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LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1: Divisdo filogenética da ordem Chiroptera. A) Nova Classificacdo filogenética.
Duas novas subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera, com base em
andlises moleculares. B) Classificacdo tradicional. Duas subordens:
Megachiroptera e Microchiroptera, baseada em caracteres fisiologicos e
morfologicos (JONES; TEELING, 2006).

Figura 1.2: Morcego da espécie D. cinerea macho coletado na Reserva Biol6gica de
Saltinho/PE. Observar a regidao inguinal (setas) onde ficam localizados os
testiculos.

Fonte: Nivaldo Bernardo (Janeiro/2015).

Figura 1.3: Morcego da espécie D. cinerea fémea gravida coletada na Reserva Bioldgica de
Saltinho/PE. Observar o abdomen proeminente (setas) devido a presenga do
feto.

Fonte: Nivaldo Bernardo (Fevereiro/2015).

Figura 1.4: Desenho esquematico da composigao estrutural padrédo do testiculo de
mamifero.
Fonte: Seeley et al., (2014); Brito, (2014)

Figura 1.5: Desenho ilustrativo da composicédo celular do tabulo seminifero do testiculo de
Mamifero.
Fonte: Seeley et al., (2014); Brito, (2014)

Figura 1.6: Desenho ilustrativo do ovario de mamifero mostrando os principais componentes
estruturais: epitélio germinativo, tlnica albuginea, regido cortical e regido

medular. Fonte: Junqueira e Carneiro (2013).

ARTIGO 1

Figura 1: Relacdo entre a precipitagdo mensal, nimero de espécimes e estagio reprodutivo
de machos de Dermanura cinerea coletados no periodo de Junho/2014 a
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Novembro/2015 em &rea de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biol6gica de
Saltinho

Figura 2: Fotomicrografia do compartimento tubular e intertubular do testiculo de D. cinerea
em cada periodo: A — Periodo |. B — Periodo Il. C — Periodo lll. D — Periodo IV. E —
Periodo V. F — Periodo VI. Observar o epitélio seminifero (ES) com células em
diferentes estagios de maturacdo e o limen (L) no compartimento tubular, e as
células de Leydig (setas) distribuidas ao longo do compartimento intertubular.
Coloracédo: Hematoxilina — Eosina (HE). Aumento: 400 X. Barras de escala = 20.0

pm.

Figura 3: Fotomicrografia das quatro regides do epididimo de D. cinerea. A — Segmento
inicial; B - Cabeca; C - Corpo; D — Cauda. Observar o epitélio (E) e lamen (L) de
cada regido, bem como a presenca de espermatozoides no limen (setas).

Coloracédo: H. E. Aumento: 400 X. Barras de escala = 20 ym.

Figura 4: Gréficos evidenciado as analises morfométricas do testiculo de D. cinerea (A - C)
coletados no periodo de Junho/2014 a Novembro/2015 em area de Mata Atlantica
de Pernambuco - Reserva Bioldgica de Saltinho. A — Relacéo entre as médias, por
periodo, da area de ocupag¢do do compartimento tubular (AOCT) e é&rea de
ocupacao do compartimento intertubular (AOCI) com a precipitacdo. B — Relacdo
entre as médias, por periodo, do nimero de células de Sertoli (NCS), nimero de
espermatdcitos (NE) e numero de espermatides alongadas (NEA) com a
precipitacdo. C —: Relacao entre as médias do numero de células de Leydig (NCL)

com a precipitagéo.

ARTIGO 2

Figura 1: Relacdo entre a precipitacdo mensal, o numero de espécimes e estagio
reprodutivo de fémeas de Dermanura cinerea coletadas no periodo de Junho/2014
a Novembro/2015 em area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biol6gica
de Saltinho.

Figura 2: Fotomicrografia dos ovarios de Dermanura cinerea. Observar os foliculos
ovarianos em diferentes estagios de maturacdo (seta: foliculo primario
unilaminar; asterisco preto: foliculo primario multilaminar; seta pontilhada: foliculo

antral ou secundario; ponto preto: foliculo maduro, de Graaf ou pré-ovulatorio) e
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Corpo luteo (Cabeca de seta) por periodo (Periodo | — A; Periodo Il — B; Periodo
IV — C; Periodo V — D; Periodo VI - E) Coloracdo: H. E. Aumento: 40 X. Barras

de escala: 200 um

Figura 3: Relacédo entre as médias das precipitacbes mensais (mm) e as médias aritméticas
da area do ovério (AO), por periodo, das fémeas de Dermanura cinerea coletadas
entre junho/2014 a novembro/2015 em area de Mata Atlantica de Pernambuco -

Reserva Bioldgica de Saltinho.
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RESUMO

Dermanura cinerea € um morcego frugivoro, cujas informacdes acerca da sua biologia
reprodutiva ainda permanecem pouco conhecidas em diferentes biomas do Brasil, sobretudo
guando se considera as analises morfométricas e histolégicas de suas gbnadas. O objetivo
desse trabalho foi analisar por meio do estagio reprodutivo, histologia e morfometria o
testiculo, epididimo e ovéario de D. cinerea, ao longo do ciclo reprodutivo anual, em um
fragmento preservado de Mata Atlantica (Reserva Bioldgica de Saltinho) situado no estado
de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Fémeas e machos adultos foram capturados por meio
de redes de neblina e as coletas ocorreram mensalmente, durante duas noites consecutivas,
ao longo de dezoito meses. Os dados meteorolégicos foram agrupados em seis periodos de
trés meses cada: periodo | (junho — agosto/2014); periodo Il (setembro — novembro/2014);
periodo Il (dezembro/2014 — fevereiro/2015); periodo IV (marco — maio/2015); periodo V
(junho — agosto/2015) e periodo VI (setembro — novembro/2015). Esse agrupamento foi
realizado com base no que se tem descrito para o periodo seco (setembro - fevereiro) e
periodo chuvoso (marco - agosto) nessa area de estudo. Entretanto, alguns meses
apresentaram médias de precipitacdo atipicas entre os periodos, enquanto a temperatura
teve pouca variagdo (24,0 a 27,4). Foram capturados um total de 23 machos e 25 fémeas.
Os testiculos dos machos foram classificados de acordo com a morfologia externa em:
machos com testiculos descendentes e n&o descendentes. Ja as fémeas foram
classificadas em: inativas, gravidas, lactantes e pds-lactantes. Os espécimes utilizados nas
analises histomofométricas dos 6rgaos foram eutanasiados. Nos machos foram
selecionados 18 espécimes, ao passo que nas fémeas foram selecionadas 10 inativas. Os
orgaos foram coletados, fixados e processados seguindo a técnica histolégica de rotina. As
laminas histologicas produzidas foram coradas por Hematoxilina — Eosina e analisadas em
microscopio optico. Morfometricamente, nos testiculos, foram realizadas mensuragfes da
area de ocupacao do compartimento tubular e intertubular, namero de células de Leydig, de
Sertoli, de espermatdcitos e de espermatides alongadas. No epididimo foi mensurada a
altura do epitélio, o diametro tubular, diametro do limen e diametro do epitélio das regides
do segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. No ovério foi mensurada as areas total e de
ocupacdo dos foliculos em diferentes estagios de maturacdo, incluindo a quantificagdo
destes foliculos e corpo luteo. Esses dados foram submetidos ao teste t de Student. De
acordo com os resultados, a atividade testicular de D. cinerea ndo apresenta um padrdo
reprodutivo definido; o epididimo possui maior sensibilidade as varia¢cdes sazonais ha regido
caudal e as fémeas apresentam dois picos reprodutivos de acordo com os periodos
considerados em &rea de Mata Atlantica do estado de Pernambuco.

