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RESUMO 
 

 

LIMA, T. C. Biotécnicas na reprodução de Erythrolamprus miliaris orinus (Serpente: 
Dipsadidae): avaliação seminal e testicular. 2022. 69 f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2022. 

 
Este trabalho teve como objetivo avaliar o sêmen da serpente Erythrolamprus miliaris 

orinus, quanto ao volume, motilidade, motilidade progressiva, concentração e as 

alterações morfológicas da célula espermática, além de verificar se esses parâmetros 

estão relacionados com o ciclo espermatogênico ao longo das estações. Para tanto, 

foram avaliadas amostras de sêmen de cinco exemplares machos, pertencentes ao 

plantel do Laboratório de Ecologia e Evolução do Instituto Butantan e coletado tecidos 

do testículo de 41 exemplares de coleções e instituição herpetológicas do sul e do 

sudeste do Brasil. O potencial elétrico mitocondrial das células espermáticas foi 

analisadao quantitativamente por citometria de fluxo e qualitativamente por 

microscopia confocal à laser. O sêmen de Erythrolamprus miliaris orinus apresentou 

maior volume e concentração espermática no verão, corroborando com o maior 

potencial elétrico mitocondrial analisado na citometria de fluxo. O ciclo 

espermatogênico para E. m. orinus é assazonal, com pico espermiogênico no verão. 

No período de cópula houve menor taxa de alterações morfológicas (outono) e o verão 

foi a melhor estação para realizar colheita de semên. 

 
 
 

 
Palavras-chave: Serpente. Dipsadidae. Biotécnicas. Reprodução. Espermatozoide.



 

ABSTRACT 

 

LIMA, T. C. Biotechnics in the reproduction of Erythrolamprus miliaris orinus 
(Serpentes: Dipsadidae): seminal and testicular evaluation. 2022. 69 f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 
This Project aimed to evaluate Erythrolamprus miliaris orinus semen due to volume, 

motility, progressive motility, concentration and morphologic differences of sperm 

cells, and also evaluates these parameters and its correlation to spermatic cycle 

throughout the seasons. Semen samples obtained from five males, which belonged 

to Butantan Institute’s Laboratório de Ecologia e Evolução collection, were evaluated, 

so as testicle tissue from 41 individuals of zoological collections of Universities across 

South and Southeast Brazil. Sperm cells mitochondrial electrical potential quantitative 

evaluation was made using flow cytometry, while its qualitative evaluation’s technique 

was confocal laser scanning microscopy.Erythrolamprus miliaris orinus semen’s 

presented greater volume and sperm concentration during Summer, corroborating 

with mitochondrial electrical potential seen in flow cytometry. E. m. orinus sperm 

cycle is not seasonal, and its spermiogenic activity peak is during Summer. In 

copulation period, there was less morphological changes rates (during Fall) and 

Summer was the best season to collect semen. 

 
 
 

 
Keywords: Snake. Dipsadidae. Biotecnics. Reproduction. Sperm. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o terceiro país com maior riqueza de espécies de répteis do mundo, 

ficando atrás da Austrália com 1.121 e do México com 995 espécies (UETZ et al., 

2021). Possui 804 espécies de Squamata (serpentes, lagartos e anfisbenas), das quais 

430 são serpentes (COSTA; GUEDES; BÉRNILS, 2021). Apesar da abundância de 

serpentes existentes no Brasil, a sobrevivência de muitas espécies está ameaçada 

(IUCN, 2021) por diversos fatores, entre eles, a destruição dos habitats naturais através 

do desmatamento progressivo provocado pela ação humana, comprometendo o 

equilíbrio dos ecossistemas (PEREIRA et al., 2013; (SILVA JUNIOR et al., 2021). 

Segundo o Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameaçada de Extinção (ICMBIO, 2018), 

a maioria das serpentes ameaçadas pertence à família Dipsadidae, representada por 

mais de 235 espécies. 

Na conservação das espécies silvestres, é essencial o emprego de programas de 

reprodução ex situ utilizando biotécnicas de reprodução animal, que são ferramentas 

fundamentais para o sucesso na eficiência reprodutiva (DOMINGUES et al., 2011; 

ANDRABI; MAXWELL, 2007). Essas biotécnicas consistem na colheita e avaliação 

seminal, inseminação artificial (IA), criopreservação, fertilização in vitro (FIV) e 

transferência de embriões (TE) (ZÚCCARI; SERENO, 2006; SILVA, 2014; MOREIRA, 

2017) e podem ser aplicadas tanto nos animais domésticos, quanto nos animais 

silvestres (SILVA, 2014). 

Concomitante às biotécnicas da reprodução é possível utilizar técnicas de 

biologia molecular que são capazes de avaliar, entre outros parâmetros, a viabilidade das 

células espermáticas (ANGRIMANI et al., 2015), analisando o potencial elétrico 

mitocondrial, que está diretamente associado à qualidade do sêmen, pois permite que 

o espermatozoide seja apto para a chegada ao oócito (AGNIHOTRI et al., 2016). 

A citometria de fluxo é uma técnica que pode ser utilizada para avaliar a 

viabilidade e a integridade espermática, utilizando um sistema automatizado capaz de 

mensurar o potencial mitocondrial das células espermáticas através de sondas 

fluorescentes que quantificam as células viáveis (ARRUDA, 2000). A microscopia 

confocal é outra ferramenta empregada na avaliação qualitativa do potencial 

mitocondrial das células espermáticas, permitindo imagens de diferentes planos focais 

e reconstruções tridimensionais (3D). Utilizam-se marcadores fluorescentes que 

marcam estruturas específicas desejadas (MORTARA et al., 2015; ANDRADE et al., 
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2017). 

Entretanto, para melhor eficiência e aplicabilidade das biotécnicas reprodutivas, 

é necessário o entendimento da biologia reprodutiva básica das espécies de interesse 

(SWANSON, 2006), que se baseia em estudos das células espermatogênicas da 

espécie. 

Em serpentes, o ciclo espermatogênico é analisado de acordo com o volume, 

comprimento testicular e caracterização dos estágios das células espermáticas 

(GRIBBINS; GIST, 2003; MATHIES, 2011; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 

2013), além das mudanças estruturais do epitélio dos túbulos seminíferos, como 

diâmetro e altura (ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2013). 

Até o presente momento, nenhum estudo utilizou-se de biotécnicas de 

reprodução e análise histológica para descrever o ciclo espermatogênico da serpente 

Erythrolamprus miliaris orinus. Neste trabalho são apresentadas a avaliação do 

material seminal e a descrição das análises histológicas do testículo, utilizando como 

modelo a subespécie Erythrolamprus miliaris orinus para elucidar um protocolo que 

poderá ser utilizado em espécies de serpentes ameaçadas pertencentes à família 

Dipsadidae. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A SERPENTE Erythrolamprus miliaris orinus 

 

 A serpente Erythrolamprus miliaris (Linnaeus, 1758), popularmente conhecida 

como “cobra d’água” (ERAS et al., 2004), compõe a família Dipsadidae e possui 

ampla distribuição geográfica na América do Sul, incluindo Bolívia, Brasil (Bahia, 

Espírito Santo, Mato Grosso, Minas Gerais, Pernambuco, Paraná, Piauí, Rio Grande 

do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina e São Paulo), Colômbia, Equador, Guiana 

Francesa, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela, ocorrendo em habitats 

como a Mata Atlântica, com registro em todas as ecorregiões, exceto Pampas 

(PIZZATTO; MARQUES, 2006; CITELI; HAMDAN; GUEDES, 2016; ICMBIO, 2018; 

NOGUEIRA et al., 2019). 

