et al., 2004), Scinax
fuscovarius (DE OLIVEIRA & SANTOS, 2004). Nas cecilias as células foliculares
granulosas permanecem como uma estrutura simples homogénea, ou se tornam uma
estrutura heterogénea simples ou ainda uma estrutura heterogénea em multicamadas.

Trabalhos realizados com microscopia eletronica para observacdo da oogénese em |.
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tricolor ¢ G. ramaswamii demonstraram a ocorréncia de dois tipos de células
granulosas, as claras e as escuras. Contudo, antes da transformag¢ao dos foliculos pré-
vitelogénicos em vitelogénicos, todas as células da granulosa se tornam escuras (BEYO
et al., 2007a). Como no estudo que realizamos com S. annulatus foi utilizada apenas a
técnica de microscopia de luz, ndo podemos afirmar se houve ou ndo diferencas nos
tipos celulares da granulosa.

As células da granulosa formam a interface entre os capilares sanguineos e o
odcito e participam de fungdes criticas no sequestro da vitelogenina do plasma para o
oocito (VILLECCO et al., 2002; URIBE, 2003), na formagao do envelope vitelinico
(DUMONT & BRUMMET, 1978), na biossintese de esteréides (MAHMOUD et al.,
2006), na produgdo do hormonio indutor da maturagao final (PATINO et al., 2001) e na
sintese ¢ secrecdo de componentes do envelope vitelinico (CABADA et al., 1996).
Contudo, a possivel funcdo destas células foliculares nestes aspectos nas cecilias ainda
esta sob investigacdo (BEYO et al., 2007a).

Como visto para as fémeas de S. annulatus, durante a vitelogénese o odcito
aumenta em tamanho e a interface foliculo/odcito € gradualmente transformada. Os
granulos de vitelo observados no citoplasma dos oocitos de S. annulatus sao
constituidos de lipovitelina e fosvitina, que sdo produzidas no figado como um material
precursor da vitelogenina (SANCHEZ & VILECCO, 2003). Contudo, o vitelo ndo ¢
formado apenas pelos substratos provenientes do figado. Em Xenopus laevis, durante o
periodo vitelogénico, 80-90% do total de proteinas do odcito ¢ derivado da captagdo de
vitelogenina do plasma, enquanto os outros 10-20% sao sintetizados pelo proprio odcito
pelo processo de autossintese (OPRESKO & WILLEY, 1987). O mesmo foi observado
na cecilia G. ramaswamii (BEYO et al., 2008Db).

Apos a ovulagdo desses odcitos vitelogénicos, em espécies viviparas, o foliculo
se torna um corpo lateo. Esta estrutura tem sido também observada em muitas espécies
de cecilias oviparas (TONUTTI, 1931, WAKE, 1968). No presente trabalho, uma
estrutura semelhante ao corpo luteo foi também encontrada. Apds a ovulagdo, as células
foliculares proliferam e invadem o espago central, formando uma cavidade cheia de
uma substancia. Em Typhlonectes compressicauda, a atividade da enzima 3f3
hidroxiesterdides desidrogenase (33-HSD), enzima da via esteroidogénica, tem sido
analisada nas células do corpo luteo, evidenciando uma atividade enddcrina relacionada
a gravidez (EXBRAYAT, 1986). Contudo, ainda ndo foi estabelecida a funcdo do corpo
luteo em espécie oviparas (EXBRAYAT, 2006).
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Além de todas as estruturas apresentadas, foram observados também foliculos
atrésicos nas fémeas de S. annulatus analisadas. De modo geral, ao longo do ciclo
reprodutivo das cecilias, oviparas e viviparas, certos oocitos se degeneram e os foliculos
correspondentes desenvolvem-se em corpos atrésicos. Em |. beddomei dois tipos de
foliculos atrésicos foram reconhecidos. O primeiro tipo envolve a atresia durante o
crescimento do foliculo, no qual os 06citos degeneram-se in Situ e sdo reabsorvidos. No
segundo tipo, ocorre a atresia de odcitos vitelogénicos, caracterizado pela hipertrofia
das células granulosas que se multiplicam e invadem o oocito. Essas células se tornam
fagociticas degenerando o 06cito, numerosos vasos sanguineos invadem a teca que se
prolifera e, finalmente o foliculo ¢ reduzido a uma massa integrada ao tecido conectivo
(MASOOD-PARVEEZ, 1987). Massod-Parveez & Nadkarni (1993) descreveram 5
estagios para esse segundo tipo de atresia. Os foliculos atrésicos encontrados nos
ovarios de S. annulatus no presente trabalho sdo semelhantes ao terceiro estagio dos
odcitos atrésicos descritos para I. beddomei.

O ciclo sexual de fémeas de Gymnophiona oviparas parece ser anual,
descontinuo e obedece a um regime sazonal. Em |. beddomei, as oogonias sdo
produzidas ao longo do ano, mas sofrem divisdes apenas no fim do verdo. Pequenos
odcitos envolvidos por uma camada de células estdo presentes também ao longo do ano.
O diametro dos foliculos aumenta progressivamente na primavera, quando os primeiros
odcitos vitelogénicos aparecem. No verdo, a estagdo reprodutiva, os o0citos sio
liberados no oviduto e durante o outono e inverno, os ovarios regridem. Os ovos sdo
postos pelas fémeas em janeiro ap6s a fertilizagdo interna. Assim, o ciclo sexual anual
desta espécie ¢ dividido em 3 principais fases: pré-reprodutiva (agosto a novembro);
reprodutiva (dezembro a fevereiro) e pos-reprodutiva (mar¢o a julho) (MASOOD-
PARVEEZ, 1987; MASOOD-PARVEEZ & NADKARNI, 1993).

No presente trabalho foi possivel identificar variagdes no desenvolvimento
gonadal de Siphonops annulatus, contudo a oogénese segue um padrao sazonal
contrario ao apresentado para |. beddomei. As fémeas de S. annulatus foram
encontradas em um estdgio de maturacdo avangada, incluindo vitelogé€nica, durante o
inverno (Fig. 7A), sendo que as fémeas coletadas no verdo apresentaram muitos ninhos
de oogodnias e odcitos I (Fig. 5A). Essa diferenca deve-se possivelmente a diferencas no

ambiente em que ambas espécies sdo encontradas.
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5.2.2 Anatomia do sistema reprodutor masculino e espermatogénese

Assim como visto para as fémeas, a anatomia genital dos machos de S.
annulatus ¢ semelhante ao que tem sido descrito para outras espécies (SPENGEL, 1876;
TONUTTIL, 1931; SESHACHAR, 1936; WAKE, 1968; EXBRAYAT, 1985, 1992;
ANJUBAULT & EXBRAYAT, 2000; SMITA et al., 2004). Deste modo,
NOBLE (1931 apud WAKE, 1968) descreveu que o testiculo de cecilias ¢ geralmente
composto por uma série de lobos ovais de mesmo tamanho, conectados uns aos outros
por um ducto central e portando uma série de ductos transversos que transportam os
espermatozoides, corroborando as observagdes descritas para os machos de S. annulatus
no presente trabalho.

Entretanto, podemos encontrar variacdes no tamanho dos lobos. Em
Uraeothphylus oxyurus, o lobo central é maior, ja em Geotrypetes seraphini, Siphonops
brasiliensis, Chthoneperton viviparus e Typhlonectes compressicauda o lobo anterior
ou posterior ¢ maior (WAKE, 1968), como foi observado para S. annulatus no presente
trabalho. Ao contrario disso, em Dermophis mexicanus, cada testiculo é constituido por
um simples lobo alongado com constrigdes mostrando a fusdo entre as unidades
(WAKE, 1968).

Usualmente, o numero de lobos também pode variar, mas isto ndo estad
relacionado ao tamanho ou idade do animal. (EXBRAYAT & ESTABEL, 2006).
Typhlonectes compressicauda possui mais ou menos 12 lobos em cada testiculo, com
variagOes entre o lado direito e esquerdo (EXBRAYAT, 1986). Estudos realizados por
Smita et al. (2004) mostraram que a organizagdo dos testiculos de Ichthyophis tricolor
(7-11 lobos) e Uraeothplhus cf. naraya (9-12 lobos) correspondem também ao que ja
foi reportado para outras espécies de cecilias, como em Ichthyophis glutinosus (11-14
lobos) e Uraeothplhus sp. (SESHACHAR, 1936). Contudo, como apresentado no
presente estudo, o nimero de lobos nos testiculos das cecilias € sujeito a variagdes, nao
apenas entre espécies, mas também entre individuos da mesma espécie.

As diferengas macroscdpicas encontradas nos testiculos foram relacionadas ao
estadio de maturacdo gonadal e refletiram nas alteragdes do IGS ao longo do ano, sendo
que os maiores valores foram encontrados para os animais coletados durante o inverno,
periodo no qual os testiculos estavam maiores, bem vascularizados e em
espermatogénese ativa. Essa diferenca foi também descrita para os machos de

Boulengrula taitanus na India, os quais apresentaram testiculos mais desenvolvidos e
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vascularizados em novembro, durante a fase de espermatogénese ativa (MEASEY et al.,
2008).