Palavras-chave: Morcego; testiculo; epididimo; ovario; sazonalidade.
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ABSTRACT

Dermanura cinerea is a fruit bat, whose information about their reproductive biology are still
little known in different biomes of Brazil, especially when considering the morphological and
histological analyzes of their gonads. The aim of this study was to analyze through the
reproductive stage, histology and morphometry the testis, epididymis and ovary of D.
cinerea, during the annual reproductive cycle in a fragment preserved Atlantic Forest
(Biological Reserve Saltinho) located in the state of Pernambuco, northeastern Brazil. Adult
females and males were captured through nets and the collections were monthly during two
consecutive nights along eighteen months. Meteorological data were grouped into six periods
of three months each: period | (June - August / 2014); period Il (September - November /
2014); period Il (December / 2014 - February / 2015); period IV (March - May / 2015); period
V (June - August / 2015) and period VI (September - November / 2015). This grouping was
based on what has been described for the dry season (September - February) and rainy
season (March - August) in this study area. However, a few months have mean atypical
precipitation between the periods while the temperature had little variation (24.0 to 27.4). A
total of 23 males and 25 females were captured. The testes of males were classified
according to the external morphology: males with descendant testes and not descendant.
The females were classified as inactive, pregnant, lactating and post-lactating. Specimens
used in histomorphometric analysis of the organs were euthanized. In males were selected
18 specimens, while females were selected in 10 inactive. The bodies were collected, fixed
and processed according to routine histological technique. The produced histological slides
were stained with hematoxylin - eosin and analyzed by light microscopy. Morphometrically in
the testes were performed measurement of the occupation area tubular compartment and
Intertubular, number of Leydig cells, Sertoli cells, spermatocytes and spermatids elongated.
In the epididymis was measured the height of the epithelium, the tubular diameter, lumen
diameter and diameter epithelial of the regions of the initial segment, caput,corpus and
cauda. Ovary was measured and the total areas of occupation of follicles at different stages
of maturation, including quantification of these follicles and corpus luteum. These data were
submitted to Student's t test. According to the results, testicular activity D. cinerea does not
present a defined reproduction pattern; the epididymis is more sensitive to seasonal
variations in the flow region and the females have two reproductive peaks according to the
periods considered in Atlantic Forest area of the state of Pernambuco.

Keywords: Bat; testes; epididymis; ovary; seasonality.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Os morcegos estdo reunidos na ordem Chiroptera que consiste na segunda maior
ordem de mamiferos, compreendendo 202 géneros e aproximadamente 1.120 espécies,
distribuidas entre todas as regides tropicais e temperadas, com excecao de algumas ilhas
oceanicas e Antartica (GARDNER, 2008). Esses animais destacam-se por sua relevante
atuacao no ecossistema, através da dispersao de sementes, polinizacdo, controle de insetos
e vertebrados de pequeno porte (GARCIA; REZENDE; AGUIAR, 2000; BRITO; GAZARINI;
ZAWADZKI, 2010).

Diante disso, é de suma importancia compreender também como esses mamiferos
se comportam ao longo do ciclo reprodutivo anual para possibilitar maiores inferéncias sobre
sua biologia reprodutiva, pois essas informacdes fornecerdo subsidios para a conservagéo
das espécies. Apesar dessa relevancia, propostas com esse enfoque ainda permanecem
pouco investigadas e exploradas (BEGUELINI, 2008; BEGUELINI et al., 2011).

Nas espécies de morcegos tropicais, a reproducédo pode ocorrer de maneira sazonal
ou ao longo de todo o ano. Assim, podem apresentar padrdes reprodutivos que vao de
monoestria a poliestria sazonal. Por conta disso, h4 variacdes nos ciclos reprodutivos
desses animais e os fatores que os influenciam estédo diretamente relacionados a oferta de
recursos alimentares, as condicbes ambientais, aos fatores enddgenos e as flutuacdes
sazonais, ja que esses animais habitam diversos habitats (FLEMING et al., 1972; TADDEI,
1980; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; NEUWEILER, 2000; ZORTEA, 2003; BEGUELINI et
al., 2013a).

Diante dessa realidade, os quirGpteros desenvolveram as mais diferentes estratégias
reprodutivas a fim de ajustar seu organismo as condi¢cdes do meio no qual estédo inseridos:
estocagem de espermatozoides viaveis na cauda do epididimo e nos cornos uterinos das
fémeas, regressao parcial dos tibulos seminiferos, assincronia entre a espermatogénese e
0 acasalamento, atraso na ovulagdo, retardo na implantagdo e no desenvolvimento
embrionario, diferencas na posicdo e na morfologia dos testiculos e epididimos, bem como

na constituicdo da morfofisiologia das glandulas reprodutivas acessoérias (HOSKEN et al.,



1998; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; ENCARNACAO et al., 2003; ROCHEL et al., 2007;
BEGUELINI et al., 2009, 2010, 2011, 2013a, 2013b, 2013c, 2013d, 2014, 2015; FARIAS et
al., 2014; MARTINS et al., 2014; NOTINI et al., 2015)

Em morcegos, ja foi corroborado que as informacdes reprodutivas baseadas na
morfologia externa do corpo fornecem dados bastante isolados que impedem maiores
inferéncias sobre o padrao reprodutivo dos quirdpteros. Dessa forma, realizar analises
histoldgicas e morfométricas € necessario para a quantificacéo dos diferentes tipos celulares
e, assim, melhor elucidar sobre a atividade ou inatividade sexual das diferentes espécies
(BREDT; UIEDA; MAGALHAES, 1999; GOMES; UIEDA, 2004; PAULA et al., 2002; LIMA
JUNIOR et al., 2014; MORAIS et al., 2013c, 2014a).

As espécies de morcegos frugivoros sdo de fundamental importancia no processo de
regeneracdo de ecossistemas fragmentados por meio da dispersdo de sementes (REIS et
al., 2011). A maioria dos quirépteros que possuem esse habito alimentar apresenta um ciclo
reprodutivo com padrdo poliéstrico bimodal, no qual o parto acontece ao longo da estacéo
chuvosa, posto que a disponibilidade alimentar favorece a manutencdo da prole das
diferentes espécies (FLEMING et al., 1972; HEITHAUS et al., 1975).

Dentro dessa perspectiva, Dermanura cinerea consiste em uma espécie que se
alimenta preferencialmente de frutos. Sua biologia reprodutiva foi investigada, de forma
pontual, por alguns autores (FAZZALORI—CORREA,1995; GUERRA, 2007; OLIVEIRA, 2010;
ROCHA et al., 2010), mas néo se tem informacdes precisas e detalhadas acerca do seu
ciclo reprodutivo. Assim, nao foi verificado nenhum trabalho na literatura cientifica que
analisasse a influéncia das variagcdes sazonais sobre os parametros morfométricos e
histolégicos dos testiculos, epididimos e ovéarios dessa espécie nem no Brasil, nem em

outras localidades situadas fora do territério nacional.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Analisar por meio da condicdo reprodutiva, histologia e morfometria as génadas e
epididimo do morcego Dermanura cinerea, ao longo do ciclo reprodutivo anual, em um

fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

1.2.2. Objetivos especificos

¢ Determinar através da morfologia externa, o estagio e padrao reprodutivo, bem como

a proporcao entre machos e fémeas da espécie D. cinerea;

e Descrever por meio da histologia e morfometria os testiculos, epididimos e ovarios

da espécie em estudo;

e Comparar os dados morfométricos obtidos para os parametros analisados nos

machos e fémeas entre os periodos ao longo do ciclo reprodutivo anual.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Diversidade e Classificacao filogenética da Ordem Chiroptera

Os morcegos sdo os Unicos mamiferos que possuem asas, estruturas estas que
consistem em maos adaptadas para realizar o voo verdadeiro. Estdo reunidos na ordem
Chiroptera (chiro = méo, ptera = asa), compreendendo a segunda maior ordem de
mamiferos, com 202 géneros e aproximadamente 1.120 espécies (PERACCHI et al., 2006;
GARDNER, 2008).