 Segundo a lista de répteis da Sociedade Brasileira de Herpetologia (COSTA; 

GUEDES; BÉRNILS, 2021), atualmente existem cinco subespécies de 

Erythrolamprus miliaris: E. m. amazonicus, E. m. chrysostomus, E. m. merremii, E. 

m. miliaris e E. m. orinus, sendo esta última o modelo de estudo desta dissertação, 

com exemplares oriundos do Sudeste e Sul do Brasil (Figura 1). 

 A serpente Erythrolamprus miliaris orinus (Cope, 1868) possui hábito semi-

aquático e geralmente é encontrada nas proximidades de águas correntes, lagoas e 

já foi observada em ambientes marinhos (HARTMANN, 2005; CITELI; HAMDAN; 

GUEDES, 2016). Apresenta tanto atividade diurna quanto noturna (MARQUES, 

1998) e possui uma dieta generalista (DIXON, 1983), podendo predar diferentes 

tipos de presas como anfisbenídeos, lagartos, roedores e, preferencialmente, peixes 

e anfíbios anuros (MARQUES, 1998; CHICARINO et al., 1998; LIMA; COLOMBO, 

2008; DUARTE et al., 2014; BATISTA; FACURE; MARQUES, 2019). 

 Ovíparas, o ciclo reprodutivo das fêmeas é considerado sazonal, com cópulas 

observadas de março a junho (PRADO, 2003) e a vitelogênese e ovulação entre 

setembro e fevereiro (PIZZATTO; MARQUES, 2006; ROJAS; BARROS; ALMEIDA- 

SANTOS, 2017). Devido a ovulação ocorrer em um período consideravelmente 

posterior à época da cópula, é sugestivo que as fêmeas possuam um ciclo pós- 

nupcial (PRADO, 2003), estocando os espermatozoides na região do infundíbulo 

posterior até o momento da ovulação (ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS,2017). 

O tamanho da ninhada varia entre quatro e trinta ovos, que eclodem entre fevereiro 
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e abril (PRADO, 2003). Quanto ao dimorfismo sexual, as fêmeas são maiores, 

apresentando um comprimento rostro-cloacal (CRC) médio de 686,8 mm, e os 

machos com CRC médio de 550,6 mm (PRADO, 2003). Os machos atingem a 

maturidade sexual com menor tamanho corporal (CRC médio de 417 mm) em relação 

às fêmeas (CRC médio de 505 mm) (PIZZATTO; MARQUES, 2006). 

 

2.2 COLHEITA E AVALIAÇÃO DO SÊMEN 

 

As análises das características do sêmen são de grande importância para o 

desenvolvimento e aplicação de biotécnicas reprodutivas, pois são capazes de 

avaliar o potencial reprodutivo dos machos que serão utilizados em programas de 

reprodução in situ e ex situ, auxiliando na conservação de espécies ameaçadas 

(HOWARD, 1993). 

Para avaliar o potencial reprodutivo dos machos de serpentes, a técnica de 

colheita de sêmen vem sendo testada há décadas. 

Fitch (1960) foi um dos pioneiros a exercer a técnica de colheita de sêmen em 

serpentes, por meio da compressão do terço final do corpo do animal, porém, a 

maioria das amostras de sêmen obtidas eram contaminadas por fezes e urato. 

Mengden et al. (1980) colheram sêmen de oito espécies de serpentes das 

famílias Colubridae, Boidae, Viperidae e Elapidae, através de massagem digital na 

região ventral do terço final do animal, e com auxílio de uma seringa, colheram o 

sêmen diretamente da cloaca, diminuindo a contaminação das amostras. 

Quinn, Blasedel e Platz (1989) colheram sêmen da serpente Thamnophis 

marcianus, utilizando um eletroejaculador e em seguida realizando massagem 

ventro-lateral no sentido crânio-caudal, com o intuito de expelir o sêmen pela cloaca. 

No entanto, o material seminal era contaminado por urato. 

Posteriormente, Tourmente et al. (2007) utilizaram a técnica do 

eletroejaculador em uma jiboia (Boa constrictor occidentalis) e obtiveram ótimo 

resultado, já que o uso desta técnica é sugerido em animais que possuem a 

musculatura bem desenvolvida, como no caso dos boídeos (TOURMENTE et al., 

2007; TOURMENTE, GIOJALAS; CHIARAVIGLIO, 2011). 

Zacariotti et al. (2007) associaram massagens digitais ventrais no terço final 

do animal com o uso de anestesia local em cascavel (Crotalus durissus), com o 
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intuito de promover um maior relaxamento da região cloacal, assim, facilitando o 

procedimento de colheita. O sêmen foi colhido diretamente da papila urogenital com 

o auxílio de uma seringa, minimizando consideravelmente a contaminação do 

material seminal por fezes e urato. 

Outro método descrito para serpentes é a remoção dos ductos deferentes em 

sua totalidade, ou de um pequeno fragmento, principalmente em casos onde é 

necessária a colheita de uma amostra pura. Porém, essa remoção dos ductos 

deferentes ocorre post-mortem (LANGLADA et al., 1991; ALMEIDA-SANTOS et al., 

2004; TOURMENTE; GIOJALAS; CHIARAVIGLIO, 2011; MOZAFARI, 2012), ou 

através da cirurgia laparotomia, que envolve uma incisão ventral entre o terço 

médio e final do animal com a finalidade de acessar os ductos deferentes 

(LANGLADA et al., 1991; MARINHO et al., 2009). 

Após a colheita do sêmen, são realizados exames andrológicos que 

consistem na avaliação do material seminal quanto a coloração, volume, motilidade, 

motilidade progressiva, concentração e morfologia. 

A coloração do sêmen pode variar de branco a ligeiramente amarelado 

(SILVA, 2014) e o volume de sêmen que se obtém, vai depender de fatores como o 

método de colheita realizada e a espécie da serpente (COETI et al., 2020). 

A motilidade espermática representa o número de espermatozoides, móveis 

expresso em porcentagem. É estimada de forma subjetiva, analisada sob 

microscopia óptica com objetiva de 40X, utilizando uma gota de sêmen entre lâmina 

e lamínula (ARRUDA et al., 2011; CBRA, 2013). Nas espécies em que a 

concentração espermática é elevada, é necessário diluir a amostra seminal para 

visualização das células ao microscópio (CBRA, 2013). A motilidade progressiva se 

refere à porcentagem de células espermáticas que se movimentam 

progressivamente (ARRUDA, 2000). As avaliações de motilidade e motilidade 

progressiva de forma subjetiva são as técnicas mais utilizadas na rotina laboratorial, 

sendo de grande importância para identificar o material seminal de baixa e alta 

qualidade (ARRUDA et al., 2011). 

A concentração espermática representa o número de espermatozoides por 

mililitro (mL) e é obtida utilizando-se uma câmara hematimétrica de Neubauer para a 

contagem das células espermáticas com o auxílio de um microscópio óptico (CBRA, 

2013; SILVA; NOGUEIRA; SILVA, 2017). 
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2.3 MORFOLOGIA DAS CÉLULAS ESPERMÁTICAS 

 

A morfologia dos espermáticas das serpentes segue os padrões descritos 

para Squamata (JAMIESON et al., 1996), com células filiformes e compostas por três 

regiões: cabeça, peça intermediária e cauda, sendo a cabeça alongada, ligeiramente 

curva e dividida em acrossoma, região nuclear e pescoço; a peça intermediária é a 

maior estrutura da célula espermática, possuindo aproximadamente o mesmo 

diâmetro em todo o seu comprimento (OLIVER et al., 1996; TOURMENTE et al., 

2006; COETI et al., 2021). 

 

2.4 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ELÉTRICO MITOCONDRIAL DAS CÉLULAS 

ESPERMÁTICAS 

 

Na peça intermediária da célula espermática é encontrada a mitocôndria, uma 

organela que exerce a função de produzir e fornecer energia adequada para os 

espermatozoides através do metabolismo aeróbico na forma de adenosina trifosfato 

(ATP), durante o processo de fosforilação oxidativa. Este processo faz com que o 

espermatozoide adquira motilidade e esteja apto para chegar ao oócito 

(JANUSKAUSKAS; ZILINSKAS, 2002; MIKI et al., 2004; AGNIHOTRI et al., 2016). 

