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RESUMO

Dentre as estratégias reprodutivas de répteis Squamata existem os feroménios, que
sdo hormonios secretados por glandulas exocrinas. Considera-se que as secrecdes
dessas glandulas tém papel importante na comunicacdo quimica, que € bastante
utilizada entre os Squamata para reproducédo, permitindo que os individuos de uma
espécie sejam capazes de se reconhecer. O objetivo deste estudo é investigar a
presenca de glandulas exocrinas, que liberam feromdnios, através de analises
histoldgicas na regido pré-cloacal dos lagartos da espécie Tropidurus torquatus, além
da andlise da composicdo quimica das secrecbes cloacais. Para as andlises
histolégicas da regido pré-cloacal, foram utilizados espécimes previamente
depositados em cole¢éo zoologica. Para as analises de composi¢do quimica e época
de producado de feroménios, 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 entao
pelo método de esfregaco na regido pré-cloacal para coleta de secre¢des glandulares,
antes de serem soltos no mesmo local. A analise quimica das secrec¢des foi realizada
em um cromatégrafo gasoso. Como resultado, encontramos 27 compostos distintos,
pertencentes a diferentes classes como, acidos graxos, acidos carboxilicos, alcanos
e aldeidos. Muitos desses compostos aparecem na literatura em diversos trabalhos
sobre composicao quimica de glandulas femorais em Squamata, e tém caracteristicas
propicias para atuarem como feroménios, entretanto ndo foi observada a variacao
sazonal desses compostos ao longos dos meses. As analises histoldgicas permitiram
identificar glandulas acinosas préximas ao canal cloacal, o que até entdo ndo havia
sido demonstrado na literatura para essa espécie. Também foi possivel observar
variacdo morfologicas nessas glandulas nas fémeas que foram coletadas em periodo
reprodutivo em comparacao com as que nao foram, indicando uma maior producao

de secrecédo glandular na época reprodutiva da espécie.

Palavras-chave: Glandulas cloacais. Variagdo sazonal. Histologia. Cromatografia
gasosa.
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ABSTRACT

Among the reproductive strategies of Squamata reptiles are pheromones, which are
hormones secreted by exocrine glands. Secretions of these glands are considered to
play an important role in chemical communication, which is widely used among
Squamata for reproduction, allowing individuals of a species to be able to recognize
each other. The objective of this study is to investigate the presence of exocrine glands,
which release pheromones, using histological analyzes in the pre-cloacal region of
Tropidurus torquatus lizards, as well as to analyze the chemical composition of
pheromones, and to identify at what period of the year this species produces
pheromones. For the histological analyzes of the pre-cloacal region, specimens
previously deposited in zoological collection were used. For the analysis of chemical
composition and time of pheromone production, collections were performed in the
region of Avaré, an inland city of S&o Paulo, once a week, during nine months. The
individuals were searched visually and manually captured. Smear collection in the pre-
cloacal region was then made to obtain glandular secretions before releasing the lizard
to the same site. Chemical analysis of secretions was performed on a gas
chromatograph. As a result, we found 27 different compounds belonging to different
classes such as fatty acids, carboxylic acids, alkanes and aldehydes. Many of these
compounds appear in several published works on chemical composition of femoral
glands in Squamata, and present characteristics suitable for acting as pheromones.
Histological analysis allowed to identify acinous glands near the cloacal canal. It was
also possible to observe morphological variation among females that were collected in
the reproductive period compared to those that were not, indicating a higher secretion

production in the reproductive season of the species.

Key-words: Cloacal glands. Seasonal variation. Histology. Gas chromatography.
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1 INTRODUCAO

A ordem Squamata, pertencente a classe Sauropsida, abrange o grupo
Iguania, composto por cinco familias (Iguanidae, Hoplocercidae, Tropiduridae,
Polychrotidae e Leiosauridae) e o grupo Scleroglossa que inclui as serpentes,
anfisbenas e as familias de lagartos Teiidae, Gymnophthalmidae, Scincidae,
Gekkonidae e Anguidae (SILVA; ARAUJO, 2008). A familia Tropiduridae, portanto,
esta inclusa dentro da ordem Squamata, no grupo Iguania, e contém de nove a doze
géneros. S&o lagartos de tamanho pequeno a moderado (SILVA; ARAUJO, 2008).

A biologia reprodutiva de répteis Squamata inclui diversos aspectos, como:
modos reprodutivos, ciclos reprodutivos, fecundidade, idade e tamanho na
maturidade sexual, dimorfismo sexual, acasalamento e comportamento na
reproducdo (SEIGEL; FORD, 1987 apud ALMEIDA-SANTOS et al.,, 2014). Para o
estudo do ciclo reprodutivo é necessario o conhecimento sobre a gametogénese,
crescimento folicular, acasalamento, estocagem de esperma, ovulacéo,
gravidez/gestacao e época de nascimento de filhotes (ALMEIDA-SANTOS et al.,
2014), sendo esses eventos parte das estratégias reprodutivas da espécie, que sao
um conjunto de adaptacGes que permite a sobrevivéncia ao meio e a condicdes
particulares do ambiente (FERREIRA et al., 2011). Entender essas adaptacdes
permite identificar populagdes que indiqguem mudancas ambientais (FERREIRA et al.,
2011). Também dentre as estratégias reprodutivas de Squamata existem o0s
feromonios, que sdo hormdnios secretados por glandulas exocrinas (ESCOBAR et
al., 2001), com papel importante na comunicacdo quimica intraespecifica
(KHANNON; EL-GENDY; HARDIGE, 2011). Esse tipo de comunicacao é bastante
utilizado nas familias de répteis da ordem Squamata, e tem um importante papel
social e na reproducéo, permitindo que os individuos de uma espécie sejam capazes
de se reconhecer (ALBERTS, 1990; COOPER, 1994). Apesar disto, ha poucos
estudos que investiguem a composicdo quimica dos feromonios (qualitativa e
quantitativamente) e o papel dessas secrecdes neste grupo (KHANNON; EL-GENDY;
HARDIGE, 2011; COOPER, 1994), especialmente entre os lagartos (RAMIRO, 2015).

