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RESUMO: Dentre as estratégias reprodutivas de répteis Squamata existem os feromonios, hormonios
secretados por glandulas exdcrinas com papel importante na comunicacdo quimica, bastante utilizada
para reproducdo, permitindo que os individuos de uma espécie sejam capazes de se reconhecer. O
objetivo deste estudo ¢ investigar a presenga de glandulas exdcrinas, que liberam feromonios, através
de analises histologicas na regido pré-cloacal da espécie Tropidurus torquatus, além da analise da
composi¢do quimica e do papel dos feromoénios na reproducao. Para as analises histologicas, foram
utilizados espécimes previamente depositados em coleg¢@o zoologica. Para as analises de composicao
quimica dos feromonios, foram realizadas coletas na regido de Avaré, cidade do interior de Sdo Paulo,
uma vez por semana, ao longo de nove meses. A busca dos individuos foi visual e a captura manual, e
os lagartos capturados passaram entdo pelo método de esfregaco na regido pré-cloacal para coleta de
secrecoes glandulares, antes de serem soltos no mesmo local. A analise quimica das secre¢des foi
realizada em um cromatografo gasoso. Como resultado da analise quimica encontramos 27 compostos
diferentes, pertencentes a diferentes classes, como os acidos carboxilicos. Ja na analise histologica foi
possivel identificar glandulas acinosas, havendo variagdo no didmetro das glandulas em diferentes
periodos do ano.

PALAVRAS-CHAVE: Feromonios; Tropidurus torquatus, Perfil cromatografico, Reproducio;
Glandulas pré-cloacais.

ANALYSIS OF THE PHEROMONES ON REPTILES OF THE SPECIES Tropidurus torquatus
(SQUAMATA, TROPIDURIDAE) FROM AVARE MUNICIPALITY: CHEMICAL
COMPOSITION AND INFLUENCE ON REPRODUCTION.

ABSTRACT: Among the reproductive strategies of Squamata reptiles are pheromones, hormones
secreted by exocrine glands that play an important role in chemical communication, widely used in
reproduction, allowing individuals of a species to be able to recognize each other. The aim of this
study is to investigate through histological analysis the presence of exocrine glands which release
pheromones, in the pre-cloacal region of Tropidurus torquatus, as well as the analysis of chemical
composition and the role of pheromones in reproduction. For histological analyses, specimens
previously deposited in zoological collection were used. For the analysis of the chemical composition
of the pheromones, collections were performed in the region of Avaré, city of the interior of Sdo Paulo,
once a week, during nine months. The search for individuals was visual and followed by manual
capture of the lizards. A smear collection was then made in the pre-cloacal region to collect glandular
secretions, before releasing the lizard at the same site. Chemical analysis of secretions was performed
on a gas chromatograph. As a result of chemical analysis, we found 27 different compounds,
belonging to different classes, such as carboxylic acids. By means of histological analysis it was
possible to identify acinar glands, with variation in the diameter of the glands in different periods of
the year.

KEYWORDS: Pheromones; Tropidurus torquatus; Chromatographic profile; Reproduction;
Precloacal glands.



INTRODUCAO

A biologia reprodutiva de répteis Squamata inclui diversos aspectos, como por exemplo o
dimorfismo sexual, acasalamento e ciclos reprodutivos (SEIGEL; FORD, 1987 apud ALMEIDA-
SANTOS et al., 2014). Para se estudar o ciclo reprodutivo € necessario ter conhecimento de diversas
estratégias reprodutivas da espécie, como estocagem de esperma, ovulacdo e crescimento folicular,
entre outros (ALMEIDA-SANTOS et al., 2014). Os feromonios também fazem parte da estratégia
reprodutiva das espécies e, trata-se de hormonios secretados por glandulas exdcrinas (ESCOBAR et
al., 2001), com papel importante na comunicagdo quimica intraespecifica (KHANNON; EL-GENDY;
HARDIGE, 2011), sendo importante na reproducao e papel social, permitindo que individuos possam
se reconhecer (ALBERTS, 1990).