A atividade mitocondrial pode ser avaliada por microscopia confocal a laser ou 

por citometria de fluxo por meio de sondas específicas, como o MitoRed e a 

Rodamina 123, respectivamente, ambas utilizadas para corar as mitocôndrias 

funcionais (ARRUDA et al., 2005). 

Na microscopia confocal a laser, a sonda fluoresce em vermelho quando o 

gradiente de prótons da membrana mitocondrial está ativo. Este gradiente de prótons é 

decorrente de uma cadeia de carreadores de elétrons ativos que se ligam à 

fosforilação oxidativa. Quando as mitocôndrias espermáticas coram discretamente 

em vermelho ou não são coradas, significa que o gradiente de prótons está diminuído e 

as células espermáticas possuem poucas ou nenhuma mitocôndria ativa (GARNER et 

al., 1997). 

Na citometria de fluxo, as células ficam em uma solução aquosa direcionada a 

um fluxo de laser linear, onde as células passam individualmente através de um 

feixe que excita as sondas fluorescentes. O equipamento converte a frequência das 

sondas em sinais elétricos, que são quantificados por softwares específicos, 
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resultando na porcentagem de células que apresentaram alguma atividade 

mitocondrial (CORDELLI et al., 2005). 

 

2.5 CICLO ESPERMATOGÊNICO 

 

Nas serpentes, os ciclos reprodutivos são analisados a partir de dados 

macroscópicos e microscópicos (ALMEIDA-SANTOS et al., 2014). Na avaliação 

macroscópica as variações do volume e comprimento testicular, estão relacionados 

com o período da espermatogênese (SHINE, 1977; PLEGUEZUELOS; FERICH, 

1999; PRADO, 2003). Porém, para certificar e caracterizar a fase do ciclo 

espermatogênico, o ideal é que haja uma avaliação histológica dos túbulos 

seminíferos para a caracterização dos estágios celulares, como espermatogônias, 

espermatócitos, espermátides e espermatozoides (GRIBBINS; GIST, 2003; 

MATHIES, 2011; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2013), além de avaliar as 

mudanças estruturais de seu epitélio dos túbulos seminíferos, como diâmetro e altura 

(ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2013; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014). 

O ciclo reprodutivo dos machos de Squamata apresenta múltiplas 

classificações, das quais a gametogênese é a principal ferramenta utilizada para 

caracterizá-lo. Quanto à sazonalidade na produção de espermatozoides, Schuett 

(1992) classificou os seguintes tipos de ciclos: I - Pós-nupcial ou Dissociado: 

quando a produção de gametas ocorre após o período de cópula e exige estocagem 

dos espermatozoides no ducto deferente; II - Misto: quando a produção de gametas  

é iniciada no final da primavera com interrupção no inverno e finalização apenas na 

primavera seguinte; III - Pré-nupcial ou Associado: quando a produção de gametas 

coincide ou precede a época de acasalamento e; IV - Atividade Reprodutiva 

Contínua: onde a espermatogênese ocorre durante todo o ano. 

Mathies (2011) propôs uma nova classificação dos ciclos, onde são avaliados 

em níveis individual e populacional. O ciclo individual pode ser classificado em: I - 

Cíclico Descontínuo: quando as gônadas ou os órgãos acessórios apresentam 

quiescência reprodutiva durante um período do ano; II - Cíclico Contínuo: quando 

as gônadas ou os órgãos acessórios não ficam em quiescência reprodutiva, mas há 

uma redução na produção de gametas por algum período do ano, ou; III - Acíclico: 

quando há atividade reprodutiva contínua de gametas ao longo do ano. O ciclo 

populacional pode ser classificado em: sazonal, quando a gametogênese dos 
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indivíduos de uma população apresenta sincronia, no qual todos os indivíduos 

produzem gametas durante o mesmo período do ano, ou; assazonal, quando não 

há sincronia na produção de gametas entre os indivíduos, ou seja, cada indivíduo 

realiza a gametogênese em um período do ano. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 AVALIAÇÃO SEMINAL 

 

Foram utilizados cinco espécimes machos (CRC > 417 mm) (PRADO, 2003) 

de E. m. orinus (Figura 1) oriundos do estado de São Paulo (Figura 2) e mantidos no 

biotério do Laboratório de Ecologia e Evolução (LEEV) do Instituto Butantan, sob 

condições controladas de fotoperíodo (12 horas claro e 12 horas escuro), umidade e 

temperatura, que se mantém próxima de 25 ºC. Os animais foram mantidos em 

cativeiro desde outubro de 2015 (CEUAIB 7317040915), acomodados 

individualmente em caixas plásticas transparentes (560 x 380 x 370 mm) com as 

laterais e a tampa perfuradas, a forração composta por papelão ondulado e um 

abrigo artificial em cada recinto foi disponibilizado. A dieta dos animais, constituída 

por anuros (Lithobates catesbeianus) oferecidos quinzenalmente, obedeceu à 

proporção de 10 a 20% da massa do indivíduo e foi disponibilizada água fresca ad 

libitum. 

 
Figura 1 - Erythrolamprus miliaris orinus 

Fonte: Cristiene Rodrigues Martins (2022). 
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Figura 2 - Mapa do estado de São Paulo com distribuição geográfica dos 
exemplares de Erythrolamprus miliaris orinus analisados neste estudo 

 
Fonte: Circe Cavalcanti de Albuquerque (2022). 
Legenda: Animais oriundos das regiões de A – Juquitiba/ SP; B - São Roque/ SP; C) 
Itupeva/ SP; D) Osasco/ SP; E) São Bernardo do Campo/ SP. 

 

3.1.1 Colheita e avaliação do sêmen 

 

O sêmen foi colhido trimestralmente, seguindo a metodologia proposta por 

Mengden et al. (1980). As colheitas foram realizadas em dias que corresponderam 

aproximadamente ao meio de cada estação climática, nos meses de fevereiro 

(verão), maio (outono), agosto (inverno) e novembro (primavera), referentes ao ano 

de 2021. Foi realizada apenas uma colheita de sêmen em cada animal por estação 

e, previamente a cada colheita, foram coletados os dados biométricos (CRC e massa 

corpórea) de todos os animais. 

Para a colheita do sêmen, os animais foram fisicamente contidos para a 

realização de massagem digital na região ventral do terço caudal do animal, com o 

intuito de eliminar o conteúdo intestinal e, em seguida, foi realizada a limpeza da 

região cloacal com solução fisiológica (NaCl 0,9%) para a remoção de possíveis 

sujidades. Em seguida, o sêmen foi colhido com a execução de massagem digital, 

delicadamente na região ventro-lateral no terço caudal de ambos os lados do corpo do 

animal, durante dois a três minutos, a fim de comprimir os ductos deferentes para 

que o sêmen fosse expelido. O mesmo foi colhido diretamente da papila 

urogenital com o uso de tubo capilar de vidro micro-hematócrito (linha de vidro 

Precision®, Shandong Harmowell Trade Corporation, Shandong, China) (Figura 3). 
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Figura 3 - Colheita de material seminal de Erythrolamprus 
miliaris orinus 

 
Fonte: Cristiene Rodrigues Martins (2022). 