Em algumas familias de lagartos, observou-se que os feromdnios permitem
gue os machos identifiquem outro individuo como sendo macho ou fémea, e em caso
de fémea, se esta se encontra em época reprodutiva, se € receptiva ou nao
(COOPER; MELLADO, 2002). Também permitem a diferenciacdo entre fémeas de
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sua espécie e de outras espécies, evitando dessa forma desperdicios em esfor¢os
reprodutivos (COOPER; MELLADO, 2002). Os feromdnios também s&o importantes
para marcacao de territorio (ALBERTS, 1992) e reconhecimento sexual (KHANNOON
et al., 2010) entre os lagartos. Embora a comunicacéo por feromonios seja evidente
em muitas familias de lagartos (COOPER, 1994), até o momento ndo ha estudos
nesse campo na familia Tropiduridae.

Entre os Squamata, varias espécies possuem glandulas epidérmicas que
podem estar relacionadas com a produgcdo de feromonios, e que constituem uma
caracteristica importante nesses répteis (JARED et al., 1999). Os principais locais em
gue os lagartos produzem esses compostos quimicos sdo a cloaca, os poros preé-
cloacais e os poros femorais (ESCOBAR et al., 2001; IMPARATO et al., 2007). As
glandulas epidérmicas femorais, que se abrem nos poros femorais, estdo presentes
em muitas familias de lagartos (ALBERTS, 1990), mas estdo ausentes na familia
Tropiduridae (RODRIGUES, 1986), bem como 0s poros pré-cloacais. No entanto, hao
ha estudos sobre a presenca de glandulas na regido cloacal de espécies dessa
familia. No estudo de Cole (1966a) observou-se que as glandulas femorais de lagartos
da espécie Crotaphytus collaris sdo evidentes nos estagios embrionarios, mas elas
apenas se tornam ativas quando o individuo atinge a maturidade sexual. Além disso,
a atividade dessas glandulas atinge seu pico durante a época de acasalamento
(COLE, 1966b), sugerindo que esses feromonios tenham um papel importante na
reproducao (ALBERTS, 1990).

Alberts (1990) realizou a analise quimica das secrecfes das glandulas
femorais de Dipsosaurus dorsalis (Iguanidae), identificando que elas sdo compostas
por 80% de proteinas e 20% de material lipidico, e que esse material lipidico atuaria
como feroménios, mas também é possivel que as proteinas tenham a mesma funcao
comunicativa ou apenas atuem como uma matriz para manter os lipidios. Ja no estudo
um pouco mais detalhado acerca da composicdo quimica das secrecdes glandulares
de lagartos do género Liolaemus, de Escobar e colaboradores (2001), foi encontrado
um total de 49 compostos que pertenciam a trés familias principais: n-alcanos, acidos
carboxilicos e esteroides. Colesterol e trés tipos de &cidos carboxilicos foram
encontrados em todas as espécies analisadas. Os autores supdem que os lagartos
depositam no substrato uma determinada quantidade de feromoénios que permita a

sua comunicagdo com outras especies, entretanto a duracado desses feroménios no
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substrato depende da volatilidade dos compostos e do clima no local. Portanto, a
composicao da secrecdo pode ter relagdo com o clima do local, de modo a produzir
maiores quantidades de secrecdo ou secre¢cdes menos volateis e quimicamente mais
estaveis.

As espécies do género Tropidurus (familia Tropiduridae) estao distribuidas na
América do Sul continental (RODRIGUES, 1987). A espécie Tropidurus torquatus
(Wied, 1820) (figura 1), da familia Tropiduridae, se encontra amplamente distribuida
no Brasil, sendo encontrada no litoral, entre os estados do Rio de Janeiro e Bahia, no
Arquipélago de Abrolhos (Bahia), e também no interior do pais, desde o Parana até
os estados de Mato Grosso e Goids, incluindo todos os estados do Sudeste
(RODRIGUES, 1987; ARRUDA; ARRUDA; CECHIN, 2008). Sdo comuns em areas
abertas, apresentam habitos forrageiros diurnos e onivoros, e geralmente com ciclo
reprodutivo sazonal (FERREIRA et al., 2011). Essa sazonalidade na reproducéo pode
estar associada a liberacdo de ferombnios, em determinados periodos, que
influenciam na comunicacdo entre os individuos e consequentemente nos eventos
reprodutivos. Nos lagartos desse género, no entanto, ndo se observam poros preé-
cloacais ou femorais (RODRIGUES, 1986). E possivel que, nas espécies desse
género, haja a presenca de glandulas secretoras de feromonios na cavidade cloacal,

ou glandulas epidérmicas com poros inconspicuos, o que até o momento nao foi

analisado.

FONTE: AVILA, A.C.
Figura 1: Tropidurus torquatus.
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Dada a falta de conhecimentos sobre feromdnios nos répteis da ordem
Squamata, incluindo a espécie Tropidurus torquatus (Tropiduridae), na literatura, se
faz necessario esse estudo para que possamos conhecer melhor o comportamento
reprodutivo dessa espécie, contribuindo dessa forma com o desenvolvimento de

estratégias de conservacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar a ocorréncia e caracteristicas da producédo de feroménios em répteis

da espécie Tropidurus torquatus.