Esses mamiferos estdo distribuidos entre todas as regides tropicais e temperadas,
com excecdo de algumas ilhas oceanicas isoladas e nas calotas polares do Artico e
Antartica. Podem ocorrer em matas conservadas, em areas degradadas e também
apresentam uma ampla plasticidade para habitar em ambientes urbanizados que sofreram
fortemente a acdo antropica (SIMMONS, 2005; GARDNER, 2008).

Como 0s morcegos apresentam habitos noturnos e crepusculares, em sua maioria,
alimentam-se apenas a noite e, por isso, permanecem em repouso ao longo do dia em seus
abrigos, saindo destes apenas ao entardecer para atividade de forrageio, a qual é bastante
variavel dependendo da espécie e de diversos outros fatores. Assim, os quiropteros utilizam
como abrigo os mais diferentes refligios, como por exemplo: cavernas; fendas de rochas;
folhas, galhos e troncos de arvores; e diversas construcées humanas. Nesses locais, podem
tanto serem encontrados em grandes ou pequenos grupos (REIS et al., 2011).

A ordem Chiroptera € subdividida em duas subordens: Megachiroptera e
Microchiroptera. A primeira compreende os morcegos situados no Velho Mundo, também
conhecidos como raposas voadoras. Esses animais fazem parte de uma Unica familia
conhecida como Pteropodidae e néo apresentam ecolocalizacdo laringeal (HALL;
RICHARDS, 2000). J& os microquirdpteros sdo encontrados de maneira ampla por todo o
globo terrestre, estdo agrupados em 17 familias e apresentam ecolocalizac&do laringeal
(GARDNER, 1977; REIS et al., 2011).

Entretanto, recentemente, houve uma revisdo na filogenia do grupo e,
consequentemente, uma nova classificacdo. Tomando como base as analises de estudos
sobre o DNA mitocondrial e nuclear, os morcegos atualmente estdo classificados em duas
subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera (Fig 1.1). A primeira é constituida pela
familia Pteropodidae mais a superfamilia Rhinolophidea, a qual € composta por cinco
familias:  Rhinolophidae, Hipposideridae, @ Megadermatidae, Craseonycteridae e

Rhinopomatidae. Antes, essa superfamilia fazia parte da subordem Microchiroptera, mas



com base nesses estudos moleculares, descobriu-se que Rhinolophidea apresentava
caracteristicas que a aproximava mais das raposas voadoras, sendo inserida na subordem
Yinpterochiroptera. Por outro lado, a subordem Yangochiroptera abrange as 12 familias de
morcegos que antes estavam compreendidas na subordem Microchiroptera (TEELING et al.,
2000, 2002, 2005; VAN DER BUSSCHE; HOOFER, 2004; JONES; TEELING, 2006;
TEELING, 2009).

(a) (b)
o
Rhinolophidae ol
N o Rhinolophidae
Hipposideridae £
Hipposideridae
Megadermatidae § . g
,aé Megadermatidae | §
Craseonycteridae | € ) 2
) > Nycteridae =
Rhinopomatidae - ) ) 8
Rhinopomatidae £
Nyctendae N s
Craseonycteridae
Emballonuridae i
Emballonundae QE;
|: Phyllostomidae {Phy\\ostomi(lae ‘g
Mormoopidae | Mormoopidae 5
| Noctilionid o 7 TR S
octlionidae o -4 Noctilionidae §
L 9 @
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N Thyropteridae g Myzopodidae 2
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{ Vespertilionidae Natalidae
: Molossidae Vespertilionidae
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—— Natalidae
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Figura 1.1: Divisao filogenética da ordem Chiroptera. A) Nova Classificacao filogenética. Duas novas
subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera, com base em andlises moleculares. B)
Classificacéo tradicional. Duas subordens: Megachiroptera e Microchiroptera, baseada em caracteres
fisiologicos e morfoldgicos (JONES; TEELING, 2006).

Diante da ampla diversidade dessa ordem, no Brasil, relata-se a ocorréncia de 9
familias, 65 géneros e 174 espécies de morcegos. Essas familias consistem nas seguintes:
Emballonuridae (16 espécies), Phyllostomidae (90 espécies), Mormoopidae (4 espécies),
Noctilionidae (2 espécies), Frupteridae (1 espécie), Thyropteridae (4 espécies), Natalidae (1
espécie), Molossidae (28 espécies), e Vespertilionidae (28 espécies) (PAGLIA et al., 2012).

Assim, podem ser encontrados habitando areas no dominio da Mata Atlantica, Cerrado,



Pantanal, Pampas Gaulchos, Caatinga e até mesmo em areas urbanizadas (REIS et al.,
2007).

Os morcegos destacam-se também por possuirem uma caracteristica importante: o
sistema de ecolocalizacdo, o qual é utilizado primariamente na orientacdo desses mamiferos
noturnos e consiste na emissao de sons de alta frequéncia, inaudiveis ao ouvido humano e
que podem ser transmitidos tanto pela boca quanto nariz. Os representantes da familia
Pteropodidae ndo apresentam esse sistema de ecolocalizacdo, apenas as espécies de um
Unico género (Rousettus) dessa familia é capaz de emitir ultrassons. Esses sons séo
refletidos ao se deparar com algum obstaculo, presa ou objeto, informando a qual distancia
estes, relativamente, se encontram. Por conta disso, esses organismos desenvolveram
algumas adaptagbes com a finalidade de aumentar as superficies para captagdo dos sons.
Assim, 0s quirdpteros possuem estruturas como o trago e o antitrago que se situam proximo
a orelha, e a folha nasal, a qual estd presente apenas nas espécies da familia
Phyllostomidae e esta localizada préximo as narinas (NEUWEILER, 2000; KALKO;
AGUIRRE, 2006; REIS et al., 2011).

1.3.2 Habitos alimentares e importancia ecolégica dos morcegos

Os morcegos apresentam uma ampla diversidade de habitos alimentares. Os que
fazem parte da subordem Yinpterochiroptera sdo predominantemente frugivoros, ao passo
gue o0s que estdo agrupados na subordem Yangochiroptera sdo predominantemente
insetivoros. Entretanto, os que comp&em esta Ultima subordem, apresentam também outros
tipos de habitos alimentares, podendo ser: frugivoros, carnivoros, onivoros, folivolos,
hemato6fagos, piscivoros, ranivoros, granivoros, nectarivoros e polinivoros (GARDNER,
1977; NOGUEIRA; TAVARES; PERACCHI et al., 2003; PERACCHI et al., 2006; REIS et al.,
2007; 2011).

Atrelado a essa diversidade de habitos alimentares, esses mamiferos destacam-se
por possuirem uma relevante importancia no ecossistema, através da dispersdo de
sementes, polinizacdo, controle de insetos e vertebrados de pequeno porte (FLEMING,
1988; CHARLES-DOMINIQUE, 1991; FENTON et al.,, 1992; KUNZ; PIERSON, 1994;
NOWAK, 1994). Além disso, os quirdpteros também s&o excelentes indicadores da
gualidade do ambiente, posto que existem algumas espécies que apresentam sensibilidade
as alteracbes de recursos que ocorre no meio onde habitam (FENTON et al., 1992;
SCHULZE; SEAVY; WHITACRE,2000; AGUIRRE et al., 2003; JONES et al., 2009).



1.3.3 Familia Phyllostomidae

A familia Phyllostomidae é a maior e mais diversificada dentre os morcegos
neotropicais. Encontra-se distribuida do sul dos Estados Unidos ao Norte da Argentina e
apresenta 57 géneros e mais de 160 espécies, sendo 90 destas encontradas em territrio
brasileiro (REIS et al., 2011; PAGLIA et al., 2012).

Dentro da familia Phyllostomidae, ha subdivisdes em subfamilias e, diante dos
debates e estudos que foram realizados ao longo dos anos, cabe destacar a subdivisdo,
atualmente mais aceita, que leva em consideragdo tanto aspectos morfolégicos quanto de
sitios de restricdo e de cromossomos sexuais. Sendo assim, sdo reconhecidas 11
subfamilias que consistem nas seguintes: Macrotinae, Micronycterinae, Desmodontinae,
Lonchorhininae, Phyllostominae, Glossophaginae, Lonchophyllinae, Carolliinae,
Glyphonycterinae, Rhinophyllinae e Stenodermatinae (BAKER et al., 2003; REIS et al,,
2011).