 

3.1.2 Avaliação dos parâmetros seminais 

 

Imediatamente após a colheita de sêmen dos cinco exemplares de E. m. 

orinus, o material seminal foi avaliado quanto aos seguintes parâmetros seminais: 

Volume e coloração: foram estimados no momento da colheita, diretamente 

nos tubos capilares de vidro micro-hematócrito (linha de vidro Precision®, Shandong 

Harmowell Trade Corporation, Shandong, China). No volume, a amostra seminal foi 

medida em milímetros (mm), na qual cada 1 mm equivale 1,05 µL. Em seguida, 

devido à sua elevada concentração, o volume da amostra seminal foi previamente 

diluído na proporção de 1:100 µL em meio de cultura de células (HAM-F10, Nutricell) 

para avaliação da motilidade e motilidade progressiva; 

Motilidade e motilidade progressiva: foi colocada uma gota do sêmen 

diluído entre lâmina de vidro e lamínula e feita a avaliação subjetiva em um 

microscópio óptico Eclipse E100 (Nikon Corporation, Tóquio, Japão) sob aumento de 

100X. A motilidade foi estimada levando-se em consideração qualquer tipo de 

movimento que os espermatozoides apresentaram em cinco diferentes campos 

microscópicos (FAHRIG et al., 2007), em uma escala de 0 a 100% de 

espermatozoides móveis. A motilidade progressiva foi observada no sentido 

direcional (deslocamento em uma direção) em que os espermatozoides se moviam, 
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em uma escala de 0 a 5 de espermatozoides móveis, onde 0 - sem movimentos; 1 - 

movimentos levemente progressivos e lateralizados; 2 - movimentos 

moderadamente lateralizados com progressão para frente em jatos; 3 - movimentos 

progressivos para frente, porém lentos; 4 - movimentos progressivos para frente com 

velocidade moderada; e 5 - movimentos progressivos para frente rápidos (MATTSON 

et al., 2007; SILVA et al., 2015; COETI et al., 2020);  

Concentração espermática: o sêmen foi diluído na proporção de 1:150 µL 

em solução de formol salino (10%) para a determinação de sua concentração. Foi 

colocada uma gota do sêmen já diluído em ambas as câmaras de um hemocitômetro 

de Neubauer e os espermatozoides foram contados com o uso de um microscópio 

óptico Eclipse E100 (Nikon Corporation, Tóquio, Japão), sob o aumento de 40X. 

Após a contagem das células nos cinco quadrantes na diagonal de cada câmara, foi 

calculada a média entre os dois lados da câmara e esse valor foi usado na seguinte 

fórmula: N x 5 x 10 x 150 x 1000 = sptz/ mL, onde: N = médias de espermatozoides 

contados nos dois lados da câmara; 5 = número de quadrados contados em 1 mm²; 10 

= fator de profundidade da câmara; 150 = fator de diluição; 1000 = para a 

transformação em mL; sptz/ mL = espermatozoides por mL; 

Morfologia espermática: foi retirada uma alíquota do material seminal já 

diluído em meio HAM-F10 (Nutricell) e acrescentada a solução de formol salina 

(10%). Nos cinco exemplares de E. m. orinus, foram fotografadas e avaliadas 100 

células espermáticas de cada amostra nas quatro estações do ano, sob microscopia 

de contraste de fase com aumento de 1000X para estimativa de espermatozoides 

normais e defeituosos. As alterações morfológicas encontradas nas células 

espermáticas foram classificadas em defeitos: da cabeça, da peça intermediária e/ou 

da cauda. As medidas do comprimento da cabeça, peça intermediária e da cauda 

foram aferidas com o software ImageJ, versão 1.52 (SCHNEIDER et al., 2012). 

 

3.1.3 Análise do potencial elétrico mitocondrial por citometria de fluxo 

 

Após a avaliação andrológica dos cinco exemplares de E. m. orinus, as 

amostras foram aliquotadas, identificadas e centrifugadas a 800 rpm por cinco 

minutos para concentrar os espermatozoides. O sobrenadante foi descartado e o 

pellet formado foi ressuspenso em 200 μL de solução tampão Facs Flow (solução 

salina) e adicionado 5 μL de corante Rodamina-123 (5 mg/mL diluído em etanol). Em  
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seguida, as amostras  foram mantidas em estufa 5% de CO2    a 37 ºC por 30 

minutos. Após este período, os tubos com as amostras foram centrifugados a 800 

rpm novamente por cinco minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado 

foi ressuspenso em 200 μL de tampão FACS Flow. A leitura e análise da marcação da 

Rodamina-123 na célula foi realizada em citômetro de fluxo BD FACS Canto™ em 

intensidade de fluorescência FLH-1 e os histogramas adquiridos foram analisados 

através do programa Cell-Quest – BD. 

 

3.1.4 Avaliação morfológica por microscopia confocal a laser 

 

Para a realização da avaliação das mitocôndrias das células espermáticas, as 

amostras de espermatozoides foram aliquotadas e coradas com 200 nM de MitoRed 

(Sigma-Aldrich, USA), durante uma hora no escuro, para evitar quaisquer alterações 

induzidas pela luz, a 37 ºC para marcação das mitocôndrias. Após a incubação, o 

excesso de MitoRed foi removido e as células foram lavadas com solução salina 

tamponada com fosfato (PBS). Após a incubação com o MitoRed para fixação, foi 

adicionado 100 μL de paraformaldeído a 4% por 30 minutos e em seguida, foram 

lavadas com PBS. Após essa etapa, 10 μL da solução marcada e fixada foi colocada 

na lâmina para secar à temperatura ambiente. Em seguida, 15 μL do meio de 

preservação da fluorescência (VECTASHIELD® Antifade com DAPI) foram colocados 

em lamínulas para observação no microscópio de fluorescência Confocal a Laser 

(Fluoview™ 300) e as imagens foram fotodocumentadas e analisadas. 

 

3.2 AVALIAÇÃO DO CICLO ESPERMATOGÊNICO 

 

Para a obtenção de amostras histológicas, foram dissecados 41 exemplares 

machos de E. m. orinus, provenientes das regiões sudeste e sul do país (Figura 4), 

fixados e preservados entre os anos de 1973 a 2020 nas coleções herpetológicas e 

museus zoológicos das seguintes instituições: Laboratório Especial de Coleções 

Zoológicas (LECZ), Instituto Butantan, São Paulo; Coleção Zoológica de Referência da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (ZUFMS); Museu de Zoologia João 

Moojen, Universidade Federal de Viçosa (MZUFV), Minas Gerais; Museu de 

Ciências Naturais da Fundação Zoobotânica (MCN), Rio Grande do Sul; Museu 
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Zoobotânico Augusto Ruschi, Universidade de Passo Fundo (Muzar), Rio Grande do 

Sul; Coleção Herpetológica de Répteis, Universidade Federal de Juiz de Fora 

(CHUFJF), Minas Gerais e; Coleção de Herpetologia do Museu de Ciências Naturais 

da Universidade do Vale do Taquari, (ZHUMCN-UNIVATES), Rio Grande do Sul. 

 

Figura 4 - Distribuição geográfica dos exemplares analisados de 
Erythrolamprus miliaris orinus 

 
Fonte: Circe Cavalcante de Albuquerque (2022). 

 

Foram registrados os dados de procedência e data do tombo de todos os 

exemplares e posteriormente, aferidos dados do comprimento rostro-cloacal (CRC) e 

comprimento caudal (CC), utilizando uma fita métrica milimetrada (mm) e massa 

corpórea (g). 

 

3.2.1 Coleta de dados 

 

Após as mensurações dos exemplares, foi realizada uma incisão contínua no 

plano mediano da região ventral com uma tesoura cirúrgica entre a quarta e a quinta 

escama ventral a partir da escama cloacal, seguindo cranialmente até a região das 

gônadas, onde foram aferidos comprimento, largura e espessura dos testículos 

(esquerdo e direito) através do paquímetro digital com precisão de 0,01mm, para 
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determinar o volume testicular (VT) para analisar se havia hipertrofia sazonal da 

gônada. 

O volume testicular foi determinado através da fórmula do elipsóide (SHINE, 

1980; PLEGUEZUELOS; FERICHE, 1999): VT = 4/3.π.a.b.c, onde a = metade do 

comprimento do testículo, b = metade da largura do testículo e c = metade da 

espessura do testículo. 