2.2 Objetivos Especificos

. Analisar a composi¢ao quimica da secrecao cloacal;
. Analisar a producgédo de feroménios quanto a sazonalidade;

. Verificar a existéncia de glandulas na regido pré-cloacal por meio de
analises histoldgicas;

«  Discutir quais séo as possiveis influéncias dos feroménios na reproducéo

da espécie, considerando o ciclo reprodutivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de estudo

As coletas foram realizadas em Avaré, cidade do interior de S&o Paulo,
sudeste do Brasil, caracterizada por apresentar clima subtropical, com uma estacéao
seca e outra chuvosa, sendo observados 0os menores indices pluviométricos no meio
do ano (PEEL et al, 2007). Na regido sao observados fragmentos de mata estacional
semidecidual, de cerrado e de mata ciliar (JORGE, MOREIRA, 2000).

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) no bairro Vila Cidade Jardim, onde ha uma
estacdo de trem desativada (23°06’41.8”S 48°55'37.3"W) (figura 2) que apresenta
caracteristicas propicias para ocorréncia dos lagartos T. torquatus, como o substrato
rochoso (figura 4). Outros dois estudos anteriores com a espeécie ja foram realizados
nesse mesmo local (AVILA, 2017; FIORAVANTE, 2017), de modo que é conhecida a
ocorréncia de uma populacédo naquela area.

Nas figuras 4 a 7 s&o mostrados os principais pontos de coleta e observacéo

da espécie utilizados neste estudo.

FONTE: Google maps. Disponivel em: <https://www.google.com/maps/@-23.1114009,-
48.9270522,382m/data=!3m1!1e3!5m1!1e4> Acesso em: 03, nov. 2019.

Figura 2: Localizagdo dos principais pontos de coleta e observagdo em campo de Tropidurus torquatus no bairro
Vila Cidade Jardim, em estacéo de trem desativada.


https://www.google.com/maps/@-23.1114009,-48.9270522,382m/data=!3m1!1e3!5m1!1e4
https://www.google.com/maps/@-23.1114009,-48.9270522,382m/data=!3m1!1e3!5m1!1e4
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O ponto A (figura 2) foi o ponto onde foi possivel coletar todos os espécimes,

por conta da facilidade em captura-los, por estarem em cima de um muro (figura 3).

FONTE: AVILA, A.C.
Figura 3: Tropidurus toquatus termorregulando em cima do muro (ponto de coleta A).

FONTE: AVILA, A.C. e ROBERTO, N.G.A.
Figura 4: Ponto de observagéo D.
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FONTE: AVILA, A.C. e ROBERTO, N.G.A.
Figura 5: Pontos de observacéo F e G.

FONTE: AVILA, A.C. e ROBERTO, N.G.A.
Figura 6: Ponto de observacéo C.
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FONTE: AVILA, A.C. e ROBERTO, N.G.A.
Figura 7: Principais pontos de coleta (A e B).

3.2. Obtencao de amostras

As coletas ocorreram no periodo da manha (9h as 12h) ou no periodo da tarde
(14h as 18h). 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 presente nessa espécie (figura 8): a presenca de manchas de cor
escura na regiao ventral em machos e auséncia dessas manchas nas fémeas (PINTO,
2005). Em seguida, os espécimes passaram pelo método de esfregago na regido
cloacal (figura 9) para coleta de secre¢cdes (RAMIRO, 2015). Esse meétodo foi
escolhido por conta da impossibilidade de se coletar plugs de secre¢cdes como em
outras espécies de Squamata com poros femorais (RAMIRO, 2015). Apés isso, 0s

individuos foram liberados no mesmo local de captura.
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FONTE: AVILA, A.C.
Figura 8: Dimorfismo sexual presente na espécie. (A) Individuo macho com machas melanicas na parte ventral
dos membros inferiores. (B) Individuo fémea.

FONTE: ROBERTO, N.G.A.
Figura 9: Esfregaco cloacal realizado em um individuo macho da espécie Tropidurus torquatus.
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No inicio das coletas foram usados hastes flexiveis (swab) para o esfregaco
cloacal, entretanto nas amostras em que estes swabs foram usados o resultado da
analise quimica foi prejudicado, pois apareceram diversos compostos derivados do
plastico (presente no swab). Portanto, para melhores resultados usamos pin¢as com
a ponta envolta em algodéo (figura 10) que foi lavado com n-hexano em um Extrator
de Oleos e Graxas Soxhlet (figura 11), assim como as pingcas também foram

esterilizadas com n-hexano, de modo a evitar interferéncia nas analises quimicas.

FONTE: ROBERTO, N.G.A.
Figura 10: Pinga com ponta em envolta em algodéo usada para os esfregacos cloacais.

FONTE: ROBERTO, N.G.A.
Figura 11: Extrator de 6leos.
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3.3. Preparacao das amostras

As secrecOes coletadas de cada individuo foram dissolvidas em n-hexano, e
as amostras (figura 12) de individuos do mesmo sexo que foram coletadas no mesmo
més foram misturadas (tabela 1) para que as amostras apresentassem maior
concentracdo de compostos, pois as secrec¢des liberadas ndo sdo solidas e também

nao saem em grande quantidade.

Tabela 1: Amostras organizadas em meses.
AMOSTRA MES Ne DE INDIVIDUOS SEXO

1 set/18 1 | Macho
2 out/18 2 | Macho
3 nov/18 1 | Fémea
4 jan/19 2 | Fémea
5 jan/19 2 | Macho
6 mar/19 4 | Fémea
7 mar/19 4 | Macho
8 mar/19 1 | Macho
9 abr/19 1 | Fémea
10 abr/19 2 | Macho

FONTE: ROBERTO, N.G.A.
Figura 12: Amostras de cada individuo dissolvidas em n-hexano.
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3.4. Cromotografia gasosa e espectrometria de massa