Entre os Squamata, vérias espécies possuem glandulas epidérmicas que podem estar
relacionadas com a producdo de feromdnios (JARED, 1999). Os principais locais em que os lagartos
produzem esses compostos quimicos sdo a cloaca, os poros pré-cloacais e os poros femorais ¢ tais
estruturais ndo sao encontrados nos lagartos do género Torguatus (ESCOBAR, 2001; IMPARATO et
al., 2007; RODRIGUES,1986). E possivel que, nas espécies desse género, haja a presenca de
glandulas secretoras de feroménios na cavidade cloacal, ou glandulas epidérmicas com poros
inconspicuos, o que até o momento ndo foi analisado.

A proposta deste estudo € investigar a presenca de glandulas exocrinas, que liberam
feromonios, através de andlises histoldgicas na regido pré-cloacal, analisar a composi¢ao quimica e o
papel dos feromoénios na reprodugdo dos lagartos da espécie Tropidurus torquatus, a fim de se
conhecer um dos possiveis fatores da reprodugao dessa espécie.

MATERIAL E METODOS
OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas em Avaré, cidade do interior de S3o Paulo. A espécie Tropidurus
torquatus tem habito forrageiro (SCHOENER, 1971), e pode ser encontrada em locais abertos e com
substrato rochoso (RODRIGUES, 1987). Sendo assim, as coletas foram realizadas uma vez por
semana, durante nove meses (agosto de 2018 a maio de 2019). A busca pela espécie foi visual e a
captura manual. Aqueles que foram coletados foram medidos e identificados como macho ou fémea
por meio do dimorfismo sexual. Em seguida, os espécimes passaram pelo método de esfregago na
regido cloacal. As secre¢des coletadas de cada individuo foram dissolvidas em n-hexano, e as
amostras de individuos do mesmo sexo que foram coletadas no mesmo més foram misturadas para que
as amostras obtivessem maior concentragdo de compostos.

CROMATOGRAFIA GASOSA E ESPECTROMETRIA DE MASSA

A analise quimica foi realizada em um cromatdgrafo gasoso. As secrecdes coletadas foram
misturadas a um solvente, n-hexano, e entdo armazenas a -18°C até o momento da analise.
Posteriormente foi injetado 1ul de cada amostra no CG para analise do perfil cromatografico.

HISTOLOGIA DA REGIAO CLOACAL

Durante o estudo foi feita a analise histologica da regido pré-cloacal de dois machos e duas
fémeas 7. torquatus disponiveis na cole¢do zooldgica do IFSP — Campus Avaré¢, sendo um macho
coletado no més de julho e outro no més de setembro de 2017, ¢ uma fémea coletada no més de agosto
e outra no més de outubro de 2017. As amostras coletadas foram alocadas em frascos com etanol 70%
e enviadas ao laboratorio de analises clinicas veterinarias VETPAT, em Campinas (SP), para produgao
das laminas. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina, € entdo analisados. Para as analises
foi utilizado microscopio trinocular Zeiss com camera ¢ software de captura de imagens, para
obtencdo de fotos dos cortes. As laminas permitiram identificar a presenca de glandulas exocrinas que
podem liberar feromoénios. Para evidenciar a variagdo de diametro das glandulas das fémeas do més de
agosto para o més de outubro, foi feita uma média de diametro dessas glandulas em cada um desses



meses ¢ feita analise de varidncias (ANOVA) para testar se hd variagdo significativa. O mesmo foi
feito com os machos. Posteriormente fizemos a discussdo da relacdo desses dados com o ciclo
reprodutivo do 7. torquatus.

RESULTADOS E DISCUSSAO
AMOSTRAS

Durante os meses de setembro de 2018 a abril de 2019 foram coletados 52 individuos da
espécie Tropidurus torquatus, sendo 30 fémeas e 22 machos.

ANALISE QUIMICA

O resultado da analise quimica é correspondente a amostras de fémeas coletadas em novembro
de 2018 e janeiro, margo e abril de 2019, e amostras de machos coletados em setembro e outubro de
2018 e janeiro, margo e abril de 2019. Foram observados 27 compostos diferentes ao total,
pertencendo a diferentes classes, sendo 16 alcanos, 1 composto artefato do equipamento (Silane,
cyclohexyldimethoxymethyl), 1 aldeido (dodecanal), 1 fenol, 3 acidos graxos (acido oleico, acido
dodecandico e acido hexadecandico), 1 benzeno, 2 plastificantes, 1 acido carboxilico (acido
hexanediodico) e 1 composto ndo identificado (figura 1).
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FIGURA 1. Porcentagens de cada classe de compostos quimicos encontrados, separados por sexo.