A principal caracteristica, morfolégica que distingue 0os membros da familia
Phyllostomidae € a presenca de um apéndice dérmico que esta situado acima das narinas
(Figura 1.2). Esse apéndice também é conhecido por folha nasal e é mais desenvolvido em
algumas espécies e menos em outras. Nas espécies da subfamilia Desmondotinae, a folha
nasal é reduzida, apresentando-se em formato de ferradura (REIS et al., 2011; PAGLIA et
al., 2012).

1.3.3.1 Subfamilia Stenodermatinae e a espécie Dermanura cinerea

Os morcegos que compdem a subfamilia Stenodermatinae sdo predominantemente
frugivoros, mas algumas espécies incorporam na sua dieta outros itens tais como: insetos,
folhas e frutos. Nessa subfamilia, séo encontrados 17 géneros, dentre os quais, no Brasil,
sdo encontrados 12 géneros e 31 espécies (SIMMONS, 2005; REIS et al., 2011).

Nessa familia, as espécies que a compbe apresentam o focinho curto, membrana
interfemural ndo muito desenvolvida ou até mesmo inexistente, ndo possuem cauda, tem
tamanhos corporais variados e possuem, em geral, listas claras na face que podem ser mais
evidente ou menos nitidas, bem como estarem ausentes em determinados géneros como
Artibeus concolor, Pygoderma e Ametrida. Com relacdo a denticdo, possuem molares com
coroas largas e achatadas, bem como com cuspides bastante agudas (VIZOTTO; TADDEI,
1973; EMMONS, 1990; REIS et al., 2011).

Dentre os géneros que compde a subfamilia Stenodermatinae e tomando como base
estudos moleculares, Dermanura atualmente é considerado um género valido (REDONDO



et al., 2008; SOLARI et al.,, 2009; REIS, et al., 2011), posto que antes, juntamente com
Artibeus e Koopmania era classificado como subgénero de Artibeus (WETTERER;
ROCKMAN; SIMMONS, 2000; BAKER et al., 2003).

Os morcegos que fazem parte desse género apresentam variacdes na coloracdo dos
seus pelos. Assim, variam de marrom-acinzentado a marrom-enegrecido na regido do dorso
e geralmente sdo mais claros na regido do ventre. Além disso, suas listas faciais também
apresentam variagdes de intensidade (REIS et al., 2011).

No territério brasileiro, existem relatos de quatro espécies que fazem parte desse
género: Dermanura anderseni (Osgood, 1916), Dermanura bogotensis (Andersen, 1906);

Dermanura gnoma (Handley,1987) e Dermanura cinerea (Gervais, 1856).

Figura 1.2: Morcego da espécie D. cinerea macho coletado na Reserva Bioldgica de
Saltinho/PE. Observar a regido inguinal (setas) onde ficam localizados os testiculos.

Fonte: Nivaldo Bernardo (Janeiro/2015)

s

Dentre essas espécies, é possivel destacar D. cinerea que também é conhecida

como Artibeus cinereus (Figs 1.2 e 1.3). Consiste em uma espécie de pequeno porte, cuja



massa corporal € de aproximadamente 12 g. Sua distribuicAo compreende o norte da
América do sul, a qual engloba a Venezuela, Guianas, Brasil, Trinidad, Peru e Tobago. No
Brasil, ha relatos de sua ocorréncia na regido norte, nordeste, sudeste e sul. Tem habito
alimentar frugivoro, atua na dispersdo de sementes e pode ser encontrada amplamente
habitando areas de florestas Umidas, matas riparias, ambientes com alteracdo, cerrados,
matas ciliares primérias e fragmentos de Mata Atlantica. Com relagdo a sua reproducéo,
comumente apresenta dois picos ao longo do ciclo reprodutivo anual (SIMMONS, 2005;
SCULTORI et al., 2009; REIS et al., 2011).

Figura 1.3: Morcego da espécie D. cinerea fémea gravida coletada na Reserva
Bioldgica de Saltinho/PE. Observar o abdémen proeminente (setas) devido a presenga
do feto.

Fonte: Nivaldo Bernardo (Fevereiro/2015)



10

1.3.4 Mata Atlantica

A Mata Atlantica consiste em um bioma extremamente rico em diversidade de fauna
e flora, sendo o segundo maior no que se refere a taxa de endemismo e riqgueza para a
mastofauna do Brasil (REIS et al., 2011). Todavia, esse bioma veio com o passar dos anos
sendo drasticamente reduzido, por meio da devastacdo e fragmentacdo de habitat
impulsionados, sobretudo, pela acdo antropica, tornando a Mata Atlantica um dos biomas
mais ameacados em todo o mundo (RIBEIRO et al. 2009; CAMPANILI; SCHAFFER, 2010;
BRITO; BOCCHIGLIERI, 2012).

Esse bioma esta distribuido em cerca de 17% do territdrio brasileiro, ocupando areas
de toda a costa do pais, bem como em manchas no interior. Sua extenséo original totalizava
mais de 1.290.000 km? abrangendo desde os estados da Regido Nordeste até o Rio
Grande do Sul e, atualmente, encontra-se reduzida a menos de 7,84%. Apesar dessa
reducgdo, abriga ainda aproximadamente 60% das espécies da fauna que se encontra em
extingdo. Por conta da sua elevada diversidade biolégica, consiste em uma das 34 areas do
mundo que apresentam prioridade no quesito conservacao da biodiversidade, também
chamada de Hotspot (MITTERMEIER et al., 2004; RIBEIRO et al.,, 2009; ANDRADE;
SANTOS, 2014).

Os mamiferos que habitam na floresta Atlantica, sofrem influéncia negativa sobre sua
abundancia, riqueza e diversidade, principalmente, por conta da fragmentacdo (VIEIRA et
al., 2003; PARDINI, 2004; COSTA et al., 2005; PARDINI et al., 2009). Assim, 0s morcegos
podem ter sua estrutura populacional nha comunidade afetada, devido as variagdes na
disponibilidade de recursos em areas que se encontram perturbadas (FARIA, 2006;
SCHULZE et al., 2000; BRITO; BOCCHIGLIERI, 2012).

A Mata Atlantica abriga cerca de mais de 60 espécies de morcegos do Brasil que
estdo distribuidas em oito familias. Nesse bioma, hd desde espécies de quirdpteros raras
até as ameacadas de extincdo (Chiroderma doriae, Lasiurus ebenus, Lonchophylla
bokermanni, Platyrrhinus recifinus e Myotis ruber). Estas duas ultimas, possuem distribuicéo
na regido Nordeste (FERNANDES, 2003; CHIARELLO et al., 2008). As espécies que sdo
frugivoras apresentam extrema importancia no processo de regeneracdo dos ecossistemas
fragmentados por meio da dispersdo de sementes (REIS et al., 2007), sendo este um evento
chave no ciclo reprodutivo de diversas espécies vegetais (HARPER, 1977; JORDANO,
2006).

Dentre os ultimos remanescentes existentes da Floresta Atlantica no estado de
Pernambuco, destaca-se a Reserva Biolégica de Saltinho, a qual possui 475,21785

hectares, é formada por Floresta Ombréfila Densa das Terras Baixas e Sistema Secundario
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e atua na conservagdo da diversidade bioldgica, pois se constitui como uma Unidade de
Conservagdo de protecdo integral. Essa reserva abrange os municipios de Rio Formoso
(6,34%) e Tamandaré (93,66%). Nela, encontram-se espécies endémicas, exéticas e
ameacadas de extin¢do, tanto da fauna quanto da flora (REBIO SALTINHO, 2003).