Foram coletadas amostras teciduais de aproximadamente 40 mm do testículo 

direito, na qual foram devidamente identificadas em cassetes e conservados em 

etanol 70% para a realização do estudo histológico. As amostras passaram pelo 

processo de desidratação em série crescente de etanol (80%, 90%, 95%, 100% e 

100%) e ficaram submersas em cada uma das concentrações por uma hora. Em 

seguida foram diafanizadas em xilol I puro por uma hora e xilol II puro por mais uma 

hora cada. Após a diafanização, as amostras passaram pelo processo de infiltração 

em parafina I e parafina II, ambas por uma hora. Posteriormente, os tecidos foram 

emblocados em parafina e os blocos foram cortados em fatias de 5 μm de espessura 

com o auxílio de um micrótomo (Leica) e estendidas em lâminas de vidro com a 

identificação do cassete. 

As lâminas passaram pelo processo de coloração por Hematoxilina/ Eosina 

(H/E) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) e fotomicrografadas em fotomicroscópio 

Olympus BX61VS. As imagens foram utilizadas para caracterizar e classificar os 

estágios celulares (espermatogônias, espermatócitos, espermátides e 

espermatozoides) de acordo com GOLDBERG e PARKER (1975) (Quadro 1). 

 

Quadro 1 – Classificação dos estágios do ciclo espermatogênico 

Estágios Descrição dos túbulos seminíferos 

I Regressão completa: túbulos seminíferos revestidos por espermatogônias e células 
de Sertoli. 

II Início da recrudescência: divisão das espermatogônias; espermatócitos 
primários. 

III Recrudescência: espermátides primárias e espermatócitos. 

IV Espermiogênese inicial: espermátides em metamorfose. 

V Espermatogênese: espermatozoides maduros no lúmen. 

VI Regressão inicial: epitélio germinativo reduzido. 

Fonte: GOLDBERG; PARKER (1975). 
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As análises estatísticas foram feitas através do software IBM SPSS Statistics e 

os dados que apresentaram distribuição não paramétrica passaram pela 

transformação logarítmica obtendo distribuição normal. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ASPECTOS GERAIS DO SÊMEN 

 

O sêmen de E. m. orinus apresentou coloração variando de branco a amarelo 

claro e consistência espessa. Foram obtidas amostras viáveis de sêmen dos cinco 

indivíduos avaliados. A biometria e as médias gerais de todos os parâmetros 

seminais para a espécie estão expressas na tabela 1. 

 
Tabela 1 - Valores médios e desvio padrão (Média ± DP), valores mínimos e máximos referentesaos 
parâmetros seminais de Erythrolamprus miliaris orinus (n = 5). 

 Média ± DP Mínimo e Máximo 

CRC (mm) 611,25 ± 55,71 480 e 730 

Massa (g) 157,10 ± 19,59 71 e 276 

Volume (μL) 3,68 ± 1,51 1,05 e 12,60 

Motilidade (%) 50 ± 7,48 20 e 70 

Motilidade Progressiva (escala de 0 - 5) 2,95 ± 0,66 1 e 4 

Concentração (X 109 espermatozoides/ mL) 0,45 ± 0,18 0,24 e 0,62 

Fonte: Tatiane Caroline de Lima (2022). 

 

4.1.1 Avaliação da sazonalidade dos parâmetros seminais 

 

 Durante as estações climáticas os parâmetros seminais foram avaliados de 

forma subjetiva sempre pelo mesmo avaliador. Na tabela a seguir (Tabela 2), estão 

expressos os valores médios e desvio padrão obtidos dos parâmetros seminais de 

acordo com as estações do ano. 
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Tabela 2 - Valores médios e desvio padrão (Média ± DP) dos parâmetros seminais avaliados em 
machos adultos de Erythrolamprus miliaris orinus mantidos ex situ de acordo com as estações 
climáticas. 

 
Verão (n= 5) 
 Média ± DP 

Outono (n= 5) 
Média ± DP 

Inverno (n= 5) 
  Média ± DP 

Primavera (n= 5) 
     Média ± DP 

Volume (μL) 5,88 ± 4,04a 3,36 ± 1,88a 2,94 ± 2,61a 2,52 ± 1,20a 

Motilidade (%) 40,00 ± 22,36a 52,00 ± 17,89a 58,00 ± 13,04a 50,00 ± 23,45a 

Motilidade Progressiva 
 (escala de 0-5) 

2,00 ± 1,00* 3,40 ± 0,55* 3,40 ± 0,89* 3,00 ± 1,00* 

Concentração 

(X 10
9 ptz/mL) 

0,58 ± 0,13a 0,62 ± 0,22a 0,24 ± 0,16b 0,36 ± 0,19a,b 

Fonte: Tatiane Caroline de Lima (2022). 
Letras diferentes na mesma linha representam diferença estatística significativa (Turkey, p<0,05). 

(*) Dados que apresentaram distribuição não paramétrica. 

 

Na análise dos parâmetros seminais, foi observado diferença significativa na 

concentração (ANOVA, F = 4,962; p = 0,013) entre a estação do inverno com o 

verão (post-hoc Turkey, p = 0,041), e do inverno com outono (post-hoc Turkey, p = 

0,020). Os parâmetros seminais referentes ao volume (ANOVA, F = 1,621; p = 

0,224) e motilidade (dados transformados por Log – ANOVA, F = 1,016; p = 0,411) 

não obtiveram diferenças significativas. Motilidade progressiva não obteve 

distribuição paramétrica. 

 

4.1.2 Morfologia espermática 

 

 A avaliação da morfologia espermática foi realizada em cinco indivíduos de E. 

m. orinus durante as quatros estações do ano de 2021. 

 O espermatozoide de E. m. orinus é filiforme com comprimento total médio de 

175,07 µm ± 6,63 (desvio padrão) e divide-se em três regiões: cabeça, peça 

intermediária e cauda (Figura 5). A cabeça é a menor estrutura da célula 

espermática com comprimento médio de 15,75 µm ± 2,10, a peça intermediária é a 

estrutura mais longa com comprimento médio de 116,27 µm ± 5,47 e a cauda obteve 

comprimento médio de 43,23 µm ± 0,45. 
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Figura 5 – Espermatozoides de Erythrolamprus miliaris orinus sob microscopia de contraste de fase. 

 
Foto: Tatiane Caroline de Lima (2021). 
Legenda: A) cabeça, B) peça intermediária e C) cauda. 

 

Em relação à presença de alterações morfológicas nos espermatozoides 

avaliados, foram encontradas alterações durante as quatro estações do ano com 

maior média na primavera. Dentre os defeitos encontrados, a peça intermediária foi a 

região mais acometida, seguida das alterações na cauda (Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Valores médios e desvio padrão (Média ± DP) das alterações da morfologia das células 
espermáticas encontradas no sêmen de machos adultos (n = 5) de Erythrolamprus miliaris orinus 
mantidos ex situ nas quatro estações climáticas. 

 Defeitos de 
cabeça (%) 

Defeitos de peça 
intermediária (%) 

Defeitos de 
cauda (%) 

Total de células 
defeituosas (%) 

Total de células 
normais (%) 

Verão 2 ± 1,41 27,20 ± 3,11 16,20 ± 4,55 44,20 ± 5,67 55,80 ± 5,67 

Outono 0 ± 0 24,00 ± 4,00 15,00 ± 3,39 39,00 ± 6,28 61,00 ± 6,28 

Inverno 2,5 ± 2,12 27,60 ± 2,19 18,60 ± 2,70 47,20 ± 5,07 52,80 ± 5,07 

Primavera 0 ± 0 25,00 ± 4,06 23,00 ± 5,83 48,00 ± 8,75 52,00 ± 8,75 

Fonte: Tatiane Caroline de Lima (2022). 