Adicionalmente, a espermatogénese em cecilias, do tipo cistica, tém sido
extensivamente estudada (SPENGEL, 1876; SESHACHAR, 1936; WAKE, 1968;
EXBRAYAT, 1986; EXBRAYAT & DANSARD, 1992, 1993, 1994; SMITA et al.,
2003, 2004, 2005). De modo geral, os estudos revelaram que a estrutura dos lobulos ¢
hexagonal ou circular dependendo da espécie. No trabalho de Smita et al. (2004), ja
mencionado, os autores descreveram a estrutura dos lobos como hexagonais para
Ichthyophis tricolor e circulares para Uraeotyphlus cf. narayani, para B. taitanus,
Measey et al. (2008) descreveram como circulares, e no presente trabalho foram
encontrados lobos circulares, corroborando o que foi mencionado sobre a variagdo
interespecifica da estrutura lobular em cecilias.

Segundo Wake (1968), cada l6bulo esta envolvido por uma membrana basal e
uma rede de fibras e células suporta as células germinativas e as células de Sertoli. Foi
proposto por Seshachar (1936) que o tecido intersticial ocupa a area triangular entre os
l6bulos. A maior parte da 4rea intersticial consiste de células de Leydig, mas pouco ¢
conhecido sobre sua fungdo na secrecdo dos hormonios masculinos e na regulacdo da
espermatogénese. Contudo, o tecido intersticial mostrou variagdes correlacionadas ao
ciclo sexual e ao desenvolvimento dos Orgdos sexuais em muitos machos de
Gymnophiona. Tais correlagdes sugerem que as células de Leydig estdo envolvidas no
desenvolvimento de caracteres sexuais (SMITA et al., 2006). No presente trabalho,
essas correlagdes nao foram feitas, entretanto, podemos notar que os animais em fase de
quiescéncia sexual apresentaram uma grande darea intersticial nos testiculos em
comparagdo aos machos em espermatogénese ativa, nos quais esta area se mostrou
reduzida. Em Gymnopis multiplicata foi observado um tecido intersticial bem
desenvolvido quando os lobulos continham apenas espermatogonias primdrias e, entao
uma diminui¢do deste tecido com o avanco da espermatogénese (WAKE, 1968).
Variagdes da area intersticial foram estudadas também em Typhlonectes
compressicauda mostrando que, durante os periodos nos quais as células germinativas
consistiam apenas de espermatogénias primdrias e secundarias o tecido intersticial
ocupava 28% da darea total de superficie, provavelmente devido a diminuicdo dos
l6bulos, ao contrario disso, a area intersticial foi minima durante a fase reprodutiva

(ANJUBAULT & EXBRAYAT, 2000, 2004).
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Na area intersticial dos testiculos de S annulatus observamos os ductos
coletores, os quais parecem assumir uma grande importancia no contexto da geragcao de
espermatogonias a partir do epitélio do ducto (SESHACHAR, 1936). No presente
trabalho, foi possivel observar espermatogdnias proximas ao epitélio dos ductos
coletores, o que pode evidenciar a origem dessas células germinativas. Smita et al.
(2006) confirmaram a origem das espermatogonias primdrias a partir do epitélio do
ducto coletor em Ichthyophis tricolor e Uraeotyphlus cf. narayani.

Como ja mencionado, cada lobulo estd envolvido por uma membrana basal e
uma rede de fibras e células, formando uma matriz, na qual as células germinativas
estdao imersas (SESHACHAR, 1936; WAKE, 1968), o que foi observado para S.
annulatus no presente trabalho. De acordo com os autores, essa matriz ¢ composta
essencialmente de lipidios, um substrato com valor nutricional, que serve para suporte e
manuten¢do das células germinativas nos l6bulos. Sendo assim, ¢ esperado que o
volume desta matriz lipidica aumente com o aumento do tamanho dos l6bulos durante a
fase de espermatogénese ativa, o que pode ter contribuido para o maior valor de IGS e
para as elevadas concentragdes de lipidios testiculares encontrados nos machos
coletados na estacdo de inverno. Adicionalmente, durante a espermatogénese, seja no
padrdo cistico como em peixes e anfibios ou no padrdo ndo cistico, como em outros
vertebrados, as cé¢lulas germinativas dos testiculos estdo intimamente associadas com as
células Sertoli (SMITA et al., 2003), como pode ser visto para S. annulatus na figura
13B.

Em adigdo a estrutura dos 16bulos, células midides foram observadas aderidas a
membrana basal. Essas células apresentam caracteristicas contrateis, semelhantes a
células musculares lisas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Em mamiferos, as
células miodides sdo encontradas ao redor dos tibulos seminiferos sendo importantes na
contragdo dos tubulos para movimentagao de fluidos e espermatozédides (RUSSELL et
al., 1990).

Em geral, mesmo a espermatogénese sendo tao estudada em Gymnophiona, ndo
ha nenhum estudo que identifique os estagios correspondentes na espermatogénese de
cecilias. Spengel (1876 apud SMITA et al., 2004), na descrigdo da espermatogénese em
Caecilia gracili, Ichthyophis glutinosus e Siphonops annulatus, identificou sete estagios
de diferenciacdo das células germinativas, corroborando entdo os estagios encontrados
para S. annulatus mantidos em cativeiro no presente trabalho. Seshachar (1936)

descreveu seis estdgios das células germinativas: espermatogdnia primaria,
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espermatogonia secundaria, espermatocito primario, espermatocito secundario,
espermatide e espermatozoide. Exbrayat & Sentis (1982) identificaram séries isogénicas
de células germinativas em Tiphlonectes compressicauda, como espermatogdnia
primaria, espermatogdénia secundaria, espermatocito primario, espermatocito
secundario, espermatide, espermatozoides jovens, espermatozéides e espermatozoides
livres. Nos estudos da espermatogénese de Ichthyophis tricolor e Uraeotyphlus
narayani, Smita et al. (2004) identificaram o mesmo numero de estagios da
classificacdo antiga de van Oordt (1956): espermatogdnia primaria e secunddria,
espermatocito primdrio e secundario, espermatide arredondada e alongada e
espermatozoéides, como o descrito também para S. annulatus no presente trabalho.

Células ameboides foram observadas nos ductos espermaticos juntamente com
os espermatozoides. Estas células possuem uma forma irregular apresentando de poucas
a muitas protuberancias pseudopodiais. As células amebdides sdo encontradas no limen
dos cistos, aumentando a sua abundancia com o avango dos estagios da
espermatogénese. A origem e a funcao das células ameboides sdo pouco conhecidas,
mas de acordo com Smita et al. (2005), observagdes feitas por microscopia de luz
revelaram uma fungdo fagocitica dessas células.

Uma caracteristica comum a espermatogénese de cecilias e outros anfibios é que
todas as células em um simples cisto representam o mesmo estagio de diferenciacao e
maturagdo (LOFT, 1974; OLIVEIRA & VICENTINI, 1998; SANTOS & OLIVEIRA,
2008). Contudo, a grande diferenga entre a espermatogénese desses grupos ¢ que em
salamandras e anuros, os lobos testiculares possuem todos os cistos germinativos se
desenvolvendo no mesmo estadio de maturagdo dentro do l6bulo e os espermatozoides
sao liberados diretamente no limen de um ducto coletor central (WAKE, 1968). Além
disso, Seshachar (1936) reportou que a matriz de lipidio observada dentro dos 16bulos
em cecilias ndo esta presente em nenhum outro grupo de anfibio.

Os machos de anfibios geralmente apresentam um ciclo testicular anual
caracterizado por um periodo quiescente no final do outono e inverno (PANIAGUA et
al., 1990). Gallien (1959) revisou a influéncia da sazonalidade na reprodugdo em anuros
e urodelos e concluiu que a reprodugdo ¢ invariavelmente correlacionada com a
primavera e regimes de aumento ou temperatura 6tima em espécies de zona temperada e
tropical. De modo geral, os machos de cecilias apresentam um ciclo anual descontinuo
que ¢ caracterizado, em todas as espécies estudadas, por uma fase de reproducdo, que

ocorre na estagdo umida ou chuvosa, e outra de inatividade sexual que corresponde ao
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periodo de seca. Em Icthyophis glutinosos, uma espécie ovipara no Sri Lanka, apenas
espermatogonias foram observadas nos testiculos durante o inverno. Na primavera,
essas células se diferenciaram em espermatozoides que foram liberados durante o verdo,
na estacao reprodutiva (SARASIN & SARASIN, 1987-1890).

Para Ichthyophis tricolor, coletados na India, trés principais periodos
reprodutivos foram encontrados: espermatogénese ativa, regressao e quiescéncia. A
quiescéncia sexual foi observada durante a primeira mong¢do, entre abril e junho,
seguida pela espermatogénese ativa no inicio da segunda mongdo, em julho,
considerando que a regressdao corresponde ao longo periodo inter-mongao, durante o
qual as células germinativas morrem devido a apoptose. Uma observagdo interessante ¢
que neste estudo os testiculos foram observados em regressao em junho e, rapidamente,
em julho (verdo), entraram na fase de espermatogénese ativa (SMITA et al., 2005).