ANALISE HISTOLOGICA
Fémeas

Nas duas laminas analisadas das fémeas foi possivel observar regides do tecido em que ha
uma concentracdo de glandulas acinosas em locais proximos a cavidade cloacal, como ¢ possivel
observar na figura 2. Foi possivel notar também uma diferenga significativa no didmetro médio das
glandulas (p=0,0004) (tabela 1).

TABELA 1. Média das circunferéncias glandulares.

| Fémea — Agosto 2017 | Fémea - Outubro 2017
0,008 mm 0,027 mm




0,05 mm - 0,05 mm

FONTE: ROBERTO, N.G.A., 2019
FIGURA 2. Microscopia eletronica mostrando regido proxima a cavidade cloacal com glandulas
acinosas. (A) Fémea de agosto de 2017. (B) Fémea de outubro de 2017. (*) Cavidade cloacal.

Machos

Nas duas laminas analisadas dos machos também foi possivel observar regides do tecido em
que ha uma concentragdo de glandulas acinosas em locais proximos a abertura e canal cloacal, como
indicado na figura 3. A diferenga de didmetro das glandulas entre as laminas do més de julho e
setembro de 2017, como foi observado nas fémeas, nao foi evidente nos machos (p = 0,44) (tabela 2).

TABELA 4. Média das circunferéncias glandulares.

Macho — Julho 2017 Macho — Setembro 2017
0,0269 mm 0,0260 mm

XN TRl 5 o’mmq
FONTE: ROBERTO, N.G.A., 2019
FIGURA 3. Microscopia eletrdnica mostrando regido proxima a cavidade cloacal com glandulas
acinosas. (A) Macho de julho de 2017. (B) Macho de setembro de 2017. (*) Cavidade cloacal.

SAZONALIDADE

O fato de os Tropidurus torquatus apresentarem reprodu¢do sazonal torna a comunicagdo quimica
um possivel fator de influéncia, pois através dos feromodnios liberados os individuos podem identificar
a época reprodutiva, além de comunicar-se. Na maior parte dos estudos sobre caracterizacdo quimica
de secrecdes glandulares, cloacais e epidérmicas, os compostos comumente encontrados sdo os
lipidios, esteroides, acidos graxos e acidos carboxilicos (ALBERTS, 1990; ESCOBAR et. al, 2001;
LOPEZ E MARTIN, 2005, entre outros), compostos estes que também foram encontrados no presente
trabalho, porém em baixas quantidades. Quanto a sazonalidade na produgao de feromoénios, que pode
ser um fator importante para influenciar na reproducao sazonal, ndo foi observada no presente estudo.
A analise estatistica usada para testar a sazonalidade dos feromoénios demonstra que ndo podemos
afirmar que hd uma variagdo sazonal na quantidade dos compostos. Esse resultado pode ter sido
obtido tanto por conta da falta de amostragem dos outros meses do ano, tanto por conta da baixa
quantidade de secrecdes cloacais obtida através do esfregaco, impedindo que outros compostos fossem
identificados ou que houvesse uma variagdo em suas quantidades. Entretanto na analise estatistica para



testar a variacdo de didmetro médio das glandulas observadas nas ldminas de fémeas demonstra que ha
uma variagdo significativa, o que pode indicar que ha uma variagdo no volume de secre¢do entre os
meses.

CONCLUSOES

A nossa hipotese sobre a presenga de feromodnios pode ser reforgada pela presenga de
compostos como acidos carboxilicos e acidos graxos nas analises, comumente presentes em trabalhos
com feromonios. Ja a hipotese de sazonalidade dos compostos ndo pode ser observada, entretanto
ressaltamos a necessidade de maiores estudos com a espécie, obtendo maior niimero amostral, para
melhor identificar compostos presentes nas secregdoes de cada més e dessa forma testar tal hipdtese.
Quanto a analise histologica, foi possivel confirmar a presenca de glandulas exocrinas, sendo elas
acinosas, identificando também uma maior atividade dessas glandulas no periodo reprodutivo,
principalmente nas fémeas, mas ainda ressaltamos a necessidade de diferentes coloragdes
histoquimicas do material para identificar o tipo de secrecdo dessa glandula.
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