 

As alterações mais comuns encontradas em todas as amostras colhidas ao 

longo das quatro estações do ano (n = 2.000 células espermáticas) foram: 

enrolamento da peça intermediária e cauda enrolada (Tabela 4 e Figura 6). 
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Tabela 4 – Alterações morfológicas encontradas no material seminal de Erythrolamprus miliaris 
orinus (n = 2.000 células espermáticas). 

 Alterações (%) 

Cabeça Acrossoma dobrado 0,05 

 Decapitada 0,40 

Peça intermediária Dobrada 6,80 

 Enrolada 19,15 

Cauda Dobrada 6,40 

 Enrolada 11,00 

 Enrolada na porção terminal 0,07 

 Fortemente enrolada 0,10 

 

 

Figura 6 – Alterações morfológicas nos espermatozoides de Erythrolamprus miliaris orinus 

Fonte: Tatiane Caroline de Lima (2022). 
Legenda: A) Espermatozoide com cabeça decapitada; B) Acrossoma dobrado;  C, D e E) Peça 
intermediária enrolada; F) Cauda enrolada. 
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4.1.3 Análise do potencial elétrico mitocondrial (ΔΨm) por citometria  de fluxo 

 

Na avaliação quantitativa, as células espermáticas receberam a sonda 

fluorescente Rodamina-123, e somente as células que apresentaram algum grau de 

viabilidade foram marcadas e contabilizadas pelo citômetro de fluxo. Foi possível  

realizar a análise por citometria de fluxo nas estações de verão, outono e primavera 

nos cinco indivíduos, e no inverno foi possível processar amostra somente de três 

indivíduos (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Valores médios e desvio padrão (Média ± DP) da análise do potencial elétrico da 
membrana plasmática nos espermatozoides de E. m. orinus, durante as estações climáticas. 

Estação Espermatozoides 
totais 

Espermatozoides viáveis 
Média ± DP 

Espermatozoides viáveis 
(%) 

Verão (n= 5) 6.315 ± 792,67 6.019 ± 711,15 95,52 ± 5,54 

Outono (n= 5) 6.356 ± 3723,52 6.193 ± 3.625, 97 97,90 ± 1,22 

Inverno (n= 3) 2.990 ± 3062,10 2.373 ± 2.864,13 62,12 ± 34,41 

Primavera (n= 5) 4.593 ± 3779,05 4.435 ± 3.705,62 97,40 ± 3,55 

Fonte: Tatiane Caroline de Lima (2022). 

 

A menor média de potencial elétrico mitocondrial das células espermáticas foi 

obtido na estação do inverno com percentual médio de 62,12%, representado por 

total de 2.373 células viáveis. A estação que as amostras obtiveram maior média de 

potencial elétrico  mitocondrial nas células espermática foi na estação do outono com 

97,90%, representado por total médio de 6.193 células  espermáticas viáveis 

encontradas. 

As figuras a seguir (Figura 7, 8, 9 e 10), demonstram as porcentagens do 

potencial elétrico mitocondrial (ΔΨm) das células espermáticas da E. m. orinus 

durante cada estação. 
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Figura 7 - Análise do potencial elétrico mitocondrial nas células espermáticas de Erythrolamprus 
miliaris orinus entre os indivíduos (n = 5) na estação do verão por citometria de fluxo. 

 
Legenda: gráficos de barras e linha mostrando ΔΨm dos espermatozoides de cinco indivíduos. Barra 
azul representa mitocôndrias com alto potencial elétrico mitocondrial e a barra vermelha, indica os 
espermatozoides que foram detectados com baixo potencial elétrico mitocondrial. Histogramas 
representam a distribuição das células quanto a quantidade de células espermáticas e ΔΨm no 
verão. 

 

Figura 8 - Análise do potencial elétrico mitocondrial nas células espermáticas de Erythrolamprus 
miliaris orinus entre os indivíduos (n = 5) na estação do outono por citometria de fluxo. 

 
Legenda: gráficos de barras e linha mostrando ΔΨm dos espermatozoides de cinco indivíduos. Barra 
azul representa mitocôndrias com alto potencial elétrico mitocondrial e a barra vermelha, indica os 
espermatozoides que foram detectados com baixo potencial elétrico mitocondrial. Histogramas 
representam a distribuição das células quanto a quantidade de células espermáticas e ΔΨm no 
outono. 
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Figura 9 - Análise do potencial elétrico mitocondrial nas células espermáticas de Erythrolamprus 
miliaris orinus entre os indivíduos (n = 5) na estação do inverno por citometria de fluxo. 

 
Legenda: gráficos de barras e linha mostrando ΔΨm dos espermatozoides de três indivíduos. Barra 
azul representa mitocôndrias com alto potencial elétrico mitocondrial e a barra vermelha, indica os 
espermatozoides que foram detectados com baixo potencial elétrico mitocondrial. Histogramas 
representam a distribuição das células quanto a quantidade de células espermáticas e ΔΨm no 
inverno. 

 
 

Figura 10 - Análise do potencial elétrico mitocondrial nas células espermáticas de Erythrolamprus 
miliaris orinus entre os indivíduos (n = 5) na estação da primavera por citometria de fluxo. 

 
Legenda: gráficos de barras e linha mostrando ΔΨm dos espermatozoides de cinco indivíduos. 
Barra azul representa mitocôndrias com alto potencial elétrico mitocondrial e a barra vermelha, 
indica os espermatozoides que foram detectados com baixo potencial elétrico mitocondrial. 
Histogramas representam a distribuição das células quanto a quantidade de células espermáticas e 
ΔΨm na primavera. 



43 
 

4.1.4 Avaliação morfológica por microscopia confocal a  laser 

 
Na microscopia confocal a laser foi realizada a avaliação qualitativa, 

através de fotomicrografias dos espermatozoides com suas estruturas 

marcadas com fluorocromos específicos nos cinco exemplares de 

Erythrolamprus miliaris orinus, durante as quatro estações do ano: verão 

(Figura 11), outono (Figura 12), inverno (Figura 13) e primavera (Figura 14). 

A estrutura em vermelho representa as mitocôndrias ativas marcadas 

com MitoRed na peça intermediária e na cauda, mostrando que há maior 

intensidade de fluorescência emitida pela célula, indicando grande quantidade 

de mitocôndrias ativas e íntegras presentes na célula espermática. 

A estrutura em azul representa os ácidos nucleicos na cabeça da célula 

espermática marcados com DAPI (4’.6-Diamidino-2-fenilindoldiclorhidrato), 

indicando que esse fluorocromo se ligou nas regiões com fitas de DNA íntegras 

ou fragmentadas, deixando o núcleo da célula fluorescente em azul. 
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Figura 11 – Fotomicrografias representativas das células espermáticas da serpente Erythrolamprus miliaris orinus 
no verão com A) mitocôndrias marcadas em vermelho (MitoRed) e núcleos marcados em azul (DAPI), analisadas 
por microscopia confocal a laser. 
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Figura 12 – Fotomicrografias das células espermáticas da serpente Erythrolamprus miliaris orinus no outono 
com mitocôndrias marcadas em vermelho (MitoRed) e núcleos marcados emazul (DAPI), analisadas por 
microscopia onfocal a laser. 
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Figura 13 – Fotomicrografias das células espermáticas da serpente Erythrolamprus miliaris orinus no inverno 
com mitocôndrias marcadas em vermelho (MitoRed) e núcleos marcados emazul (DAPI), analisadas por 
microscopia confocal a laser. 
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Figura 14 – Fotomicrografias das células espermáticas da serpente Erythrolamprus miliaris orinusna primavera 
com mitocôndrias marcadas em vermelho (MitoRed) e núcleos marcados em azul (DAPI), analisadas por 
microscopia confocal a laser. 
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4.2 CICLO ESPERMATOGÊNICO 

 

Os testículos de E. m. orinus apresentam formato alongado e cilíndrico, sendo  o 

testículo direito mais cranial em relação ao esquerdo e estão localizados no terço 

caudal da cavidade celomática, como descrito para as serpentes (Figura 15). 