Deste modo, podemos sugerir que as observacdes feitas por Gallien (1959)
podem ser aplicadas também para a maioria dos machos de cecilia, incluindo a espécie
analisada no presente trabalho. Como ja mencionado, os machos de S. annulatus em
cativeiro foram observados com espermatogénese ativa durante o inverno, estacdo
umida e chuvosa no sul da Bahia, enquanto nas outras estacdes do ano (primavera,
verdo e outono) foram encontrados tanto machos com testiculos em regressdo quanto

em quiescéncia.

5.3 Parametros metabolicos

5.3.1 Padréo de deposicao e mobilizacao dos lipidios em fémeas e machos

Como ja reportado, os animais que apresentam reproducdo sazonal detectam as
variagcdes dos estimulos ambientais, que sdo transduzidas em respostas endocrinas e
metabolicas. Desta forma, um problema encontrado por esses animais no ambiente ¢ a
disponibilidade e consequentemente o armazenamento de energia (JARED et al., 1999).
Sendo assim, quando o alimento ¢ abundante e o requerimento energético ¢ baixo, a
energia ¢ acumulada e direcionada para todos os processos necessarios para
sobrevivéncia do individuo e da populagdo, incluindo crescimento, manutencao,
termorregulacdo e reproducdao. Por outro lado, quando a energia ¢ escassa, 0s
mecanismos fisioldgicos tendem a favorecer aqueles processos que garantem apenas a
sobrevivéncia do individuo e neste caso, a reproducdo ¢ retardada (SCHENEIDER,

2004).
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Deste modo, o acimulo de lipidios, como fonte de energia, nos diferentes
tecidos ¢ altamente dependente da qualidade nutricional, bem como da estagao do ano e
do estagio de desenvolvimento e reproducdo do animal (SHERIDAN, 1994). Para as
cecilias, o figado e os corpos gordurosos sdo importantes 6rgdos de reserva de lipidios,
que apresentam um grande papel no processo reprodutivo (EXBRAYAT, 1988).

Durante a vitelogénese, o figado ¢ estimulado pelo hormoénio estradiol a
sintetizar a vitelogenina, uma fosfoglicolipoproteina, que dentre seus diferentes
componentes ¢ formada por lipidios mobilizados dos 6rgaos de reserva e incorporados
nos oocitos por pinocitose (CARNEVALI & MOSCONI, 1992). Desta forma, ¢
esperado que as fémeas armazenem uma grande quantidade de lipidios nos tecidos de
reserva em um periodo que antecede a vitelogénese, para que posteriormente esse
substrato seja mobilizado para a sintese da VTG, aumentando assim a concentragao de
lipidios nos ovérios e, consequentemente a diminui¢ao nos outros tecidos.

Ao contrario disso, no presente trabalho encontramos uma redugdo dos lipidios
em todos os tecidos analisados durante o outono (estacdo que antecede a vitelogénese
das fémeas no presente trabalho), seguido por um aumento no inverno, quando
encontramos as fémeas vitelogénicas. Devido a grande quantidade de corpos gordurosos
encontrados nestes animais e a grande importancia deste tecido para a reprodugdo em
cecilias, podemos sugerir que a diminuig¢do dos lipidios no figado € no musculo durante
o outono seja decorrente da utilizagdo deste substrato como fonte de energia, enquanto
os lipidios obtidos a partir da dieta parecem estar sendo depositados no tecido adiposo
para repor os estoques. Quando chega a fase de vitelogénese, no inverno, novamente a
concentragdo lipidica aumenta no figado, mas este aumento ndo ¢ decorrente de uma
deplecdo do substrato em nenhum outro tecido analisado, indicando que possivelmente
os lipidios tenham sido mobilizados dos corpos gordurosos para o figado e, finalmente
para os ovarios, resultando no crescimento folicular observado durante o inverno. Essa
mobilizacdo pode ser confirmada pelo aumento de lipidios plasmaticos observado nas
fémeas durante o inverno. Desta forma, o aumento do IGS neste periodo foi decorrente
do aumento de lipidios nas gonadas, como ja relatado. Poucas foram as alteracdes
ocorridas no musculo e em uma propor¢do menor, indicando a pequena participacio
deste tecido como 6rgdo de reserva de lipidios na reproducdo de cecilias S. annulatus.
Todas essas alteragdes podem ser visualizadas na figura 25.

De modo geral, podemos encontrar nos vertebrados diferentes padrdes de

mobilizagdo e utilizagdo dos lipidios para a reprodugdo. Trabalhos com peixes
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mostraram que em fémeas de Oreochromis niloticus e Trisopterus lucus, com a chegada
da fase vitelogénica, ocorreu a mobilizacdo de lipidios hepatico e muscular para as
gonadas (EL-SAYED et al., 1984, MERAYO, 1996). Ao contrario disso, em machos e
fémeas de Diplodus sargus ocorreu um aumento de lipidios em todos os 6rgaos de
reserva analisados (figado, musculo e gonadas) durante a fase reprodutiva (PEREZ et
al., 2007).

Para os répteis, os corpos gordurosos representam o principal estoque de lipidios
(SCOTT et al., 1995; SHERIDAN, 1994), contudo os lipidios do figado contribuem
para o crescimento folicular (BONNET et al., 1994) e os lipidios do mtisculo podem ser
usados quando as fontes energéticas do tecido adiposo sdo limitadas (DERICKSON,
1976). As fémeas reprodutivas de serpentes viperinas Natrix maura tém mais lipidios
no figado do que as fémeas pds-reprodutivas, suportando a importancia deste 6rgao na
produgdo de vitelogenina. Além disso, comparagdes feitas entre as serpentes nas fases
pré e pds-reprodutivas nessa mesma espécie indicaram que os corpos gordurosos foram
a principal fonte de lipidios para a reprodugao em machos e fémeas. (SANTOS &
LLORENTE, 2004). O mesmo ocorreu para as fémeas do lagarto Urosaurus ornatus,
que apresentaram um aumento da gordura abdominal e dos lipidios no figado no inicio
da producdo dos oocitos, seguida de uma diminui¢do na fase final da vitelogénese e
gravidez. Assim, o lipidio armazenado no figado parece prover um substrato disponivel
para a sintese de vitelogenina e a diminui¢do da gordura abdominal parece refletir a
utiliza¢do destes estoques como energia imediata ou transferéncia desses estoques para
o figado (LACY et al., 2002).

Contudo, poucos sdao os estudos envolvendo a participacdo dos lipidios na
reproducdo dos anfibios, principalmente para Gymnophiona. Sabe-se que para este
grupo de vertebrados, os corpos gordurosos parecem ter um papel muito importante na
reproducdo, variando com as alteragdes sazonais e os ciclos reprodutivos. No anuro
Bufo arenarum (PENHOS, 1953) este tecido foi relacionado ao aumento de massa
ovariana. O mesmo foi observado para Rana sculenta, em que a variagdo da massa e a
composi¢ao quimica dos corpos gordurosos foram relacionados a atividade sexual
(ROCA et al., 1970), e para Rana cyanophlyctis, na qual foi encontrada uma diminuigéo
da massa dos corpos gordurosos com o aumento da massa dos ovarios
(PANCHARATNA & SAIDAPUR, 1985). Nas fémeas de uma espécie de cecilia
vivipara, Typhlonectes compressicauda, foi observado um aumento da concentragdo de

lipidios em todos os 6rgdos de reserva (tecido adiposo e figado) no inicio da estacdo
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chuvosa, que parece estar relacionado a vitelogénese e ao preparo para a gravidez
(EXBRAYAT, 1988), corroborando os resultados encontrados para as fémeas de S.
annulatus no presente trabalho.

Além disso, foi possivel notar também um aumento dos lipidios no tecido
dérmico apenas nas fémeas vitelog€nicas, coletadas na estagdo de inverno. Este
resultado pode indicar a possivel mobilizacdo dos lipidios de outros tecidos, por
exemplo, dos corpos gordurosos, por meio do plasma para a pele; retratando o inicio do
preparo deste tecido para a futura alimentacdo dos filhotes. Adicionalmente, pode-se
sugerir que ¢ muito importante para esses animais o acumulo de grande quantidade de
tecido adiposo no corpo, pois além de participarem no fornecimento de energia e de
substrato para a sintese de vitelogenina, podem estar envolvidos também na
dermatofagia. Analises histologicas feitas com fémeas de S. annulatus indicaram que
durante o cuidado parental as células epidermais sdo mais largas e apresentam muitas
inclusdes no citoplasma com grande afinidade por tetréxido de 6smio e Sudan Black B,
que evidenciam a presenga de lipidios (WILKINSON et al., 2008), corroborando os
resultados encontrados no presente trabalho para as fémeas de S. annulatus mantidas em
cativeiro.