A analise quimica foi realizada em um cromatografo gasoso (CG) Thermo
Scientific modelo Trace 1300 (figura 13), acoplado a um espectrometro de massas
modelo ISQ, com fonte de ionizag&o do tipo El a 70 eV e analisador de M/Z tipo single
quadrupolo, utilizando hélio como gas de arraste em uma coluna TR-5MS de 30m X
0,25 mm ID e 0,25 um de 5% difenil / 95% dimetil polisiloxano, que consiste em um
equipamento que utiliza a técnica da cromatografia para fazer a separacdo de
moléculas presentes em misturas. As secre¢fes coletadas foram misturadas a um
solvente, sendo ele o 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. O programa de temperatura foi o seguinte: 50°C por 5 min, seguido
de elevacédo de 5°C / min até 320°C. Esse processo permitiu identificar substancias
presentes nas secrecdes coletadas. Considerando os dados de coleta de cada
amostra, foi possivel determinar em quais periodos do ano cada substancia pode ser
observada ou uma variacdo de compostos nas estacfes do ano. Foi entdo produzido
um grafico com os meses do ano no eixo X e as porcentagens médias de cada
substancia registrada nas secrecbes no decorrer das estagcbes no eixo Y,
possibilitando dessa forma verificar a sazonalidade na producéo dos feroménios. Para
se testar a sazonalidade dos compostos foi feita uma Analise de Variancia (ANOVA).
Também foi feita a comparacdo entre as secrecfes de machos e fémeas quanto a
composicéo, identificando compostos em comum e exclusivos de cada sexo.

Os dados obtidos com as analises quimicas e com o teste para sazonalidade
dos feromonios foram comparados com estudos ja publicados sobre a fisiologia
reprodutiva de Squamata e sobre o ciclo reprodutivo da espécie em estudo, para
discusséo sobre as possiveis influéncias dos feromdnios na reproducédo da espécie,
ressaltado que ha estudos sobre a fisiologia reprodutiva e comportamento dos

lagartos Tropidurus torquatus na mesma localidade deste estudo.
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FONTE: ROBERTO, N.G.A.
Figura 13: Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa.

3.5. Histologia da regido cloacal

Durante o estudo foi feita a analise histologica da regido pré-cloacal (figura
14) de dois machos e duas fémeas T. torquatus disponiveis na cole¢céo zooldgica do
IFSP — Campus Avaré, sendo um macho coletado no més de julho e outro no més de
setembro de 2017, e uma fémea coletada no més de agosto e outra no més de
outubro de 2017. Os espécimes haviam sido fixados em formaldeido 10% e
encontram-se conservados em etanol 70%. As amostras coletadas foram alocadas
em frascos com etanol 70% e enviadas ao laboratério de andlises clinicas veterinarias
VETPAT, em Campinas (SP), para produgéo das laminas. Os cortes foram corados
com hematoxilina e eosina, e entdo analisados. Para as andlises foi utilizado
microscoépio trinocular Zeiss ® com camera e software de captura de imagens Axio
Vision ®, para obtencéo de fotos dos cortes e medidas das estruturas observadas.
Para testar a variagdo de diametro das glandulas das fémeas e machos entre os
meses de amostragem, foi feita uma média de didmetro dessas glandulas em cada
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um dos meses amostrados meses e feita a analise estatistica (ANOVA) para testar
se ha variacao significativa.
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FONTE: AVILA, A.C. e ROBERTO, N.G.A.
Figura 14: (A) Representacgdo da regido da cloaca retirada para histologia. (B) Representacgao do corte histoldgico.

4 RESULTADOS

4.1. Amostras coletadas

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. As
coletas de alguns meses, como agosto e setembro, foram dificultadas pelas
condicdes climaticas de muitas chuvas e tempo nublado, e consequentemente pouca
atividade dos T. torquatus. Além disso, grande parte das amostras ja coletadas ndo
foram analisadas por conta de problemas referentes ao uso do laborat6rio em que as

amostras estavam guardadas, fazendo com elas se perdessem e impedindo sua
analise.

4.2. Anélise guimica

O resultado da anélise 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.
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Os perfis cromatograficos obtidos fora analisados, vide anexo A com imagens
de alguns perfis. Da andlise foi possivel identificar 27 compostos diferentes ao total,
pertencendo a diferentes classes, sendo 16 alcanos, 1 composto artefato do
equipamento (Silane), 1 aldeido (dodecanal), 1 fenol, 3 acidos graxos (acido oleico,
acido dodecanodico e acido hexadecanodico), 1 benzeno, 2 plastificantes, 1 &cido
carboxilico (4cido hexanedidico) e 1 composto ndo identificado.

Como é possivel observar nas tabelas 2 e 3, dos 27 compostos encontrados,
23 aparecem tanto em machos quanto em fémeas, 3 aparecem apenas em fémeas
(acido hexadecanoico, acido oleico e alcano c23) e 2 apenas em machos (alcano c24
e acido dodecandico). O plastificante de tempo de retencéo 57,84 e 57,97 encontrado
aparece em quantidade significativa em duas das 4 amostras de fémea e em uma
amostra de macho, ja o plastificante de tempo de retencédo 50,73 esta presente em
todas as amostras de fémeas (em baixas quantidades) e em duas amostras de
macho. O composto nédo identificado (RT =57,87) aparece em quantidade significativa
em duas amostras dos machos e em uma amostra de fémea.

O fenol esta presente em todas as amostras, tanto em machos como em
fémeas. O acido graxo (ac. Hexadecandico) apareceu apenas em duas amostras
(novembro e marco) de fémeas. O 4cido oleico apareceu somente em uma amostra
(novembro) de fémea. O squalene (alcano C30) apareceu em trés das quatro
amostras de fémea (novembro, marco e abril) e em quatro das seis amostras de
macho (outubro, janeiro, marco e abril). O acido hexanedidico aparece em trés
amostras de fémeas (janeiro, margo e abril) em grande quantidade e em cinco de seis
amostras dos machos (outubro, janeiro, marco e abril), sendo quatro delas em grande

guantidade.



Tabela 2: — Porcentagens de cada composto encontrado nas quatro amostras de fémeas de Tropidurus

torquatus. Os compostos exclusivos de fémeas estdo em negrito. RT — tempo de retencéo (min).