1.3.5 Biologia reprodutiva em morcegos

Apesar dos morcegos possuirem varias peculiaridades, diversidade e importancia no
ecossistema, ainda sdo considerados como um dos grupos menos conhecidos e
averiguados com relacdo a sua biologia reprodutiva, posto que muitas incongruéncias ainda
precisam ser investigadas para melhor inferir sobre a capacidade reprodutiva desse grupo
(BEGUELINI, 2008).

As informacfes existentes na literatura cientifica evidenciam que o ciclo reprodutivo
dos quirdpteros envolve uma série de acontecimentos comum a todos os mamiferos que
inicia com a corte, na sequéncia vem a cOpula, periodo de gestacéo e lactacdo (CARTER,
1970; RACEY, 1982; RICHARZ; LIMBRUNNER, 1993). E possivel destacar ainda o sistema
de acasalamento poliginico que € praticado e prevalece entre varias espécies de morcegos.
Assim, um macho dominante defende seu harém contra outros machos, podendo com isso
copular com diversas fémeas (KUNZ et al.,1973; NOWAK, 1994; ZORTEA, 2003).

Apoés a escolha do parceiro para cépula, acontece o periodo gestacional que tem
duracdo bastante diversa. Dependendo da espécie considerada, pode variar de 44 dias a 11
meses. Em cada gestacdo ha a ocorréncia, em geral, de apenas um filhote por ano, porém
podem também haver dois, trés e, em casos mais raros, quatro filhotes, de modo que o
cuidado parental tem duracdo em torno de trés meses (REIS; PERACCHI, 1987; REIS et al.,
2007).

Como as espécies que compdem a ordem Chiroptera encontram-se amplamente
distribuidas ao longo do globo terrestre, seus padrdes reprodutivos apresentam-se também
bastante variado. Nos morcegos que habitam as zonas temperadas, o padrdo reprodutivo
predominante e caracteristico € a ocorréncia de apenas um pico reprodutivo (CARTER,
1970). Assim, os fatores que estéo relacionados e influenciam a reproducdo nesses locais
séo as variagdes na intensidade do fotoperiodo e temperatura (OXBERRY, 1979).

Por outro lado, a reproducdo dos quirGpteros que vivem na Regido Neotropical, pode
ocorrer de maneira sazonal ou ao longo de todo o ano. De forma que as diferencas
existentes em seus padrbes, ciclos e estratégias reprodutivas sofrem a influéncia de
diversos fatores, tais como: oferta de recursos alimentares; condicbes ambientais, como

temperatura e pluviosidade; fatores endogenos e flutuagbes sazonais (FLEMING et al.,
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1972; WILSON, 1973; 1979; TADDEI, 1980; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; NEUWEILER,
2000; ZORTEA, 2003; BEGUELINI et al., 2013a).

Sendo assim, tomando como base a atividade reprodutiva dos morcegos
neotropicais, nas fémeas tém sido propostos quatro tipos diferentes de padrdes
reprodutivos, 0s quais consistem nos seguintes: monoestria sazonal (um pico de reproducéo
durante o ano), poliestria sazonal (acontece continuamente durante quase todo o ano,
todavia possui um periodo de inatividade sexual), poliestria assazonal (atividade reprodutiva
ocorre ao longo de todo o ano) e poliestria sazonal bimodal (possui dois picos anuais de
reproducdo) (FLEMING et al, 1972; WILLIG, 1985; MELLO; FERNANDEZ, 2000;
ESTRADA; COATES-ESTRADA, 2001; ZORTEA, 2003).

Nas diferentes espécies de morcegos machos que habitam o Neotrépico, ha alguns
relatos a respeito de variacbes na localizacdo das gbdnadas e devido a mudancas
influenciadas pela sazonalidade. Desse modo, podem passar da regido abdominal até a
regido escrotal com a finalidade de acomodar esses 6rgdos as mudancas de temperatura a
gue se encontram frequentemente expostos. Todavia, também podem passar da regido
situada entre o abdémen e a bolsa escrotal, por meio do canal inguinal, e, dessa forma,
ficarem localizados externamente, proximos ao pénis, ndo estando, consequentemente,
revestidos por essa bolsa e sim por apenas um fino tecido vascularizado (KRUTZSCH,
1955; KRUTZSCH; CRICHTON, 1987; JOLLY; BLAKSHAW, 1988; KRUTZSCH, 2000;
MORAIS, 2008).

Além disso, o0s quirGpteros desenvolveram as mais diferentes estratégias
reprodutivas a fim de se ajustarem as condi¢cdes do meio no qual estdo inseridos, tais como:
estocagem de espermatozoides viaveis na cauda do epididimo e nos cornos uterinos das
fémeas, regressao parcial dos tibulos seminiferos, assincronia entre a espermatogénese e
0 acasalamento, atraso na ovulacdo, retardo na implantacdo e no desenvolvimento
embrionario (GUSTAFSON, 1979; ALTRINGHAM, 1996; HOSKEN et al., 1998; CRICHTON;
KRUTZSCH, 2000; ENCARNACAO et al., 2003; ROCHEL et al., 2007).

A maioria dos estudos que abordam sobre reproducdo nesses animais, baseia-se
apenas nas caracteristicas morfolégicas externas dos 6rgaos reprodutivos para estabelecer
a atividade ou inatividade sexual (BREDT; UIEDA; MAGALHAES, 1999; GOMES; UIEDA,
2004). Esses parametros sdo bastante limitados, podendo levar a conclusdes imprecisas e
até mesmo erréneas (LIMA JUNIOR et al., 2014). Assim, destaca-se a importancia de
realizar analises morfométricas, pois a quantificacdo histolégica das gdnadas possibilita
inferir de maneira precisa sobre a capacidade reprodutiva dos morcegos (PAULA et al.,
2002; MORAIS et al., 2014a).

Em estudos realizados na Colébmbia para a espécie Dermanura cinerea (=A.

cinereus), foi identificada a poliestria bimodal como padrao reprodutivo (SIMMONS; VOSS,
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1998; REIS et al., 2007; SCULTORI et al., 2009). De forma semelhante, no Brasil, em um
estudo desenvolvido em &rea de Mata Atlantica no litoral sul do estado de S&o Paulo
(FAZZALORI-CORREA, 1995), foi relatada também a ocorréncia de poliestria bimodal para
essa mesma espécie. No estado de Sergipe, foram coletadas fémeas prenhas nos meses
de janeiro e agosto, e de uma Unica fémea prenha e lactante também no més de janeiro,
sendo que essas informagBes sugerem a ocorréncia de estro pos-parto para essa espécie
nesse estado (ROCHA et al.,2010). Em contrapartida, em area de Mata Atlantica de uma
Reserva Natural no estado do Parana, ha relatos do padrdo monoéstrico sazonal para D.
cinerea para a qual é descrita a ocorréncia de fémeas lactantes e de individuos jovens em
apenas um periodo reprodutivo (OLIVEIRA, 2010). Em Pernambuco, ha relatos de fémeas
gestantes nos meses de abril, outubro e novembro e machos com testiculos escrotados em
agosto, outubro e novembro, porém nao faz nenhuma inferéncia sobre qual o tipo de padrao
reprodutivo dessa espécie (GUERRA, 2007).