Por outro lado, ¢ importante mencionar que o constante fornecimento de
alimento no cativeiro pode ter possibilitado a manutencdo de altas concentragdes
lipidicas corporeas encontradas nas fémeas durante o inverno, pois estando em
confinamento esses animais ndo apresentam gastos energéticos para captura de presas
ou fuga de predadores. Typhlonectes compressicauda em cativeiro gasta a maior parte
do tempo escondido e imovel e apenas 25% do tempo observado € utilizado para
atividades (GANS, 1975).

Os machos de S. annulatus apresentaram um padrdo de deposicao dos lipidios
totais semelhante ao observado para as fémeas, sendo os maiores valores encontrados
também durante o inverno, posteriormente a redugdo deste substrato encontrada nos
animais coletados no outono. Assim, o aparente avango da espermatogénese nao ¢
acompanhado por uma diminui¢do dos lipidios corpdreos (Fig. 25). Devido a grande
quantidade de corpos gordurosos presentes na cavidade abdominal destes animais ¢ a
pequena variacdo de lipidios encontrada nos outros tecidos analisados, sugere-se
também que o tecido adiposo seja um importante fornecedor de energia para os machos
nesse processo, como visto para as fémeas. Ou ainda, a alimentacdo continua no

cativeiro permite que os estoques sejam mantidos neste 6rgao.
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No trabalho de Exbrayat (1988), ja mencionado para as fémeas, foram estudadas
também as variagdes nos tecidos de reserva dos machos de Typhlonectes
compressicauda. Os valores minimos para a massa corporea, hepatica e dos corpos
gordurosos foram encontrados apenas na fase de inatividade sexual, coincidente com a
estacdo seca. Essas observagdes sdo explicadas apenas pela escassez de alimento no
campo neste periodo e, de acordo com isso, as reservas metabdlicas sdo
progressivamente exauridas. Durante a estagdo chuvosa, os animais t€ém uma maior
disponibilidade de alimento, mas eles também necessitam de uma fonte suplementar de
energia relacionada a atividade sexual. Assim, parte da reserva pode ser usada e outra
parte ¢ acumulada nos corpos gordurosos.

Adicionalmente, machos anuros Scinax que apresentam alta taxa de vocalizagao
no periodo reprodutivo, mostraram que nao houve diferenca no acumulo de lipidios nos
orgaos de reserva durante este periodo. Esses animais parecem se alimentar durante esta
fase mantendo os estoques lipidicos (CARVALHO et al., 2008). Ao contrario disso,
machos de serpentes viperinas, Natrix maura, apresentaram uma deplegdo de lipidios
nos corpos gordurosos e musculo, correspondendo a atividade de corte e
espermatogénese. Para esta espécie o figado apresentou um papel menos importante na
reproducao (SANTOS & LLORENTE, 2004).

Como reportado por muitos autores, os testiculos dos machos de cecilias sao
compostos por uma matriz lipidica, na qual as células germinativas estdo imersas
(WAKE, 1968). Com o avanco da espermatogénese, os 16bulos testiculares aumentam
seu tamanho e, provavelmente ocorre um aumento dessa matriz, o que explicaria o pico
de lipidios nas gonadas no inverno, corroborando as analises de histologia, com a qual
identificamos uma espermatogénese ativa em todos os machos desse periodo. Os
valores de IGS também foram maiores para os machos coletados no inverno, contudo
ndo encontramos correlagdo ao aumento de lipidios observados nos testiculos neste
periodo.

Segundo Sheridan (1994) o figado, juntamente com o tecido adiposo, sdo drgaos
de armazenamento que apresentam importante papel na reproducao de anfibios. Sendo o
tecido adiposo o orgdo primario de deposicdo de lipidios, podemos notar que no
presente trabalho o tecido hepatico nas fémeas e nos machos de S. annulatus apresentou
as maiores concentracdes lipidicas em comparagdo aos outros tecidos, com excecao das
gbonadas. Deste modo, podemos sugerir que o figado parece funcionar como um 6rgao

secundario de armazenamento de lipidios para S. annulatus, tendo também um papel
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importante na vitelogénese desses animais, como ja reportado, corroborando os dados
encontrados na literatura.

De modo geral, podemos sugerir que esse aumento na deposi¢do de lipidios
totais no figado, musculo e gonadas de fémeas e machos durante a estagcdo de inverno,
inicio do periodo reprodutivo de S. annulatus, demonstra a importancia dos lipidios
como fonte de energia para o desenvolvimento dos processos reprodutivos, além de
atuar como um substrato importante na composi¢cdo dos ovarios e testiculos maduros
(Fig. 25). Como em outros anfibios, acredita-se que para S. annulatus o tecido adiposo
apresente também um papel importante na reprodugdo, armazenando os lipidios que sdo
mobilizados para os outros tecidos durante a esta¢ao reprodutiva. Destaca-se ainda que
essa mobilizacdo de lipidios ocorre também para o tecido dérmico das fémeas, ao
mesmo tempo da vitelogénese, como um inicio do preparo da pele para a futura

alimentac¢do dos filhotes que ocorrera na primavera.

5.3.2 Padréo de deposicao e mobilizacao das proteinas em machos e fémeas

Ao contrario do que foi apresentado para a deposicao de lipidios, encontrou-se
uma intensa deple¢do de proteinas totais no figado e musculo de machos e fémeas
coletados no outono e inverno. Essa diminuic¢do refletiu em um aumento das proteinas
no tecido dérmico em ambos o0s sexos durante o outono € inverno, € nos ovarios no
inverno (Fig. 25). Com base nessas informagdes, podemos evidenciar claramente a
mobilizagdo de proteinas totais do figado e musculo para o tecido ovariano e dérmico
por meio do plasma, que apresentou também as maiores concentragdes protéicas neste
periodo (Fig. 25). De acordo com Jalabert (2005), durante a maturagdo sexual, as
fémeas dos vertebrados incorporam vitelogenina nos oocitos, sendo esta
glicolipofosfoproteina composta por 19% de lipidios e 79% de proteinas. Assim ¢
esperado que as fémeas de S. annulatus apresentem valores altos destes substratos nas
gbonadas neste periodo.

Nao ha informacdes na literatura que descrevam a importancia das proteinas nos
processos reprodutivos de anfibios. Contudo, esses dados sdo bem conhecidos para os
peixes. Von Der Decken et al. (1992) analisaram o processo de mobilizagdo de
proteinas ao longo do ciclo reprodutivo em fémeas de Salmo salar, mostrando também
que o avan¢o da maturagdo promove elevagdo nos niveis de proteina plasmatica
acrescida de uma hipertrofia hepatica. Em Salminus brasiliensis, a concentragdo de

proteinas hepaticas em fémeas maduras diminuiu e ocorreu um aumento das proteinas
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plasmaticas (MOREIRA et al., 2002), dados estes que corroboram os resultados
apresentados para as fémeas de S. annulatus.

Como nas fémeas, os machos também possuem altas concentra¢des de proteinas
na pele, que parece ser proveniente também da mobilizacdo de proteinas do figado e
musculo. Essa deposigdo na pele em machos e fémeas de S. annulatus parece nao ser
relacionada apenas a dermatofagia, mas sim uma caracteristica da espécie de utilizar a
pele como 6rgao de reserva de proteinas.

A deplecdo de proteinas nas gonadas e na pele, principalmente durante a
primavera, para ambos os sexos nao refletiu em aumento nos outros tecidos € nem em
conversao a lipidios, sugerindo que este substrato esteja sendo utilizado como fonte de
energia, ou ainda, transformado em glicogénio. E bem conhecido que os lipidios, o
glicogénio e as proteinas sdo as principais fontes do metabolismo energético para a
manuten¢do corporea dos animais. Anuros semi-aquaticos armazenam principalmente
glicogénio e lipidios (SMITH, 1950; PASANEN & KOSKELA, 1974) e anuros
terrestres, por outro lado, dependem primariamente dos estoques de lipidios
(SEYMOUR, 1973; MORTON, 1981). Além disso, sabe-se que devido a baixa
concentragdo de oxigénio no solo, animais subterrdneos tendem a consumir
principalmente glicogénio, corroborando os dados apresentados na literatura sobre a
importancia deste substrato para espécies subterraneas, como S. annulatus. Entretanto,
esta afirmac¢do nao pode ser confirmada, pois devido a insuficiéncia de tecido ndo foram
realizadas analises de glicogénio no presente trabalho.

Como visto para as analises lipidicas, as alteragdes de proteinas totais nas
fémeas e nos machos de S. annulatus parecem seguir o avango da maturagdo gonadal.
Assim a diminui¢do de proteinas totais observadas no figado e no musculo dos animais
coletados na estagdo reprodutiva (inverno) parecem refletir no aumento desse mesmo

substrato nos ovarios e na pele de ambos os sexos (Fig. 25).