58,87
7,66
10,02
18,67
19,83
26,78
27,65
33,12
40,38
36,41
32,20
52,6
35,75
64,09
3,875
2,975
57,84
57,87

22,10

40,52

53,85

62,2
27,00
11,65

50,73

Benzeno
Alcano C11
Alcano C13
Alcano C14
Alcano C15
Alcano C16
Alcano C17
Alcano C18
Alcano C19
Alcano C20
Alcano C21
Alcano C23
Alcano C27
Alcano C30
Alcano C8
Alcano C9
Plastificante
NI
Dodecanal (aldeido)

Acido hexadecanoéico

(acido graxo)
Acido hexanedibico

Acido oleico (4cido

graxo)
Phenol
Silane (artefato)

Plastificante

8,8
0,45
2,64
0,65

9,69

1,8
0,63
0,7
2,42

17,88

9,28
0,64
4,62

0,55

0,51

0,44

0,75

13
1,15

0,26

0,89
0,76
2,69
6,29
3,18
0,82

1,39

4,73
1,58
0,15

5,7

0,13

8,52

0,26

54,3

1,33
0,83

121

0,39
0,25
13
3,03
0,58
1,04

0,98

11
0,5
0,11
3,75

1,69

0,06

10,7

28

0,42

66,42

1,59
0,33

2,04

0,49
0,19
0,3
3,18
0,61
0,22
0,3
1,13
0,23
0,5
0,06
2,13
0,31
0,01
0,03

10,4

0,17

76,04

0,42
0,33

1,64

30
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Tabela 3: Porcentagens de cada composto encontrado nas seis amostras de machos de Tropidurus torquatus.
Os compostos exclusivos de machos estdo em negrito. RT — tempo de retencdo (min).

40,34
7,96
9,15

19,79

18,85

24,41

30,24

32,64

35,12

34,46

40,08

45,99

38,40

64,07
3,76
3,22

57,97

57,87

22,19

30,23

53,95

27,21

11,88

50,75

Benzeno

Alcano C11

Alcano C13

Alcano C14

Alcano C15

Alcano C16

Alcano C17

Alcano C18

Alcano C19

Alcano C20

Alcano C21
Alcano C24
Alcano C27

Alcano C30

Alcano C8

Alcano C9
Plastificante

NI

Dodecanal (aldeido)
Acido dodecandico (acido graxo)
Acido hexanedidico
Phenol

Silane (artefato)

Plastificante

66,53

0,73

0,51

10,84

1,25
0,65
4,32

0,98

0,55

0,39

18,93
1,93
3,85
5,85

15,39

5,92

1,78
1,22
5,35
0,95
1,01
17,85
0,74
0,54

3,36

1,09
1,02
2,51

1,98

0,07
1,41
0,44
1,93
2,99
1,19

1,36

0,49
3,81
0,47
6,08

0,33

0,03

18,87

0,34

51,67
1,03
0,75

2,26

0,65
0,1
2,69
2,31
0,42

0,76

1,24

0,99

2,59

0,67

0,06

9,44

0,15

72,94

0,56
0,37

1,52

0,15
0,47

0,36

0,3

0,21

0,32

85,67

0,28

0,3
0,54
1,24
1,62

0,88

0,45
0,42
1,13
0,81
0,21
2,26

0,26

0,01

9,33

0,15

75,77
0,44
0,3

1,52

Durante as analises do perfil cromatografico foram selecionados apenas o0s

picos mais evidentes ou aqueles que apresentaram maior confiabilidade na

identificacdo dos compostos, dessa forma a soma das porcentagens de cada
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composto em uma amostra ndo resultara 100 %, ja que ndo foram analisados todos
0S picos.

N&o foram observadas varia¢gdes da porcentagem de cada composto entre as
amostras de fémeas ao longo dos meses (p=0,94), e entre as amostras de machos
também nao foi possivel observar tal variagdes da porcentagem (p=0,99).

Na comparacdo entre 0s sexos, observamos que a maioria dos compostos
aparecem em comum tanto em machos como em fémeas, porém em diferentes
porcentagens, como é possivel observar na figura 15. O &cido hexadecandico, o
alcano de 23 carbonos e o acido oleico aparecem apenas nas fémeas e o acido

dodecandico e o alcano de 24 carbonos apareceram somente em machos.

FEMEAS MACHOS

Plastificant NI Silane Plastificante
€. Alcano 8,72% 052% 1,53%

22,0% Phenol
0,62%

Silane
0,5%

NI

Phenol
0,9%

Benzeno
6,9%
Dodecana
|
5,7%

Acido
carboxilico

39,90%
Benzeno

29,70%

Acido
carboxilic
o
51,7%

/ Dodecana
|

0,15%

Figura 15. Porcentagens de cada classe de compostos quimicos encontrados, separados por sexo.

4.3. Andalise histoldgica

O resultado dessa analise é correspondente a quatro amostras de tecido da
regido cloacal de Tropidurus torquatus presentes na colecdo zoologica do IFSP —
Campus Avaré, sendo duas delas de machos, um coletado no més de julho de 2018
e outro no més de setembro de 2018, e duas de fémeas, coletadas em agosto e
outubro de 2018.
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4.3.a Fémeas

Nos cortes histolégicos das duas fémeas analisadas foi possivel observar
regides do tecido em que ha uma concentracdo de glandulas acinosas em locais
proximos a cavidade cloacal, como é possivel observar na figura 16. Foi possivel notar
também uma diferenca no diametro médio das glandulas entre as duas amostras.
Para testar a variacdo de diametro das glandulas das fémeas e machos entre os
meses de amostragem, foi feita uma média de diametro dessas glandulas em cada
um dos meses amostrados (tabelas 4 e 5) e feita a analise estatistica (ANOVA) para

testar se hé variagédo significativa.

Tabela 4: Média dos diametros glandulares registrados em fémeas.