1.3.6 Testiculos

Os testiculos sdo 6rgaos pares que estdo localizados na regido escrotal, possuem
fungéo tanto endocrina quando exdcrina e sédo envolvidos por uma tanica conhecida como
albuginea testicular, a qual é constituida por tecido conjuntivo. Esta possui septos que sao
emitidos em direcdo ao interior do testiculo até a regido do mediastino desse 6rgdo. Mais
externamente, os testiculos possuem o escroto que os revestem e possibilita a manutengéo
da temperatura nessa regido, mais baixa que a do corpo, 0 que € de suma importancia para
manter a viabilidade na producdo de espermatozoides (Fig.1.4) (RUSSELL et al., 1990;
SCANLON; SANDERS, 2007).
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Figura 1.4: Desenho esquemético da composi¢éo estrutural padrao
do testiculo de mamifero. Fonte: Seeley et al.,, (2014); Brito,
(2014)

Em mamiferos, esses 6rgdos sao constituidos por dois principais compartimentos: o
tubular e o intertubular. O primeiro é formado pelos tibulos seminiferos, ocupam a maior
parte dos testiculos e é constituido por alcas excessivamente contorcidas cujas
extremidades estdo ligadas a rede testicular, a qual, por sua vez, se conecta ao epididimo
por meio dos ductos eferentes. Esses tubulos sdo formados mais externamente por uma
tinica chamada de prépria, na qual podem ser encontradas células peritubulares ou
mioides, bem como a membrana basal. Sdo formados ainda por um epitélio seminifero,
onde se encontram as células germinativas e de Sertoli. J& o compartimento intertubular, o
gual se encontra entre os tubulos seminiferos é formado pelas células de Leydig, vasos,
nervos e outros tipos celulares presentes no tecido conjuntivo, tais como macréfagos,
mastécitos, fibroblastos, nervos, vasos sanguineos e linfaticos (Fig.1.5) (RUSSEL et al.,
1990; KARL; CAPEL, 1998; MORAIS, 2008).
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Figura 1.5: Desenho ilustrativo da composicdo celular do
tubulo seminifero do testiculo de mamifero.
Fonte: Seeley et al., (2014); Brito, (2014)

Nos organismos que fazem parte da Classe Mammalia, os testiculos realizam a
liberagdo dos espermatozoides por meio de canais que se estendem até o ducto deferente
do epididimo para as glandulas ampulares e, na sequéncia, para a regido luminal da uretra
da prostata (SCANLON; SANDERS, 2007).

1.3.6.1 Células de Sertoli

As células de Sertoli servem de suporte para as células germinativas situadas no
epitélio seminifero dos testiculos e atuam dividindo esse epitélio em um ambiente mais
basal e outro o adluminal. No primeiro, se situam as espermatogbnias e espermatécitos
primarios no inicio da sua divisdo da préfase meiética. Enquanto que no ambiente adluminal
estdo os espermatdcitos primarios que se encontram na fase de leptéteno, bem como os

espermatocitos secundarios e esperméatides (RUSSEL et al., 1990).

1.3.6.2 Espermatogénese

A espermatogénese € um processo sistematico de relevante complexidade, através
do qual as células reprodutivas masculinas (espermatozoides) sdo produzidas. Pode ser

dividida em trés fases: fase espermatogonial, também conhecida como proliferativa, a qual é
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caracterizada por suas células passarem por sucessivas e rapidas divisdes mitoticas; fase
espermatocitogénica ou meidtica que envolve a duplicagdo do material genético, passando
por duas divisbes celulares seguidas, bem como por recombinacdo genética durante a
meiose; e fase espermiogénica ou de diferenciacdo que compreende as modificacbes que
ocorrem nas espermatides para que se transformem em espermatozoides. Estes, por sua
vez, sdo encaminhados para a luz do tdbulo seminifero onde sdo encaminhados ao
epididimo para ser armazenado e maturado (RUSSELL et al., 1990; JOHNSON et al., 2000;
HESS; FRANCA, 2008).

Nas espécies da classe Mammalia, o tempo de duracdo total do processo de
espermatogénese, com todas essas fases, é de aproximadamente 40 a 60 dias. De modo
gue cada uma dessas trés fases dura cerca de 1/3 de toda a espermatogénese. Nesse
processo, as espermatogbnias passarao por divisbes mitéticas e se transformardo em
espermatqcitos, os quais irdo produzir, apés a divisdo celular mitética, as espermatides que,
durante o processo de espermiogénese, irdo se tornar espermatozoides (MORAES, 2008;
BRITO, 2014).

Existe ainda uma classificacdo que divide as espermatogbnias em dois grupos: as
diferenciadas e as indiferenciadas. No grupo que envolve estas Ultimas, ha trés subgrupos:
as espermatogodnias pareadas (Apr), isoladas (Ai) e alinhadas (Aal). Ja nos grupos das
diferenciadas ha também trés subgrupos, sendo estes: espermatogdnias do tipo A,
intermediarias (In) e espermatogbnias do tipo B (RUSSELL et al., 1990; DE ROOIJ, 1998;
FRANCA; RUSSELL, 1998).

1.3.6.3 Células de Leydig

As células de Leydig consistem no tipo celular encontrado em maior quantidade no
compartimento intertubular dos testiculos. Sao produtoras de andrégenos, 0s quais séo
gerados por meio do colesterol. Entre estes androgenos, ha a di-hidrotestosterona que atua
na diferenciacdo do trato genital masculino, bem como na genitalia externa, que é formada
por uretra, pénis, prostata e escroto. Outro tipo de andrégeno é a testosterona que atua na
masculinizacéo fetal, por meio do desenvolvimento da genitalia interna, a qual é composta
por vesicula seminal, epididimo e ducto deferente, bem como atua na descida dos testiculos
da cavidade abdominal até a regido escrotal durante o periodo fetal. A testosterona também
€ responsavel pelo aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias e manutencao do
processo de espermatogénese a partir da puberdade, assim como pelo comportamento
sexual na idade adulta. Nesta, as células de Leydig representam apenas cerca de 5% de
todos os tipos de células do testiculo (BARDIN, 1996; GILBERT, 2006; YE et al., 2011).
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1.3.7 Epididimos

Os epididimos tém funcdes de maturar 0s espermatozoides, bem como de
armazenar estes na cauda epididimal. Consiste em tdbulo extremamente enrolado que
serve de elo entre o testiculo e os canais deferentes. Estudos diversos foram realizados com
epididimos de varias espécies de mamiferos, com a finalidade de definir a morfologia desse
orgdo. Assim, constatou-se que o epididimo possui regides de acordo com as caracteristicas
de seu epitélio. Dentre as classificacdes propostas, a mais enfatizada na literatura cientifica
€ a divisdo em quatro regibes: segmento inicial, cabec¢a, corpo e cauda, mas podem
apresentar também apenas trés regides: cabeca, corpo e cauda (HIB et al., 1982; SERRE;
ROBAIRE, 1998; BEU et al., 2009).

O tecido epitelial que reveste esse tubulo apresenta diferentes tipos celulares que
podem desempenhar, em geral, funcBes de absor¢cdo e secrecdo. Esses tipos celulares
consistem em: células principais (encontradas em grande quantidade, quando comparada
aos demais tipos, e funcionalmente atuam tanto na secrecdo quanto na absorcdo); células
basais (tem papel de protecdo, podendo atuar como macréfago); células estreitas (sédo
encontradas na regido do segmento inicial e podem ser antecessoras de células claras, bem
como atuar na destruicdo de proteinas que foram endocitadas); células halo (sédo verificadas
ao longo de todo o epididimo, sendo caracterizadas como mondcitos ou linfocitos, atuando
na barreira imunoldgica) e células apicais (apresentam nucleo em forma de esfera, possuem
bastantes enzimas proteoliticas e atuam na protecdo das células reprodutoras masculinas
contra o ataque eletrofilico) (VAN, 1970; DYM; ROMRELL, 1975; MOORE; BEDFORD,
1979; HERMO; DWORKIN; OKO, 1988; ROBAIRE; HERMO, 1988; HERMO; ROBAIRE,
1994; ADAMALI; HERMO, 1996; SERRE; ROBAIRE, 1998).

1.3.8 Espermatogénese, producao de andrégenos testiculares e estocagem de

espermatozoides em morcegos

Em morcegos, as informacBes acerca da espermatogénese, niveis séricos de
horménios, bem como a estocagem de espermatozoides no epididimo ainda séo infimas,
diante da diversidade de espécies e estratégias reprodutivas que desempenham. Apesar
disso, alguns estudos com enfoque em parametros anatbmicos, morfométricos, histolégicos,
ultraestruturais, imunoistoquimicos e hormonais tem possibilitado melhor compreender

muitas incongruéncias ainda existente na ordem Chiroptera com relacdo a biologia
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reprodutiva de diferentes espécies (BEGUELINI et al., 2009, 2010, 2011, 2013a, 2013b,
2013c, 2013d, 2015; MORAIS et al.,, 2013a, 2013b, 2014a, 2014b; FARIAS et al., 2014,
LIMA JUNIOR et al., 2014; NOTINI et al., 2015).