5.3.3 Perfil de &cidos graxos teciduais e plasmaticos

A diferenca na composi¢do dos tecidos pode ser resultado da especificidade e
afinidade de acidos graxos pelos mesmos ou do proprio metabolismo do animal. De
uma forma geral, os acidos graxos tém papel diferenciado no metabolismo dos
vertebrados, e os fosfolipidios sdo importantes constituintes de membranas e funcionam

como o principal precursor de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, enquanto os
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triacilglicerdis servem como depdsitos para acidos graxos que sdo catabolisados no
metabolismo energético celular (NELSON & COX, 2005).

O tecido adiposo funciona como o principal 6rgdo de reserva desses lipidios,
armazenados sob a forma de triacilglicerdis, na maioria dos vertebrados (SHERIDAN,
1994). Em geral, esses compostos sdo formados por dois SFA ou MUFAs e uma cadeia
central de PUFA. Assim, sabe-se que aproximadamente 80% da composicdo dos
triacilglicerdis correspondem aos 4cidos graxos saturados e monoinsaturados (BELL et
al., 1986). Corroborando essas informagdes, os lipidios totais do tecido adiposo de
fémeas e machos adultos de Siphonops annulatus, apresentaram maiores porcentagens
de SFA e MUFAs do que PUFAs (Tab. 4).

Adicionalmente, os fosfolipidios s@o constituidos por dois 4cidos graxos que
estdo unidos a um grupamento polar por meio de uma ligagdo fosfodiéster,
possibilitando sua caracteristica anfipatica. Em geral, os FLs contém um SFA ou
MUFA com 16 ou 18 carbonos na posi¢do snl e um PUFA com 18 a 22 carbonos na
posi¢do sn2 (GURR & HARWOOQOD, 1991). A proporgao relativa dos lipidios varia com
o tipo de membrana. Cada reino, espécie, tecido ou tipo celular possui um conjunto
caracteristico de lipidios de membrana, sendo que esta composi¢do ¢ regulada pela
célula de forma a alcangar uma fluidez constante em varias condigoes (NELSON &
COX, 2005). Contudo, ao contrario do que foi apresentado para os TGAs, nos
fosfolipidios 70 a 80% da sua composi¢do ¢ de PUFAs. As propriedades de
permeabilidade da bicamada lipidica sdo dependentes da natureza e do comprimento da
cadeia de acidos graxos constituintes na membrana (BELL et al., 1986). Deste modo, os
FLs de todos s tecidos analisados no presente trabalho apresentaram maiores
porcentagens de PUFAs do que SFA e/ou MUFAs (Tab. 5-9).

Contudo, mesmo havendo diferencas na composicdo de TAGs e FLs,
encontramos acidos graxos comuns entre o tecido adiposo e os FLs dos outros tecidos
estudados, como C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2n6. Isso pode indicar que esses AGs
funcionem como fonte de precursores metabolicos para elongacdo e dessaturacdo de
AGs ou ainda que possam constituir uma fonte de reserva para B-oxidacdo. Em
vertebrados, o C18:2n6¢c ¢ um AG essencial, importante como precursor de PUFAs
C20-22, que sdo incorporados como componentes integrais das biomembranas ou
metabolizados por 2 principais sistemas de oxigena¢cdo em produtos biologicamente

ativos, como os eicosandides (NOR ALIZA, 2001).
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As alteragdes ocorridas ao longo do ciclo anual nos fosfolipidios das fémeas de
S. annulatus foram devidas principalmente as variagdes dos acidos graxos saturados e
polinsaturados, inversamente proporcionais (Fig. 26). Assim, a diminui¢do dos SFAs no
figado e no ovario durante as estacdes de inverno, primavera e verdo foram decorrentes
do aumento de PUFAs no mesmo periodo, contudo em alguns casos ndo foi
comprovado diferenga estatistica significativa, devido ao alto erro padrao encontrado.

As fémeas coletadas durante o inverno apresentaram odcitos vitelogénicos,
indicando assim a ocorréncia da vitelogénese no figado nessa estagdo. Este processo
envolve uma sequéncia temporal de fatos: a ativagdo de lipases no tecido adiposo via
estrogenos; hidrolise dos triacilglicerdis por lipases lipoprotéicas gerando os acidos
graxos livres; exportagdo desses dacidos graxos para o figado; incorporagdo em
fosfolipidios e triacilglicerdis e associagdo destes lipidios recém formados a
apoproteinas, biossintetizadas no reticulo endoplasmético rugoso dos hepatdcitos, e aos
aminoacidos mobilizados do tecido muscular, para formar a VTG que sera transportada
aos oocitos (SARGENT, 1995). Assim, podemos sugerir que esses fosfolipidios
formados nos hepatocitos, que constituirdo a vitelogenina, parecem conter grandes
quantidades de PUFAs, importantes no desenvolvimento de embrides, o que corrobora
o aumento destes AGs da série n6 ¢ n3 de cadeia longa, como C20:4n6 ¢ C22:4n6,
C22:5n3 e C22:6n3, respectivamente, encontrados no figado das fémeas de S. annulatus
durante o inverno no presente trabalho. Adicionalmente, podemos sugerir que esses
AGs, constituintes dos FLs do figado e ovéario, que estdo envolvidos com a VTG podem
ter sido mobilizados do tecido adiposo, onde observamos uma reducdo de PUFAs
durante o inverno (Fig. 26). Ao contrario disso, poucas alteragdes foram encontradas
nos FL do musculo, demonstrando que para as fémeas de S. annulatus, este tecido ndo
tem influéncia tdo marcante nos processos reprodutivos (Fig. 26).

Além disso, a vitelogénese ¢ uma das atividades mais intensas durante o periodo
reprodutivo das fémeas. Estudos realizados com Physalaemus pustulosus (RYAN et al.,
1983) e Hyperolius viridiflavus (GRAFE et al., 1992) mostraram o aumento da taxa
metabolica das fémeas durante esse periodo. Deste modo, esse aumento de PUFAs,
principalmente C20:4n6, C22:4n6, C22:5n3 e C22:6n3, observado nos fosfolipidios do
figado pode estar envolvido com o aumento da permeabilidade das membranas dos
hepatocitos, devido a intensa atividade dessas células durante a fase de vitelogénese. Ha
fortes evidéncias de uma correlagdo entre a composi¢do lipidica das membranas, as

funcdes metabdlicas que a membrana desempenha e a atividade metabdlica dos
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organismos (HULBERT & ELSE, 2000). Uma correlagdo entre a composicao lipidica
das biomembranas ¢ a taxa metabolica ¢ dada pela influéncia dos acidos graxos dos FLs
sobre a atividade da Na'K'ATPase, demonstrando que o aumento de PUFAs esta
relacionado a maior atividade da enzima e, em alguns casos ao aumento da taxa
metabolica (WU et al., 2001). Nesse contexto, as membranas, ¢ mais especificamente a
composi¢ao da bicamada, seria o fator comum que exerce uma grande influéncia, direta
ou indiretamente, sobre todos os processos fisiologicos, funcionando como um possivel
marca-passo do metabolismo (HULBERT & ELSE, 2002).

Os vertebrados de modo geral requerem os PUFAs para um crescimento e
desenvolvimento normal, incluindo a reproducdo. Esses AGs atuam na reprodugdo
influenciando nos padrdes de desenvolvimento gonadal, na qualidade dos ovos, na
fecundidade ¢ na taxa de sobrevivéncia dos filhotes (IZQUIERDO et al., 2001;
SARGENT et al., 2002; HUANG et al., 2003), sendo que essas influéncias estdo
relacionadas principalmente as fémeas. Deste modo ¢ esperado que ocorram alteragdes
no perfil de AGs, mais especificamente os PUFAs, nos diferentes tecidos de reserva ao
longo do ciclo reprodutivo de fémeas, como visto no presente trabalho.

Blanchard et al. (2005), em um estudo com uma espécie de teledsteo, Perca
fluviatilis, encontraram um decréscimo na concentragcdo de PUFAs totais no figado
durante o ciclo de maturagao sexual e um aumento nos ovarios, e neste caso, o C20:4n6
foi o responsavel por essas variagcdes encontradas ao longo do ciclo reprodutivo. De
acordo com muitos autores, o acido araquidonico € o precursor de eicosandides, como
prostaglandinas e leucotrienos, que estdo envolvidos na esteroidogénese ¢ maturagao
dos oocitos em vertebrados (JOHNSON et al., 1991; WADE et al., 1994, MERCURE
& VAN DER KRAAK, 1995; WANG et al., 2000; SORBERA et al., 2001; ).

Adicionalmente, em mamiferos o LH surge no final da maturacdo oocitéria e
ovulacdo e estda acompanhado pelo aumento desses eicosandides, produzidos no
foliculo, em uma fase anterior a ovulagdo. Em Xenopus laevis foi comprovado que a
ovulagdo ¢ também mediada por eicosanodides, como as prostaglandinas (DHILLON et
al., 2010), estando envolvida com as alteracdes de PUFAs. Estudos feitos com uma
salamandra aquatica, Hynobius leechii, sugerem que a prostaglandina atue como um
ferormdnio sexual para esses animais (EOM et al., 2009).