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 16. Microscopia Optica mostrando regido proxima a cavidade cloacal com glandulas acinosas. (A) Fémea
de agosto de 2017. (B) Fémea de outubro de 2017. (*) Cavidade cloacal.

A variacdo no didmetro médio das glandulas entre os meses de agosto e
outubro de 2017 mostrou-se significativa (p=0,0004), conforme resultado obtido por
ANOVA.

4.3.b Machos

Nas duas amostras analisadas dos machos também foi possivel observar
regides do tecido em que ha uma concentracdo de glandulas acinosas em locais

proximos a abertura e canal cloacal, como indicado na figura 17.
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Tabela 5: Média dos diametros glandulares registrados em machos.

0,0269 mm 0,0260 mm

. : i ) . : ’ (i 4
FONTE: ROBERTO, N.G.A,, 2019

Figura 17. Microscopia Optica mostrando regido proxima a cavidade cloacal com glandulas acinosas. (A) Macho de
julho de 2017. (B) Macho de setembro de 2017. (*) Cavidade cloacal.

Diferente das fémeas, os machos ndo apresentaram variacao significativa no
didametro médio das glandulas entre os meses de julho e setembro (p=0,44), conforme
resultado obtido por ANOVA.

5 DISCUSSAO

Os machos de T. torquatus apresentam habito territorialista para proteger
seus haréns e territdrios, podendo-se observar essas caracteristicas em
comportamentos como a flexdo da cabeca (CARREIRA et. al, 2005). Apesar de os
machos ficarem mais expostos por conta desse comportamento, as fémeas foram as
mais coletadas. Esse resultado pode se dever ao fato de a espécie apresentar haréns
(CARREIRA et. al, 2005), ou seja, um macho “cuida” de varias fémeas. As coletas
ocorreram principalmente na localidade do ponto A (figura 7), essa localidade
apresenta uma area pequena, dessa forma, se nesse local ha dois machos, por
exemplo, havera pelo menos trés fémeas para cada macho, portanto a populacdo
presente nesse habitat apresentara mais fémeas do que machos.

Durante o periodo de coleta e observacdo, também foi possivel observar

comportamentos como abrir a boca, arquear a regido dorsal, permanecer estatico,
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cabecear (movimentos para cima e para baixo com a cabeca), flexionar (flexdo e
distensdo dos membros anteriores), inflar a regiao gular, levantar a cauda (inclusive
em fémeas na presenca do macho) e lambida de inspec¢éo (no substrato ou em outro
individuo), tais comportamentos também s3o mencionados por Avila (2017) e
Scandelai (2005). Destacamos que as observacdes feitas por Avila (2017) foram
feitas com a mesma populacdo do presente estudo.

Scandelai (2005) em seu trabalho com Tropidurus torquatus evidencia que
alguns desses comportamentos, antes mencionados, aparecem também no ritual de
corte, como por exemplo a lambida de inspecéo. No presente estudo a lambida de
inspecgao, realizada pelo macho e o levantamento da cauda, realizado pela fémea
foram observados em grande quantidade no més de outubro, més que coincide com
o periodo reprodutivo da espécie (ARRUDA, 2009). Esse comportamento
apresentado pelo macho permite que verifique o estado reprodutivo das fémeas
(SCANDELALI, 2005) como também permite que identifique substancias no substrato,
através do orgao vomeronasal (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

Os Squamata sao caracterizados muitas vezes por apresentar a reproducéo
sazonal (PIZZATTO; ALMEIDA-SANTOS; MARQUES, 2007), permitindo que
reservem recursos e se reproduzam somente em periodos de condicbes ambientais
favoraveis para desenvolvimento da prole, como a disponibilidade de fonte de energia
(CAMPBELL; REECE, 2012). Os T. torquatus apresentam varia¢ao na reproducdo ao
longo do ano, segundo dados de estudos de Arruda (2009) e Avila (2017). Arruda
(2009) em seu estudo com os espécimes do sul do Brasil no bioma Pampa, observou
gue as fémeas apresentavam atividade reprodutiva durante os meses de setembro a
janeiro, sendo seu apice no més de outubro, enquanto os machos produziam
espermatozoides por todo o ano, mas com mudanca no volume testicular no periodo
de reproducao das fémeas, atribuindo a producao de espermatozoides no ano todo
como restos do periodo reprodutivo e consequéncia da producdo de testosterona
(importante no comportamento territorialista). Enquanto que o estudo de Avila (2017),
que ocorreu ha mesma localidade do presente estudo e que apresentou analises
histolégicas dos ovidutos de fémeas e gbnadas e ductos genitais de machos, foi
observado que os machos apresentaram aumento testicular ao longo dos meses e
esse aumento foi maior no més de setembro. Naquele estudo, foi ainda observado

gue todas fémeas coletadas no periodo de estudo (maio a outubro) apresentaram
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foliculos em vitelogénese secundaria, sendo o maior foliculo observado no més de
outubro.

O fato de os Tropidurus torquatus apresentarem reproducdo sazonal torna a
comunicacao quimica um possivel fator de influéncia, pois através dos feromonios
liberados e do 6rgdo vomeronasal os individuos podem identificar a época
reprodutiva, além de comunicar-se (SCANDELAI, 2005; POUGH; JANIS; HEISER,
2008).

Na maior parte dos estudos sobre caracterizacdo quimica de secrecdes
glandulares, cloacais e epidérmicas, 0s compostos comumente encontrados sao 0s
lipidios, esteroides, &cidos graxos e acidos carboxilicos (ALBERTS, 1990; ESCOBAR
et. al, 2001; LOPEZ E MARTIN, 2005), compostos estes que também foram
encontrados no presente trabalho, porém em baixas porcentagens. Essa baixa
porcentagem pode ser explicada pela dificuldade de se obter quantidades massivas
de secrecdes cloacais de répteis pequenos, dificuldade também citada no trabalho de
Kummrow e colaboradores (2010), dessa forma justifica-se a necessidade de haver
mais de um individuo em uma mesma amostra.