 
Figura 15 – Sistema urogenital masculino de Erythrolamprus miliaris orinus 

Fonte: Tatiane Caroline de Lima (2022). 
Legenda: A e B) Td = testículo direito; Te = testículo esquerdo; DDd = ducto deferente direito; De = 
ducto deferente esquerdo; Rd = rim direito, Re = rim esquerdo. 
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4.2.1 Análise macroscópica dos testículos 

 

O testículo de E. m. orinus apresenta variação significativa entre as médias do 

volume direito (ANCOVA, F = 3,265; p = 0,032) entre as estações primavera e verão 

(post-hoc Sidak, p = 0,026) (Figura 16). Para o volume total, foi obtida diferença 

significativa (ANCOVA, F = 3,265; p= 0,032) entre as estações de primavera e verão 

(post-hoc Sidak, p = 0,045) (Figura 17). 

Para o volume testicular e o CRC, foi obtido uma correlação moderada [F 

(1,39) = 11,505; p = 0,002; R2 = 0,228] (Figura 18). 

No índice gonadossomático não houve variação significativa entre as 

estações (ANOVA, F = 1,194; p = 0,326). 

 

Figura 16 – Distribuição do volume testicular direito de Erythrolamprus miliaris orinus em 
relação  às estações do ano. 

 

a 

b 

Legenda: gráfico box-plox com a distribuição dos dados de volume do testículo direito, 
referente aos espécimes de Erythrolamprus miliaris orinus. As letras indicam as diferenças 
estatísticas pelo teste de ANCOVA, sendo considerado p<0,05. 
 

ab 

ab 
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Figura17 – Variação do volume testicular total de Erythrolamprus miliaris orinus em relação às 
estações do ano. 

 

 

 

Figura 18 – Distribuição do volume testicular direito de Erythrolamprus miliaris 
orinus em relação ao comprimento-rostro-cloacal (CRC)

 

a 

b 
ab 

ab 

Legenda: gráfico box-plox com a distribuição dos dados de volume testicular total, referente aos 
espécimes de Erythrolamprus miliaris orinus. As letras indicam as diferenças estatísticas pelo teste 
de ANCOVA, sendo considerado p<0,05. 
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4.2.2 Análise microscópica dos testículos 

 

 
Na análise qualitativa dos túbulos seminíferos foram avaliados os estágios do 

ciclo espermatogênico da espécie (Quadro 2). O estágio I (Figura 19A), referente à 

regressão completa do epitélio germinativo, foi observado nos meses de julho a 

setembro (inverno). Nesse estágio, os indivíduos exibiam de uma a três camadas de 

células (espermatogônias e espermatócitos) e o espaço luminal apresentava-se 

vazio ou com alguns espermatozoides residuais. O início da recrudescência(estágio 

II) (Figura 19C) foi identificado em outubro (primavera). Os indivíduos exibiam o 

epitélio germinativo com aproximadamente oito camadas de células, entre 

espermatogônias, espermatócitos e espermátides indiferenciadas. Não foi 

encontrado nenhum exemplar exibindo o estágio III de recrudescência. 

O início da espermiogênese (IV) (Figura 20A) foi observado em alguns túbulos 

seminíferos de exemplares coletados em fevereiro (verão), em que foi possível 

identificar a presença de espermátides primárias e secundárias, e o início da 

diferenciação da cabeça do espermatozoide. Na análise de diferentes campos da 

lâmina histológica, foi possível identificar a transição do estágio IV para V, no qual 

observa-se formação da cauda do espermatozoide. 

O estágio V (Figura 20B), referente a espermiogênese, foi observado entre os 

meses de outubro a abril (primavera e verão) (Figura 20D), e em um único indivíduo, 

foi possível observar no mês de junho (final do outono). 

O início da regressão (estágio VI) foi identificado de fevereiro a junho, no 

qual os exemplares apresentaram alguns feixes de espermiogênese e o epitélio 

germinativo exaurido com três camadas de células (Figura 20C). 
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Quadro 2 – Estágios do ciclo espermatogênico em Erythrolamprus miliaris orinus no Sul e Sudeste 
do Brasil. 

Estágios Meses de ocorrência 

I - Regressão completa: túbulos revestidos por 

espermatogônias e células de Sertoli. 

julho a setembro 
(inverno) 

II - Início da recrudescência: divisão das espermatogônias e 

espermatócitos primários. 

outubro 
(primavera) 

III - Recrudescência tardia: espermátides primárias e 

espermatócitos. 

outubro a novembro* 
(primavera) 

IV - Espermiogênese inicial: espermátides em metamorfose. Fevereiro 
(verão) 

V - Espermiogênese: espermatozoides maduros no lúmen. Outubro a abril 
(primavera e verão) 

VI - Regressão inicial: epitélio germinativo reduzido. Fevereiro a junho 
(verão e outono) 

Fonte: Adaptado de GOLDBERG; PARKER (1975).  
Legenda: (*) = provável período de corrência. 

 

Figura 19 – Cortes histológicos transversais e longitudinais de testículos de Erythrolamprus miliaris 
orinus em diferentes estações. 

Legenda: Fotomicrografia do túbulo seminífero em Erythrolamprus miliaris orinus. A) Outono - 
espécime em transição do estágio VI para I, de regressão completa (inverno); B) Inverno - estágio I, 
espécime apresentando quiescência do epitélio germinativo; C) Primavera - recrudescência do 
epitélio germinativo, exemplar apresentando aumento do epitélio, porém sem diferenciação das 
espermátides primária e secundária; D) Verão - estágio V espermiogênese. (L) lúmen. (Sptz) 
espermatozoide.
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Figura 20 – Cortes histológicos transversais e longitudinais de testículos de Erythrolamprus 
miliaris orinus em diferentes estações. 

Legenda: Fotomicrografia do túbulo seminífero em Erythrolamprus miliaris orinus. A) Verão - 
Espécime em espermiogênese (transição estágio IV para V); B) Verão - estágio V, exemplar 
apresentando maior quantidade de espermatozoides no espaço luminal C) Outono - início de 
regressão (estágio VI) epitélio germinativo com 3-4 camadas de células; D) Inverno - regressão 
total do epitélio germinativo, ausência de espermatozoides no lúmen (I). (L) lúmen. (Sptz) 
espermatozoide. 
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5 DISCUSSÃO 

 
 

 A análise das características do sêmen é uma ferramenta inicial, simples e 

essencial para avaliar o potencial reprodutivo dos machos dentro de um programa 

de reprodução (MENGDEN et al., 1980, LANGLADA et al., 1994; TOURMENTE et 

al., 2007; ZACARIOTTI et al., 2007). Para aprimorar as técnicas de reprodução 

assistida, é importante estabelecer valores de parâmetros seminais das espécies 

de interesse. 

 A técnica de colheita de sêmen realizada neste estudo nos cinco exemplares 

de E. m. orinus foi minimamente invasiva, preconizada por Mengden et al. (1980), 

através de massagens digitais ventrais, e foi possível obter volume médio nas 

quatro estações de 3,68 μL e no outono (cópula) obeteve-se 5,88 μL, sendo estes 

valores inferiores ao obtido por Lima (2020), que relatou a mesma técnica para a 

mesma subespécie nas quatro estações do ano o volume médio de 8,28 μL e no 

outono 20,75 μL.  