No presente trabalho, ndo ocorreram alteragdes na porcentagem de PUFAs totais
e nos PUFAs da série n6 nos FLs do ovario. Assim, podemos notar que o acido

araquidonico, importante na sintese dos eicosandides, permanece alto ao longo do ano,
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demonstrando a sua possivel importancia na esteroidogénese das fémeas de S. annulatus
durante todo o ciclo. Ao contrario disso, os PUFAs n3 foram maiores no ovario durante
o inverno e a primavera, devido principalmente ao acido docosahexanodico (C22:6n3,
DHA), outro importante precursor dos eicosandides envolvidos no processo de
maturacdo final dos odcitos (SORBERA et al., 2001).

Com relacdo a composi¢ao do vitelo, o perfil de acidos graxos do ovo de
anfibios ¢ similar aqueles encontrados nos ovos de lagartos insetivoros, os quais
mostram altas porcentagens de C20:4n6 e C20:5n3 (4cido eicosapentandico — EPA) e
baixas de C22:6n3 nos lipidios polares. Estas similaridades podem ser parcialmente
devido a dieta de alguns anuros e lagartos ser basecada em insetos (HUANG et al.,
2003). No caso da espécie estudada no presente trabalho, que também apresenta um
habito insetivoro, os valores do AA na fragdo polar ovariana (19-23%, tab. 7)
corroboraram o apresentado para outros anfibios e lagartos, mas com relacdo aos
PUFAs n3 mencionados, podemos observar que as porcentagens de EPA e DHA sio
similares na fragdo polar ovariana (Tab. 7), diferente do que foi encontrado por Huang
et al. (2003). Como ja mencionado esses PUFAs, componentes dos fosfolipidios de
membranas, estdo envolvidos no desenvolvimento dos embrides (SPEAKE et al., 2002).
Nos embrides de aves, sdo encontrados valores altos de AA nos lipidios do figado e
coracdo (SPEAKE et al., 2002). O DHA esta presente em grandes quantidades em
larvas de peixes e nos embrides das aves durante os primeiros estdgios de crescimento,
sendo importante também nos tecidos neurais e na retina, agindo como uma barreira
biofisica apropriada ao desenvolvimento dos neurdnios e fotorreceptores (OLSEN,
1999; SPEAKE et al., 2002).

Contudo, esses importantes PUFAs ndo parecem ser provenientes diretamente
da dieta, pois em cativeiro as fémeas de S. annulatus nao se alimentam de insetos como
no ambiente natural. A alimentagdo fornecida para as cecilias é principalmente filé de
frango, coracdo de boi e racao, alimentos ricos em SFA, MUFAs e PUFAs n6 de cadeia
curta, como C18:2n6 (Tab. 1). Deste modo, esses animais parecem apresentar grande
capacidade de conversdo de PUFAs de cadeia curta, C18, a PUFAs de cadeia longa,
C20-22, demonstrando a influéncia da dieta materna na composicao de AGs no vitelo e
também a importancia desses compostos para um desenvolvimento adequado em todos
os estagios de vida.

De uma forma geral, a reproducdo ¢ afetada por fatores ambientais, nutricionais

e sociais. Um estudo feito com Xenopus laevis claramente indicou a influéncia da dieta
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materna na composic¢ao de acidos graxos dos embrides, principalmente nos fosfolipidios
bioativos. No inicio do desenvolvimento, os embrides ndo se alimentaram e utilizaram
todos os substratos armazenados no ovo, entdo a dieta utilizada pela mae antes da
vitelogénese influenciou todo o desenvolvimento embrionario (RIZZO et al., 1999).

Poucas alteragdes foram encontradas para os MUFAs nos FLs da maioria dos
tecidos analisados ao longo do ciclo anual das fémeas de S. annulatus, e as
porcentagens se mantiveram altas devido ao acido graxo C18:1n9. Sabe-se que acidos
graxos monoinsaturados de cadeia longa, como CI18:1n9, presentes em altas
concentragdes nos tecidos, como foi visto no tecido adiposo, bem como na circulagio
sanguinea, aparentemente constituem sinais que informam o hipotidlamo e os tecidos
sobre o estado nutricional do organismo, desencadeando um conjunto de respostas
integradas e compensatorias (LAM et al., 2005). Varias evidéncias indicam ainda, um
papel direto desse acido graxo como regulador da transcricdo génica envolvida com a
reesterificacdo de AGs em TAGs ¢ inibi¢do do consumo de AGs (DUPLUS et al.,
2000).

Contudo, na pele das fémeas foram encontradas alteracdes nos MUFAs ao longo
do ano, sendo que as cecilias durante o inverno apresentaram um pequeno aumento
desses AGs, principalmente C16:1 e C18:1n9, como visto na tabela 8, contudo na
primavera esses valores diminuiram em decorréncia do aumento de PUFAs (Fig. 25).
De modo geral, durante a primavera e o verdo, estacdes que correspondem ao periodo
de cuidado parental de S. annulatus, as cecilias apresentaram valores altos de PUFAs
nos FLs, principalmente os AGs da série n3, como o EPA e o DHA. Assim, o tecido
dérmico das fémeas parece apresentar uma fonte adequada de acidos graxos aos
filhotes, fornecendo PUFAs essenciais como C18:2n6, além de elevadas porcentagens
de PUFAs altamente insaturados como C20:4n6 e C22:6n3.

Interessantemente, podemos notar que as fémeas mobilizam os acidos graxos
polinsaturados, importantes para o desenvolvimento embriondrio e larval, para os
ovdrios e para a pele em dois momentos diferentes. Durante a estacdo de inverno em
que ha a necessidade da produgdo de um vitelo de qualidade para o desenvolvimento
dos embrides, esses AGs sdo transportados para a fragdo polar do ovario. Contudo, na
primavera ocorre um aumento desses acidos graxos no tecido dérmico, importante para
o crescimento dos filhotes que s6 se alimentam da pele descamada da mae nesse
periodo de cuidado parental. Essa diferenca no tempo de producdo do vitelo e de uma

pele mais nutritiva, importantes para o desenvolvimento da prole, parece funcionar
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como uma estratégia que garante o fornecimento adequado de nutrientes em todas as
fases.

Como visto para as fémeas, alteragdes no perfil de AGs dos FLs hepaticos e
gonadais ao longo do ciclo foram observadas nos machos de S. annulatus,
demonstrando mais uma vez, a importancia desses 6rgaos no processo reprodutivo. De
modo geral, a diminuicdo dos SFAs durante o inverno ¢ a primavera observada no
figado e no testiculo ¢ inversamente proporcional ao aumento de PUFAs t (Fig. 26),
bem como os n6 e n3 de cadeia longa (C20:4n6 e C22:4n6, C22:5n3 e C22:6n3,
respectivamente) em ambos os tecidos nesse mesmo periodo, sendo mais pronunciado
nos machos durante a primavera.

Segundo Bell et al. (1996), a maioria dos lipidios presentes nos espermatozoides
dos vertebrados ¢ polar e estd presente na membrana plasmatica, apresentando pouca
quantidade de lipidio neutro. Em machos de mamiferos, o tecido reprodutivo junto com
o tecido neural tem altas proporgdes de C22:6n3 (DHA), o que explica a alta
porcentagem de acidos graxos polinsaturados n3 de cadeia longa (C20-22n3) nos
testiculos e no figado, como visto nas tabelas 5 e 7. O comportamento da membrana
plasmatica do espermatozdide pode ser importante no controle da fusdo com o 6vulo.
Em humanos, a densidade dos espermatozoides, o nimero e a motilidade foram todos
positivamente correlacionados a quantidade de C22:6n3 (BELL et al., 1996).

Contudo, hé grande diferenga entre aves e mamiferos com respeito & composi¢ao
de AGs dos fosfolipidios dos espermatozoides. Os espermatozéides de mamiferos,
como em peixes, sdo caracterizados por altas propor¢cdes de PUFAs da série n3,
principalmente DHA, em aves, ao contrario, predomina os PUFAs da série n6. Essa
diferenca no perfil de AG parece representar uma adaptagdo a temperatura, ja que as
aves apresentam uma temperatura corporea maior do que a de mamiferos (41°C e 37°C,
respectivamente). Além disso, os testiculos dos mamiferos estio mantidos a uma
temperatura mais baixa do que o resto do corpo, devido a externalizagdo da cavidade
testicular. Desta forma, os espermatozoides das aves devem se desenvolver e funcionar
em um ambiente consideravelmente mais quente que o experimentado por mamiferos.
O principal PUFA dos espermatozoides das aves, o C22:4n6, possui o mesmo
comprimento de cadeia do DHA (C22:6n3), o principal PUFA dos espermatozéides de
peixes e mamiferos, mas com 2 insaturagdes a menos. Essa diferenca no grau de
insaturagcdo pode representar a manutencdo de propriedades biofisicas das membranas

dos espermatozoides nas diferentes temperaturas (KELSO et al., 1997).
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Mesmo nao havendo diferengas para os PUFAs n6 no testiculo dos machos de
cecilias, podemos observar maiores porcentagens do acido graxo C22:4n6 durante o
inverno e primavera (Tab. 7), valores estes muito maiores at¢ do que os encontrados
para C22:6n3, discutido anteriormente, o que demonstra a importancia dos PUFAs n6
também para a membrana dos espermatozoides da espécie de cecilia estudada no
presente trabalho. Além disso, como discutido para as fémeas, os PUFAs também
parecem estar envolvidos na esteroidogénese de machos (WADE & VAN DER
KRAAK, 1993; WADE et al., 1994; WANG et al., 2000; WATHES et al., 2007).