Entre as amostras analisadas, foram obtidos 27 compostos quimicos
distintos. Nas fémeas, as amostras dos meses de janeiro, margo e abril apresentam
grande abundancia do acido hexanedidico, enquanto na amostra do més novembro
ha maior porcentagem de alcanos. Nos machos as amostras de janeiro, marco e abril
apresentam grande quantidade do &cido hexanedibico, enquanto nas amostras de
setembro e outubro ha grande quantidade de benzeno e alcanos.

O fenol € um cristal incolor ou branco e tem odor caracteristico (GOULART,
2012). Essa substancia apareceu entre os compostos das amostras analisadas e
também foi encontrado no trabalho de Simpson et. al (1993) ao analisar a secrecdes
de glandulas de cheiro da jiboia Acrantophis dumerili Jan, 1860, sendo um composto
volatil. Nao se sabe a exata funcdo do fenol, mas as caracteristicas de volatilidade e
odor préprio sdo favoraveis para compostos que atuam como feroménios, pois
permitem sua dispersao e sua percepcao.

Os acidos graxos estdo presentes em muitas formas de vida, onde podem
desempenhar diferentes e importantes fungdes na estrutura das membranas celulares
e nos processos metabdlicos. Sdo considerados de extrema importancia aos

organismos vivos pelo fato constituirem componentes fundamentais de rotas
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metabdlicas especificas, além de apresentar também sua importancia energética
(MARTIN et al, 2006).

O acido hexadecandico, um &cido graxo também conhecido como acido
palmitico, que apareceu somente em duas amostra de fémeas, é frequente em
diversos trabalhos com Squamata (KOPENA, 2009; LOPEZ; MARTIN, 2005; LOUW
et. al, 2007; GABIROT et. al, 2008; KHANNOON et. al, 2011) aparecendo em
quantidades significativas. Esse 4cido costuma ser abundante em lagartos (MARTIN;
LOPEZ, 2013a), porém nido se sabe ao certo a funcio desempenhada por esse
composto. No trabalho de Silva (2019) o composto foi encontrado na gordura corporal
de Salvator merianae, assim como o &cido oleico.

O &cido oleico, que apareceu somente na amostra de fémea do més de
novembro (época reprodutiva), também foi mencionado por Nicolaides (1974) como
um composto normalmente presente entre tecidos internos e em secrec¢ées holdcrinas
de glandulas exdcrinas, afirmando que a presenca deste composto sugere a natureza
hol6crina dessas glandulas. Esse composto também foi presente em trabalhos como
de Pruett (2016), que estudou o género Sceloporus, Louwn et. al (2011), que fizeram
a caracterizacdo quimica da secrecdo de glandulas epidérmicas de Cordylus
giganteus, e no trabalho de Simpson et. al (1988), na identificacdo de compostos nas
glandulas de cheiro da jiboia Acrantophis dumerili.

O acido hexanedidico (acido carboxilico), que aparece em grande quantidade
na maioria das amostras, so foi apresentado no trabalho de Khannoon (2009) em seu
estudo com Acanthodactlylus boskianus, porém em baixa quantidade, ndo havendo
discussdes sobre sua possivel funcdo. Entretanto, a ocorréncia desse composto pode
ser exclusiva de algumas espécie de lagartos, o que pode ser uma explicacao para a
sua baixa ocorréncia entres os trabalhos presentes na literatura.

O acido dodecandico, presente apenas em uma amostra de macho, foi
identificado no estudo de Ortiz (2019), como um composto que protege ovos de
flebototomineos contra a dessecacao, além de estimular a oviposi¢éo. Entretanto nédo
se sabe a funcdo desse composto em répteis Squamata.

O squalene (alcano C30) € mencionado no trabalho de Yoder e colaboradores
(2003) como um composto liberado por alguns carrapatos como forma de protecao,
afastando formigas predadoras. Caso o squalene permanega com a mesma funcao
nos lagartos, pode ser uma forma de alertar outros individuos sobre o perigo, ja que

todos os individuos de T. torquatus foram manipulados para a retirada da secrecéao.
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O composto também foi mencionado pelos autores Lopéz e Martin (2005) ao
analisarem a composi¢cdo quimica da glandula pré-cloacal da amphisbena Blanus
cinereus, pelo autor Simpson et. al (1993) e Louw et. al (2007) na caracterizacéo
quimica de glandulas femorais de Cordylus giganteus, Gabirot et. al (2008) com
Lacerta vivipara, Kopena et. al (2009) no estudo com Lacerta viridis e Lopez et. al
(2006) no estudo com Lacerta monticola.

Os alcanos foram detectados em diferentes trabalhos (ESCOBAR et al., 2001,
LABRA et al., 2001, LOPEZ; MARTIN, 2005), e hoje sdo considerados compostos
naturais de secre¢fes importantes na comunicagcdo quimica, pois demoram para
serem oxidados, o que permite que permane¢am no substrato por um grande periodo
de tempo (HEMPTINNE et. al, 2001).

Os aldeidos (dodecanal) sdo compostos altamente odoriferos e podem
contribuir para a deteccdo de secrecfes de glandulas femorais, apds o seu depdsito
no substrato (MARTIN et. al, 2011). A sua presenca pode depender do ambiente e do
comportamento da espécie (MARTIN et. al, 2011).

O benzeno apareceu nas amostras 1 e 2 de machos e 3 de fémeas, que foram
as Unicas amostras que ainda apresentavam o uso de hastes flexiveis para o
esfregaco, o que pode sugerir que o composto vem desse material. Assim como 0s
plastificantes, que foram compostos contaminantes nas amostras provindos
possivelmente dos swabs ou do proprio frasco onde as amostras foram guardadas
(eppendorf).