 Esta  técnica de massagem digital ventral também foi utilizada na colheita de 

sêmen da serpente Bothrops insularis (Viperidae) (SILVA et al., 2015) com 

associação do uso de anestesia local na região da cloaca, promovendo 

relaxamento e facilidade de colheita direto da papila urogenital, e obtiveram volume 

de 3,6 μL no outono (cópula), valor inferior ao obtive neste trabalho no período de 

cópula da espécie, porém, a metodologia de coleta deste trabalho, utilixou-se 

apenas a massagem digital ventral, visto que a cloaca da serpente E. m. orinus 

possue a cloaca relaxada naturalmente, diferente das serpentes da família 

Viperidae que apresentam a cloaca contraída, impossibiltando a coleta de sêmem 

sem o anestesico local. 

 Almeida-Santos et al. (2004) relataram para Crotalus durissus terrificus 

(Viperidae) o volume seminal médio em todas as estações entre 800μL e 1000 μL e no 

outono 41,73 μL (cópula), porém, a técnica empregada foi a remoção dos ductos 

deferentes, sendo possível coletar um volume de sêmen maior, quando comparado 

com a compressão dos ductos deferentes durante a massagem digital ventral. 

Essas diferenças de valores obtidas  no volume para as diferentes espécies durante 

a época de cópula, podem estar relacionadas com a técnica de colheita utilizada, 

mesmo sendo a mesma técnica, os individuos que colheram o material seminal são 
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diferentes. 

 O valor médio da motilidade progressiva espermática do sêmen de E. m. 

orinus neste estudo referente as estações do ano foi de 2,95 (escala de 0-5) e 

motilidade 50%, valores próximos das médias obtidos por  Lima (2020) para a 

mesma espécie, motilidade progressiva média (2,80), motilidade média (57,64%). 

Já na estação de cópula (outono) a motilidade progressiva neste estudo foi de 3,40 

e motilidade 52% e Lima (2020) obteve 80% de motilidade espermática e 4 de 

motilidade progressiva. Esta diferença nas motilidades pode estar relacionada com 

o manejo da dieta ofertada, no qual Lima (2022) alimentava as serpentes 

semanalmente e neste presente estudo, os animais foram alimentados a cada 

quinze dias. Logo a frequência alimentar é um fator primordial para a aqualidade 

dos parâmetros seminais. Na mesma estação de cópula (outono) para E. m. orinus, 

a motilidade progressiva coincidiu com o pico do potencial elétrico mitocondrial 

(97,90%) e com a melhor qualidade morfológica dos espermatozoides (61% células 

normais), representando a alta viabilidade das células espermaticas. Para 

Erythrolamprus poecilogyrus sublineatus (Dipsadidae), foi obtido 80% de motilidade 

espermática na primavera (cópula) (SILVA et al., 2017) e 92% de presença de 

células espermáticas viáveis, valor superior ao encontrado neste trabalho no outono 

para motilidade (52%) e morfologia espermática. Esta diferença de porcentagem na 

motilidade pode estar relacionado com o fato da avaliação ser subjetiva e os 

avaliadores serem os mesmo e/ ou relacionado com a frequência alimentar das 

espécies. 

 Os espermatozoides de E. m. orinus apresentam formato anatômico filiforme 

e possuem três regiões: cabeça, peça intermediária e cauda, seguindo o padrão 

geral descrito para Squamata (OLIVER et al., 1996). 

 Na avaliação da morfologia espermática da espécie estudada neste trabalho, 

a estação que obteve menor porcentagem de células normais e defeituosas 

encontradas, foi no outono (61%) e primavera (39%), respectivamente. Dos 39% de 

células defeituosas, as regiões mais acometidas por defeitos são peça 

intermediária (24%), cauda (15%). Os defeitos da peça intermediária são peça 

dobrada (6,80%) e peça enrolada (19,15%) e os defeitos da cauda são cauda 

dobrada (6,40%), enrolada (11%), enrolada na porção terminal (0,07%) e 

fortemente enrolada (0,10%). Fahrig et al. (2007) obtiveram na avaliação 

morfológica da Pantherophis guttatus (Colubridae) no outono porcentagem de 
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75,7% de células normais e 24,3% de células defeituosas, sendo defeito de cauda 

dobrada (18,5%) e cabeça destacada (1%), já Silva (2014) para Bothrops insularis 

apresentou morfologia espermática de 54,23% de celulas saudaveis e 45,76% de 

celulas defeituosas na estação de inverno, das quais peça intermediária (36,61%) 

foi a região mais acometida, seguida dos defeitos de cauda (5,61%).  

Para serpentes, existem poucas literaturas sobre alterações morfológicas 

das células espermáticas, apesar de ser possível observar diversas alterações 

morfológicas, ainda não há explicações precisas sobre o que pode gerar alterações 

nas células espermáticas e se essas alterações podem acontecer na produção ou 

na maturação dos espermatozoides, ou são alterações que ocorrem externamente, 

como a temperatura do ambiente interferindo na qualidade das células, composição 

e temperatura do meio de cultura utilizado, ou técnica utilizada na colheita do 

material seminal. Porém, para bovinos há estudos descrevendo as alterações 

patológicas na peça intermediária, como originárias dos túbulos seminíferos, 

interferindo diretamente na produção de energia da célula espermática (ATP), 

prejudicando o batimento do flagelo para a célula se deslocar e em consequencia, 

diminuindo a motilidade espetmática (CELEGHINI et al., 2007; AMARAL et al., 

2009).  

Na avaliação do ciclo espermatogênico de Erythrolamprus miliaris orinus, foi 

constatado que a espermiogênese se inicia na primavera e tem seu pico no verão. 

Nesta estação, foi observado um maior volume testicular que, indiretamente, pode 

ser resultado da espermiogênese devido à intensidade da produção de 

espermatozoides. Como resultado dos parâmetros seminais, a maior concentração 

de espermatozoides também ocorreu no verão /outono. Neste trabalho, foi 

observado que esta espécie apresenta o ciclo espermatogênico descontínuo 

(MATHIES, 2011), com período de espermiogênese acontecendo intensamente no 

verão, e uma pausa na produção de espermatozoides no inverno. Prado (2003) 

relatou espermatogênese contínua para E. m. orinus, porém trabalhou apenas com 

análises morfológicas macroscópicas. 

Na análise do potencial elétrico mitocondrial por citometria de fluxo, a 

estação em que foi obtida uma maior porcentagem de viabilidade foi o outono, 

mostrando a alta atividade mitocondrial espermática, comprovando viabilidade 

dessas células e coincidindo com a estação de cópula da espécie. Prado (2003) 

também relatou época de cópula para a mesma espécie estudada no outono. 
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Na análise por microscopia confocal a laser, as estações em que os 

espermatozoides obtiveram maior intensidade de fluorescência foram o verão e o 

outono, períodos em que ocorrem a espermiogênese e a cópula, respectivamente. 

Este trabalho, em uma condição futura, poderá estabelecer um padrão de 

qualidade para os parâmetros seminais para espécies da família Dipsadidae em 

prol da conservação, com o intuito de aumentar a eficiência na utilização de outras 

biotécnicas reprodutivas, como inseminação artificial e criopreservação seminal. 
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6 CONCLUSÕES 

 
 

O conjunto de resultados obtidos por biotécnicas reprodutivas desenvolvidas 

neste projeto demonstrou convergência nos aspectos abaixo, indicando que: 

Os machos de Erythrolamprus miliaris orinus apresentam o ciclo 

espermatogênico descontínuo, com picos de espermiogênese no verão. 

A concentração espermática varia sazonalmente no verão e no outono, 

coincidindo tanto com os picos de espermatogêse, quanto com o período de cópula, 

respectivamente. O alto potencial elétrico espermático e a maior viabilidade dos 

espermatozoides também ocorrem no outono. 

Observamos desta forma que a citometria de fluxo é uma técnica que 

engloba novos dados relativos ao estudo, proporcionando uma medida rápida, 

multiparamétrica e objetiva de determinadas características que possam estar 

relacionadas com o poder fecundante dos mesmos. 
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