Alteragdes anuais ocorreram também nos FL do musculo, contudo foram
contrarias as observadas no figado e no testiculo. Deste modo, houve um aumento de
MUFASs e uma diminui¢do de PUFAs durante o inverno nos FL musculares. Neste caso,
podemos sugerir que esses PUFAs tenham sido mobilizados dos FL do musculo para os
FLs do figado e testiculo, devido a importancia desses AGs nos processos reprodutivos
mencionados acima para os machos (Fig 26). Além do musculo, no tecido adiposo
também observamos uma intensa redu¢ao de PUFAs t, n3 e n6, durante o inverno, que
podem também ter sido mobilizados para o figado e testiculo. Adicionalmente, os
machos apresentaram uma diminui¢cdo de SFA no tecido adiposo nessa mesma estagao,
estando envolvido com o fornecimento de energia para a reprodugao.

Nenhuma alteracdo significativa foi vista nos FLs do encéfalo de fémeas e
machos de S. annulatus, indicando que este tecido apresenta uma composigdo constante
ao longo do ano, provavelmente relacionada a grande importincia desse Orgdo na
manuten¢do das atividades do sistema nervoso. Adicionalmente, em ambos 0s sexos
encontramos porcentagens mais altas de DHA nos FLs do encéfalo do que nos outros
tecidos. Os vertebrados, de modo geral, parecem apresentar altas concentragdes de
PUFAs n3, principalmente DHA, no tecido neural, estando envolvidos com a fluidez
das membranas das células nervosas (BELL et al., 1996).

De forma geral, na maioria dos tecidos analisados podemos observar maiores
propor¢des de PUFAs das série n6 e n3 de cadeia longa, com excec¢ao do tecido adiposo
no qual encontramos uma maior presenca de PUFAs C18 . Organismos eucarioticos
possuem uma enzima dessaturase, a qual pode inserir uma dupla ligagdo no carbono 9
de um acido graxo saturado. A agdo desta A9 dessaturase em C16:0 ¢ C18:0 produz
Cl16:1 e C18:1 (HENDERSON et al., 1996). Mas, eles ndo possuem a Al12 dessaturase
que dessatura C18:1n9 a C18:2n6. Consequentemente, os vertebrados sdo incapazes de

sintetizar PUFAs de precursores nao-lipidicos. Como os PUFAs participam de
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importantes fungdes celulares, eles devem ser obtidos da dieta. Mas diferencas existem
entre os vertebrados em termos de seu requerimento qualitativo e quantitativo,
principalmente com relagdo a dieta.

Peixes de dgua doce requerem C18:2n6 e C18:3n3 pois conseguem elongar e
desaturar esses precursores em acidos graxos de cadeias mais longas e insaturadas. Ao
contrario disso, peixes marinhos tém uma dieta rica em acidos graxos de cadeias mais
longas e altamente insaturadas como, C20:5n3 e C22:6n3, e possivelmente C20:4n6 e
apresentam deficiéncias na elongacdo e dessaturacdo das cadeias de 4cidos graxos de 18
carbonos (HENDERSON et al., 1996). Ja os animais ndo-aquaticos, que possuem uma
alimentacdo baseada em vegetais terrestres, apresentam em sua dieta acidos graxos
polinsaturados de cadeia curta (C18:2n6 e C18:3n6, principalmente), sendo assim,
conseguem elongar e dessaturar aos seus metabolitos ativos de cadeia longa. Essa
informacgao € corroborada para a espécie S. annulatus estudada no presente trabalho, na
qual encontramos altas porcentagens de C18:2n6 no tecido adiposo, proveniente da
dieta (Tab. 1), e pelos altos valores de PUFAs C20-22 encontrados nos FLs de todos os
tecidos analisados, produto da elongagdo e dessaturagdao dos AGs C18.

Além disso, em todos os casos os animais do presente estudo apresentaram
maiores valores de PUFAs da série n6 do que n3. De forma geral, estas observagoes
podem estar relacionadas ao habito alimentar da espécie, uma vez que dentro da cadeia
alimentar terrestre ha pouca transferéncia de PUFAs n3, pois encontramos nos vegetais
muito PUFA da série n6 e principalmente de cadeia curta (C18n6). Adicionalmente,
como ja mencionado, todos os alimentos fornecidos para as cecilias em cativeiro no

presente trabalho eram ricos em C18:2n6c¢.

5.3.4 Diferencas entre 0s sexos no padrao de deposicdo dos substratos

Diferencgas sexuais no metabolismo dos substratos podem ser observadas na
maioria dos vertebrados. As diferengas permanentes sdo estabelecidas por processos de
expressdo génica sexo-especifica ou podem ser diferencgas temporarias que respondem a
alteracdes nos sinais temporais como, alteracdes hormonais sexo-especificas ou
alteracdes na demanda energética durante a reproducdo (LACY et al., 2002).

No presente trabalho encontramos algumas diferengas no padrao de deposigao e
utilizagdo dos substratos entre machos e fémeas. Durante o inverno, estacdo na qual
ambos 0s sexos se apresentaram ativamente maduros, as fémeas mostraram uma

concentragdo de lipidios e proteinas nas gonadas maior do que nos machos (Fig. 25).
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Este dado aponta uma diferenga temporaria entre os sexos nessa espécie, decorrente do
processo reprodutivo, mais especificamente da vitelogénese.

Em geral, a reproducdo ¢ energeticamente custosa para ambos 0s sexos, mas a
magnitude do gasto e sua relagdo com o sucesso reprodutivo diferem entre machos e
fémeas. Os machos alocam relativamente pouca energia para a producdo de gametas e,
entdo podem se reproduzir com sucesso com um investimento de energia menor, que €
direcionado para a corte e a copula. Em contraste, as fémeas de muitas espécies
apresentam altos custos na atividade reprodutiva independente da fecundidade (como
migragdo, cuidado parental), e necessitam de uma reserva energética substancial antes
de iniciar a atividade reprodutiva (AUBRET et al., 2002).

Pouco se conhece sob o comportamento reprodutivo das cecilias, principalmente
no que se refere a copula e corte de espécies terrestres (WAKE, 1995), contudo o
cuidado parental parece ser realizado apenas por fémeas. Sabe-se que os machos exibem
um 6rgdo copulador e sdo capazes de produzir uma secre¢do para transporte dos
espermatozodides, uma provavel adaptagdo ao ambiente terrestre (WAKE, 1970). Com
base nessas informagdes podemos sugerir, que assim como para outros vertebrados, o
gasto energético para os machos na reproducgdo parece ser menor do que para as fémeas,
que apresentam alta demanda energética para vitelogénese e cuidado parental, que no
caso da presente espécie inclui a dermatofagia. Deste modo, também fica claro entender
as alteracdes encontradas na concentragao de lipidios no tecido dérmico das fémeas, o
que ndo foi observado para os machos. Além disso, as fémeas apresentaram maiores
porcentagens de PUFAs n3 na pele em relagdo aos machos durante a primavera,
provavelmente relacionado também ao preparo para o comportamento de dermatofagia.
Contudo, essas diferencas podem nao ter isso tdo pronunciadas no presente trabalho
devido ao oferecimento constante de alimento no cativeiro.

A dinamica dos substratos no corpo evidencia a base para comparar a
importancia de cada o6rgao durante a reprodugdo, bem como avaliar as diferencas
sexuais na estratégia energética ligada a reproducdo. A variacdo anual dos substratos
energéticos nos tecidos de reserva de cecilias Siphonops annulatus pode nos ajudar a
entender a contribuicdo energética destes tecidos em sua biologia reprodutiva e os

problemas advindos da criagao em cativeiro.