Nesse sentido, mudangas na histologia das células de Leydig foi averiguada, na
espécie Myotis lucifugus lucifugus na regido nordeste dos Estados Unidos, de forma que
essas variagfes foram relacionadas com as concentragdes de testosterona plasmatica ao
longo do ciclo reprodutivo anual. Foi verificada a ocorréncia de atividade gametogénica
durante 0os meses de maio a agosto, e durante os meses de outubro a abril, que
compreende o periodo de hibernacdo dessa espécie. Nesse periodo, o epitélio dos tubulos
seminiferos dos testiculos entra em repouso e é reduzido para reservar tanto células de
Sertoli quanto espermatogonias. As células de Leydig apresentaram um padrdo de atividade
paralelo ao do epitélio seminifero e constatou-se que durante a renovacdo da
espermatogénese, na estacdo da primavera, essas células ficam hipertrofiadas com
acumulo de inclusdes lipidicas, atingindo o maximo destas acumulac¢des no final de junho
(GUSTAFSON, 1987).

Em outro estudo realizado com a espécie Myotis adversus em Brisbane na Austrélia,
por meio de analises com microscopia eletrbnica, constatou-se que as células de Leydig
tornam-se hipertrofiadas durante o periodo reprodutivo, ao passo que durante o periodo de
regressao o tamanho dessas células, assim como os granulos do citoplasma sao reduzidos
(LOH; GERMMELL, 1980).

Pérez-Rivero et al.,, (2013) estudaram as diferencas na morfometria testicular da
espécie Tadarida brasiliensis no México, durante o verdo, outono e inverno. Os resultados
evidenciaram que, no més de junho, os tdbulos apresentaram menor didmetro e maior
espaco intersticial entre eles, bem como a auséncia de espermatides. Ja nos meses de
setembro e fevereiro o didmetro tubular, a espessura do epitélio seminifero e o0 nimero das
células deste, demonstrou um aumento significativo quando comparado ao més de junho. A
presenca de espermatides foi observada apenas no més de fevereiro. Logo, verificou-se
gue T. brasiliensis apresenta uma reproducdo sazonal na area de estudo considerada.

No Brasil, na regido noroeste do estado de Sao Paulo, Beguelini et al., (2009)
averiguaram que, na espermatogénese das espécies Artibeus lituratus, A. planirostris,
Carollia perspicillata, Platyrrhinus lineatus, Sturnira lilium e Myotis nigricans, hé trés tipos de
espermatogonias: tipo escuro A, tipo claro A e tipo B. Contatou-se também que o ciclo do
epitélio seminifero é semelhante ao dos demais mamiferos em todas as espécies
estudadas, com excecdo apenas de M. nigricans. Esta apresentou assincronia em seu
epitélio com sobreposicdo de fases, bem como ciclos ndo definidos. As semelhancas
encontradas entre as cinco espécies pode ser explicada por uma questao filogenética, uma

vez que todas fazem parte da mesma familia (Phyllostomidae). Enquanto que M. nigricans
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apresenta uma distancia filogenética maior, visto que faz parte de outra familia
(Vespertilionidae).

Nessa mesma regido, através de caracterizacdes ultraestruturais, Beguelini et al.,
(2011) investigaram o processo de espermatogénese de P. lineatus. Além da identificacéo
dos trés tipos de espermatides nessa espécie, foram caracterizadas as células de Sertoli,
células de Leydig e os espermatozoides. Constatou-se que a espermatogénese em P.
lineatus possui 0 mesmo padrdao dos demais mamiferos, todavia dispde de especificidades
como a formacdo do acrossoma nos espermatozoides. Por conta disso, apresenta relacfes
estreitas com os espermatozoides do ser humano, bem como de outros primatas.

Ao considerar os parametros anatdmicos e histolégicos, na regido noroeste de Séo
Paulo, Beguelini et al.,, (2013a) analisaram, as estruturas reprodutivas de 18 espécies
(Peropteryx macrotis, Rhynchonycteris naso, Eumops glaucinus, Molossops temminckii,
Molossus molossus, Molossus rufus, Artibeus lituratus, A. planirostris, C. perspicillata,
Glossophaga soricina, Phyllostomus discolor, P. lineatus, Noctilio albiventris, Eptesicus
furinalis, Histiotus velatus, Lasiurus blossevilli, Myotis albescens e M. nigricans)
pertencentes a cinco familias (Emballonuridae, Molossidae, Phyllostomidae, Noctilionidae e
Vespertilionidae). Anatomicamente os testiculos apresentaram pequenas variacfes, porém
nos epididimos das espécies que compdem as familias Emballonuridae e Vespertilionidae,
foi observado um alongamento na regido da cauda. O posicionamento dos testiculos
também variou entre as familias consideradas. Em Phyllostomidae e Noctilionidae notou-se
a presenca de testiculos situados aparentemente visiveis na regido inguinal; em
Emballonuridae e Molossidae, contatou-se a existéncia de testiculos migratérios que
estavam localizados ou na regido intra-abdominal ou em posicdes mais externas; e em
Vespertilionidae observou-se a presenca dessas gbnadas na regido escrotal.
Histologicamente, verificou-se que cinco espécies (E. furinalis, H. velatus, L. blossevillii, M.
albescens e M. nigricans) da familia Vespertilionidae apresentaram regressao testicular,
retencdo de espermatozoides e armazenamento destes na regido caudal do epididimo.
Regressao testicular semelhante também foi verificado em M. temmincki, no entanto ndo
apresentaram retengdo nem armazenamento de espermatozoides.

Levando em consideracdo o0s parametros morfométricos e imunoistoquimicos,
Beguelini et al.,, (2013b) evidenciaram que A. planirostris, no sudeste do Brasil, possui
atividade espermatogénica continua ao longo de todo o ano, destacada pela presenca de
espermatozoides na cauda do epididimo durante os meses analisados. Porém, apresentou
dois picos mais perceptiveis, de producdo espermatica, nos meses de setembro e fevereiro.
Esses picos estdo relacionados a uma producdo suficiente de espermatozoides para
possibilitar a manutencédo do sistema de harém da espécie e para sincronizar com o padrao

de poliestria bimodal das fémeas. Assim, essas variacdes sdo controladas por meio da
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expressao do receptor de androgénio nas células de Sertoli e através dos niveis plasméaticos
de testosterona.

Ultraestruturalmente, Beguelini et al., (2013e) verificaram que as espermatogdnias
de Carollia perspicillata possuem uma diferenciacéo que se assemelha a de outras espécies
de morcegos, bem como de primatas. Constatou-se ainda que as divisbes meidticas da
espermiogénese possuem 12 etapas, sendo semelhante aos achados para maioria dos
mamiferos, inclusive para outras espécies de morcegos. Carollia perspicillata apresentou
espermatogénese com caracteristicas ultraestruturais bastante semelhantes as descritas
para P. lineatus. Isso pode estar relacionado ao fato de ambas estarem agrupadas na
familia Phyllostomidae. Todavia, os resultados desse estudo ainda elucidam que C.
perspicillata possui caracteristicas que mantém relacdes bastante estreitas com espécies de
outras familias como é o caso de Myotis nigricans (Vespertilionidae).

Ainda na regido noroeste do estado de S&o Paulo e, considerando também
parametros morfométricos e imunoistoquimicos, Beguelini et al., (2013c) constataram que a
espécie M. nigricans possui dois picos de atividade espermatogénica e a esta, seguem-se
dois periodos de regresséo testicular total, no qual foram observadas apenas células de
Sertoli e espermatogobnias, ao longo de um mesmo ciclo reprodutivo anual. Essas variacoes
no testiculo apresentam sincronia com a cabeca e corpo do epididimo, todavia ndo possuem
a mesma sincronia com a regido caudal, jA que esta apresentou armazenamento de
espermatozoides nos meses de maio e junho. A forma de controle dessas variagcdes tem
relagdo com a expressao do receptor de andrégenio, uma vez que durante os periodos de
recrudescéncia testicular, apresenta uma elevacdo e uma diminuicdo dos periodos de
desativacao.