Foi possivel notar que ha uma diferenca de composicao entre os machos e
as fémeas da espécie. As fémeas apresentam maior propor¢ao de acidos carboxilicos
e aldeido em comparacdo com os machos. O aldeido, como ja mencionado, é
altamente odorifero, podendo estar mais presente nas fémeas exatamente por conta
dessa caracteristica, ja que as fémeas precisam sinalizar aos machos quando estédo
em época reprodutiva, pois apresentam ciclo sazonal (ARRUDA, 2009), para que a
copula possa ocorrer. Ja os acidos carboxilicos, por ndo haver na literatura
discussbes sobre sua possivel fungcdo até o momento, ndo se pode inferir aqui o
porqué de sua maior ocorréncia nas fémeas.

Diferente de outras espécies de Squamata, os Tropidurus torquatus nao
apresentam glandulas femorais (FROST; ETHERIDGE, 1989), 6rgaos especializados
na producéo de feroménios (BRENNAN; ZUFALL, 2006), porém esse fato ndo exclui

os tropidurideos de se comunicar quimicamente, caracteristica presente em muitos
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Squamatas (COOPER, 1994). As histologia das estruturas cloacais de lagartos foram
pouco estudadas na literatura, entretanto € nesse local que pode haver glandulas que
podem produzir feroménios, quando na auséncia de um orgao especializado como 0s
poros ou glandulas femorais ou pré-anais presentes em outras espécies. Nao foi
encontrado na literatura qualquer tipo de estudo histolégico da regido cloacal na
familia Tropiduridae, estudo que foi realizado no presente trabalho, encontrando na
regido cloacal glandulas acinosas que podem atuar na secrecao de feromdénios nos
Tropidurus torquatus. No trabalho de De-Lima e colaboradores (2018) foi encontrado
um orgado glandular, presente na borda caudal da cloaca, nos lagartos do género
Gymnodactylus, que até entdo era desconhecido; essa espécie também nao
apresenta glandulas ou poros femorais.

Quanto a sazonalidade na producao de feromonios, que pode ser um fator
importante na reproducdo sazonal, ndo foi observada no presente estudo. A analise
estatistica usada para testar a sazonalidade dos feroménios demonstra que nao
podemos afirmar que ha uma variagdo sazonal 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 variagao
em suas quantidades. Ressaltamos também que a analise de variacéo foi de cunho
qualitativo, ndo permitindo que identificassemos a quantidade especifica de cada
composto ao longo dos meses, jA que o resultado que se obtém no perfil
cromatografico é a sua abundancia relativa. Entretanto, a andlise estatistica para
testar a variacdo de diametro médio das glandulas observadas nas laminas de fémeas
demonstra que ha uma variacéo significativa, o que pode indicar que ha uma variacao
no volume de secrecdo entre os meses. Além disso, a fémea que apresentou média
de diametro glandular maior foi coletada no més de outubro e, segundo Arruda (2009)
o ciclo reprodutivo das fémeas de T. torquatus é sazonal, de setembro a janeiro, o
gue indica que a fémea em questdo estava em época reprodutiva, apresentando
maior volume de secrec¢éo, enquanto a fémea do més de agosto, que nao estava em
periodo reprodutivo, apresentou média de circunferéncia glandular menor. J4 nos
machos o ciclo ndo é sazonal, produzem espermatozoides 0 ano inteiro,
apresentando apenas mudanca no volume testicular de acordo com a reproducéo das
fémeas (ARRUDA, 2009), dessa forma, o resultado obtido na analise estatistica, para

também testar a variacdo de diametro médio das glandulas observadas nas laminas
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de machos, evidenciou que a varia¢do nao é significativa, o que pode estar associado
ao ciclo ndo sazonal dos machos.

Ressaltamos que nenhum estudo presente na literatura com ferébmonios de
répteis Squamata apresentou analise de variagdo dos compostos ao longo dos
meses, 0 que é importante ja que muitas espécies desse grupo apresentam
reproducdo sazonal (ALMEIDA-SANTOS, et. al, 2014), e os ferombnios sao um
importante aspecto dessa sazonalidade, pois permitem a comunicacao quimica entre
os individuos indicando a época reprodutiva. No trabalho de Martin e Lopez (2013b)
o resultado de um experimento indicou que o perfume (feromoénios) dos machos da
espécie Iberolacerta cyreni atrai as fémeas para uma determinada area, aumentando
as oportunidades de acasalamento. Esse indicio reforca a influéncia dos feroménios
na reproducdo, principalmente quando ela é sazonal. A variacdo do diametro
glandular das fémeas contribui para a hipétese de que h&d uma variacdo nos
compostos durante os meses, sendo essa variacdo maior no periodo reprodutivo da

espécie.
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5 CONCLUSAO

Dessa forma, concluimos que a nossa hipétese sobre a presenca de
feromonios pode ser refor¢cada pela presenca de compostos como acidos carboxilicos
e acidos graxos nas analises, comumente presentes em trabalhos com feromdonios.
Ja a hipbtese de sazonalidade dos compostos ndo pode ser observada, entretanto
ressaltamos a necessidade de maiores estudos com a espécie, obtendo maior
namero amostral, para melhor identificar compostos presentes nas secrec¢des de cada
més e dessa forma testar a hipotese, ja que ela ainda pode ser valida. Quanto a
analise histoldgica, foi possivel confirmar a presenca de glandulas exdcrinas, sendo
elas acinosas, identificando também uma maior atividade dessas glandulas no
periodo reprodutivo, principalmente nas fémeas, mas ainda ressaltamos a
necessidade de diferentes coloracdes da lamina para identificar o tipo de secrecao

dessas glandulas.
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APENDICE A — PERFIS CROMATOGRAFICOS
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Figura 10. Perfil cromatografico da amostra 4 (fémea) coletada no més de janeiro de 2019.
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Figura 11. Perfil cromatografico da amostra 5 (macho) coletado no més de janeiro de 2019.