96
DISCUSSAO

5.4 Esteroides gonadais em machos e fémeas

A endocrinologia da reproducdo em cecilias tem sido pouco estudada. Como ja
mencionado alguns autores descreveram a presenga de um corpo liteo durante a
gestagdo em cecilias viviparas e evidenciaram que a producdo de progesterona esteja
envolvida na manutencdo da gravidez (WAKE, 1968, 1993; EXBRAYAT &
COLLENOT, 1983). Além disso, Ebersole et al. (1998) descreveram informagdes
preliminares sobre a producdo de esterdides gonadais de Typhlonectes natans. Frente a
esta falta de informacdes na literatura, as alteragdes dos hormonios gonadais envolvidos
na reprodugdo foram também estudadas para fémeas ¢ machos de S. annulatus ao longo
do ciclo anual. Em muitas espécies, os estrogenos, como estradiol, estimulam o
comportamento sexual e a vitelogénese em fémeas, enquanto os androgenos, como a
testosterona ¢ a DHT, estimulam o comportamento e a espermatogénese em machos
(NORRIS, 2007). Os progestagenos, como a progesterona, secretados primariamente no
corpo luteo e placenta funcionam na manuten¢do da gravidez em taxons viviparos
(CUSTODIA-LORA & CALLARD, 2002). De modo geral, a estrutura e fungdo dos
hormonios esterdides sdo conservadas entre os vertebrados (NORRIS, 2007), contudo,
diferencas interespecificas na regulacdo esteroidogénica da reprodugdo podem refletir
adaptagoes a diferentes pressoes ecologicas (WINGFIELD et al., 1997).

A relagdo do estradiol com a vitelogenina ¢ bem estudada em muitos trabalhos
de peixes (BLASZQUEZ et al., 1998; JOHNSON et al., 1991; DEDUAL e
PANKUHRST, 1992; GAZOLA et al., 1996, MOREIRA et al., 2002; DAHLE et al.,
2003), bem como em anfibios anuros (FORTUNE, 1983; ITOH & ISHII, 1990; KWON
et al., 1991; MEDINA et al., 2004). De modo geral, nos répteis o aumento sazonal do
estradiol ocorre por 2 principais razdes. Na primeira, o estradiol ¢ o hormdnio
responsavel por estimular o figado a produzir a VTG (HO et al., 1982), e o seu aumento
esta correlacionado a atividade vitelogénica em tartarugas (OTT et al., 2000), jacarés
(GUILLETTE et al.,1997), lagartos (RHEN et al., 2000; RADDER et al., 2001; LACY
et al., 2002) e serpentes (BONNET et al., 1994; TAYLOR et al., 2004). O segundo
aumento do estradiol ocorre durante a estacdo de corte, pois este hormonio pode
estimular a atratividade e receptividade de fémeas de répteis (RHEN & CREWS, 2000).

No presente trabalho, podemos observar que as concentragdes plasmaticas de
estradiol nas fémeas de S. annulatus tendem a aumentar no outono e inverno, o que
correlacionaria ao periodo em que a vitelogénese parece ocorrer. Segundo Exbrayat

(2006), antes do periodo reprodutivo nas cecilias, os odcitos vitelogénicos estdo
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altamente numerosos e as células granulosas se tornam altamente volumosas. Neste
periodo, os horménios estrogénicos foram detectados nas células foliculares. E possivel
que as concentracdes de estrogeno e progesterona nesta fase alcancem seus picos
permitindo a ovulag¢do. Contudo, devido ao elevado erro padrdo destes resultados, as
concentragdes de estradiol ndo apresentaram diferenga estatistica significativa, ¢ esta
concentracdo heterogénea nos animais pode estar relacionada a condigdo de
confinamento. Além disso, as concentragdes de progesterona se apresentaram
inalteradas durante o inverno, periodo em que encontramos as fémeas vitelogénicas e,
neste caso, era esperado que a concentragdo deste progestageno estivesse elevada,
estimulando a ovulag¢do. Trabalhos realizados com Rana sculenta demonstraram que
apds 24 horas de confinamento as concentragdes de estradiol diminuiram
significativamente nesses animais (ZERANI et al., 1991), bem como a de progesterona
(PAOLUCCI et al., 1990).

Mesmo sem resultar em diferenga significativa, os machos tendem a apresentar
maiores concentragdes plasmaticas de testosterona durante a primavera quando
comparados aos animais coletados no inverno. Dado este muito curioso, pois este foi o
periodo em que encontramos animais regredidos e quiescentes. Comparacdes feitas
entre o tecido intersticial e as variagdes correlacionadas ao ciclo sexual de
Gymnophiona sugerem que a regulacdo endocrina da reproducdo dos machos esteja
relacionada a produgdo de testosterona (EXBRAYAT, 2006). Mais uma vez, estas
informagdes indicam uma desrregulagdo hormonal do processo reprodutivo desses
animais que parece ser decorrente da condig¢do de cativeiro. Além disso, em machos a
progesterona pode estar envolvida no processo de espermiagao (NORRIS, 2007), entdo
seria esperado também que este hormonio estivesse alto no inverno, quando observamos
os machos em uma espermatogénese ativa e com espermatozoides ja& maduros. Ao
contrario disso, concentragdes altas de progesterona plasmaticas foram vistas durante a
primavera.

Assim como para outros vertebrados, o ciclo reprodutivo de fémeas e machos de
cecilias ¢ fortemente correlacionado aos fatores externos que sdo transduzidos a sinais
hormonais que controlam o desenvolvimento dos 6rgdos genitais. Tanto em machos
quanto em fémeas, ¢ possivel encontrar a fun¢cdo endocrina das gonadas influenciando
no comportamento reprodutivo, gametogénese e desenvolvimento de oOrgdos
reprodutivos e de reserva (EXBRAYAT, 2006). Devido a condi¢do de cativeiro, os

fatores externos parecem nao estar sendo perceptiveis o suficiente para que os animais
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apresentem um ciclo reprodutivo sazonal normalmente encontrado no ambiente natural,
com as correlagdes entre hormonios, mobilizagdo de reservas ¢ desenvolvimento
gonadal ideais para cada periodo do ciclo reprodutivo, principalmente na fase de

maturacdo final e liberagdo dos gametas.
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Figura 25: Representacdo esquematica do metabolismo de lipidios e proteinas teciduais e plasmaticos em
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6. Considerac0es Finais

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o avanco da
maturacdo gonadal em fémeas e machos de Siphonops annulatus foi acompanhado por
alteragcdes nos valores de IGS e IHS ao longo do ciclo anual. Essas alteracbes foram
decorrentes da mobilizacdo de lipidios e proteinas entre os tecidos de reserva, que
suportaram tanto o desenvolvimento gonadal quanto o gasto energético desse processo.
Adicionalmente, as modificagdes encontradas no perfil de acidos graxos entre 0s
tecidos, principalmente figado, gbnadas e tecido adiposo, retrataram também o preparo
dos animais para a reproducdo. Assim, podemos sugerir que mesmo em condicOes de
confinamento, as fémeas e os machos de Siphonops annulatus sincronizaram o periodo
reprodutivo, estando ambos preparados para a reproducdo na estacdo de inverno,
periodo em que sdo encontrados ativos na natureza (Fig. 27). Além disso, o tecido
dérmico das fémeas coletadas na primavera apresentou altas porcentagens de PUFAs
n3, demonstrando o preparo da pele para a futura alimentacdo da prole (Fig. 27). Deste
modo, sugere-se que as cecilias dermatofagas Siphonops annulatus estudadas no
presente trabalho apresentam uma estratégia programada no preparo do vitelo e da pele
que permitem a qualidade nutricional adequada para o fornecimento desses nutrientes
aos filhotes em epocas diferentes.

Contudo, durante o desenvolvimento desse trabalho, ndo foi possivel encontrar
ovos e/ou filhotes obtidos de reproducdo em cativeiro. Além disso, o horménio
responsavel por induzir a liberagdo dos gametas apresentou concentragfes baixas nos
animais coletados durante o inverno. Com essas informagfes podemos concluir que
mesmo as fémeas e os machos de S. annulatus estando aptos a cépula no inverno, o
confinamento parece interferir, de alguma forma ainda ndo esclarecida, no processo
final de ovulagdo e espermiagdo, inibindo de forma direta ou indireta a via enddcrina
responsavel por esse processo.

De modo geral, o equilibrio entre 0 meio interno e 0 ambiente é mantido nos
seres vivos através de varios “sinais”, que sdo recebidos por canais eferentes
especificos, traduzidos e respondidos de forma a sincronizar eventos buscando a
manutencdo da espécie. Esta acdo responsiva pode ocorrer de duas maneiras genéricas:
1) reacdo a eventos inesperados, resposta esta reativa e de curto periodo e 2) reacao
previamente embutida no aparato genético dos grupos, sendo considerada uma resposta
programada, constante, que acontece de forma preditiva durante toda a vida do animal e
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elaborada evolutivamente durante a selecdo de especies mais aptas (MROSOVSKY,
1990).

De acordo com essas informagdes, podemos sugerir que 0 processo reprodutivo
em S. annulatus mantida em cativeiro envolveu um processo de reostase programada,
pois mesmo ndo havendo condi¢bes ambientais ideais, as fémeas e 0s machos
apresentaram uma “memdaria metabolica” capaz de prepara-los para a reproducdo. No
entanto, o ambiente proporcionado pelo cativeiro suprimiu a ocorréncia das fases finais
do ciclo reprodutivo, como ovulacdo e cdpula, mostrando um classico conceito de

reostase reativa.
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