Em outro estudo, considerando analises ultraestruturais, Beguelini et al., (2013d)
observaram que M. nigricans, na estacdo da primavera, apresentou um processo de
regressao dos seus testiculos, o qual foi dividido em quatro periodos, sendo estes: ativo,
regredindo, regredido e recrudescéncia. Durante o periodo ativo, M. nigricans apresentou
semelhanca ao de outros morcegos, com incidéncia de espermatogénese completa e trés
tipos de espermatogbnias. Os resultados desse estudo revelaram também que estes tipos
passam por modificacdes de relevante consideragdo em sua morfologia durante o periodo
regredindo ao regredido, ao passo que no periodo de recrudescimento, essas
espermatogonias voltam a sua morfologia basica que impulsiona a espermatogénese.

Ainda sobre essa espécie (M. nigricans), Beguelini et al., (2015) destacaram uma
continua atividade do epididimo, bem como um retrocesso morfofuncional, durante os
periodos de regressao (setembro a janeiro), e um lento processo de recrudescimento. Essas
evidéncias indicam que tanto o processo de regressao total dos testiculos de M. nigricans

guanto a sua posterior recrudescéncia, influencia aspectos fisiologicos do epididimo, todavia



21

com atraso na resposta deste. Foi evidenciado também que a fisiologia do epididimo é
regulada por hormdnios, 0os quais consistem na testosterona e estrogénio. A ativacdo e
desativacao do receptor de andrégeno e receptor de estrogénio (ERa) em células epiteliais
atuam na regulacdo da morfofisiologia dessas células, contribui também evitando a morte
celular e a secrec¢do proteica, proporcionando como consequéncia que 0s espermatozoides
sejam armazenados e maturados.

Por sua vez, no estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil, Duarte; Talamoni (2010)
estudaram a reproducdo de A. lituratus em area de Mata Atlantica. Nesse trabalho foi
averiguada a atividade do testiculo, bem como a condi¢céo reprodutiva das fémeas com base
nas caracteristicas morfolégicas externas. Nos machos, a maioria dos individuos analisados
possuiam grandes testiculos na regido escrotal. Assim, apresentaram-se férteis durante
todo o ano.

Nesse mesmo estado e bioma, Morais et al., (2012) descreveram oito fases para o
ciclo do epitélio seminifero da espécie M. molossus, no qual foram observados 10 etapas
para formacdo do acrossoma. Para essa mesma espécie e localidade Morais et al., (2013c)
verificaram que os menores indices gonadossomatico (0,3%) e tubulossomético (0,2%), bem
como o didmetro tubular (133,2 um) ocorreram na estacdo do verdo. Por outro lado, foi na
estacao do inverno que o maior indice meiotico foi observado, bem como o rendimento geral
da espermatogénese. Verificou-se ainda que, as células em apoptose, ndo apresentaram
diferencas ao longo das estagcdes e essa espécie apresenta um ciclo reprodutivo com
continuidade ao longo do ano, todavia possui maior atividade espermatogénica no inverno e
no outono.

Sob outro aspecto, Morais et al., (2013a), observaram que 0 compartimento
intertubular de M. molossus ocupa uma média de 10% dos testiculos, sendo constituido
predominantemente por células de Leydig, cuja propor¢do do volume destas, bem como o
investimento no tecido do intertdbulo foi significativamente mais elevado no periodo do
verdo, o que revela uma maior capacidade esteroidogénica de M. molossus durante esse
periodo. Entretanto, os demais componentes do compartimento intertubular né&o
apresentaram diferencas significativas ao longo das esta¢cdes. Foi verificada também a
ocorréncia de células de Leydig multinucleada durante o periodo do inverno.

Morais et al., (2013b) elucidaram que o ciclo do epitélio seminifero de Sturnira lilium
€ composto por oito fases e segue o mesmo padrdo ja descrito pra outros mamiferos,
contudo apresenta uma duracdo menor da espermatogénese. Constatou-se ainda que esse
ciclo em S. lilium possui duragdo de 3,45 dias e cerca de 15,52 dias foram necessarios para
0 desenvolvimento do esperma. Considerando outros parametros, Morais et al., (2014b)
verificaram que nenhum dos parametros morfométricos avaliados para a espécie S. lilium,

como a biometria e propor¢des volumétricas dos componentes do parénquima testicular,
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apresentaram diferencas significativas entre as estagbes seca e chuvosa. Por outro lado,
nas andlises ultraestruturais, foi verificado que as médias mais altas tanto de reserva de
espermatozoides dos testiculos, quanto da producdo espermatica diaria por grama de
testiculo, foram observadas na estacao chuvosa. Os resultados indicaram que essa espécie
apresenta uma atividade reprodutiva continua, com elevado rendimento na
espermatogénese e baixa capacidade no suporte das células de Sertali.

Ainda sobre a espécie S. lilium Morais et al., (2014a) constataram que as células de
Leydig apresentam goticulas de lipidios, em abundancia, na regido do seu citoplasma
representando em percentual, 83,2%. E, dessa forma, constituem o principal componente
desse compartimento. Além disso, ndo foram verificadas diferencas significativas, entre as
estacOes seca e chuvosa, para os seguintes paradmetros: concentracdo de testosterona,
numero total de células de Leydig e indice leydigossomatico. Desse modo, pode-se inferir
que S. lilium apresenta uma reproducdo continua ao longo do ano nessa regido, ja que a
maioria das variaveis observadas néo variou.

Bordignon; Franca (2012) investigaram a morfologia das génadas da espécie Noctilio
leporinus em &area de Mata Atlantica, no litoral sul do Brasil, estado do Parana. Para os
machos, constatou-se que o didmetro dos tdbulos seminiferos dos testiculos apresentou um
aumento que seguiu de forma proporcional a massa dessas gonadas, bem como & massa
do corpo de N. leporinus. Além disso, durante todo o ano, foram verificados machos
maduros sexualmente.

Farias et al., (2014) estudaram a morfometria testicular, bem como as fases do ciclo
do epitélio seminifero e armazenamento de espermatozoides no epididimo de Myotis levis
em uma area de transicdo entre a Mata Atlantica e o Cerrado no sudeste do Brasil. Os
resultados evidenciaram que durante a estacdo seca, essa espécie apresentou,
simultaneamente, testiculos em regresséo e armazenamento de espermatozoides na cauda
do epididimo. Constatou-se também que tanto a massa corporal quanto o didmetro nuclear
das células de Leydig nao mostraram diferencas significativas entre as estacdes seca e
chuvosa. A frequéncia relativa do ciclo do epitélio seminifero, acumulada na fase pré-
meidtica foi de 51%, ja na fase meidtica foi de 2% e na pos-meiética foi de 47%.

A espécie Artibeus lituratus teve sua reproducao e fases do ciclo do epitélio
seminifero estudadas por Notini et al., (2015) em &rea de Mata Atlantica no Sudeste do
Brasil, durante as esta¢des chuvosa (outubro a marco) e seca (abril a setembro). Os
resultados indicaram que n&o houve diferenca significativa, ao longo dessas estacoes, entre
0s seguintes parametros analisados: indice gonadossomatico, didmetro dos tubulos
seminiferos, diametro nuclear das células de Leydig. Além disso, verificou-se que essa
espécie apresenta atividade espermatogénica continua ao longo de todo o ano, uma vez

gue nao foram observadas diferencas significativas na frequéncia relativa das oito fases do
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ciclo do epitélio seminifero ao longo dessas estagfes. Ja no estado de Pernambuco, em
area de Mata Atlantica, Arandas (2013) estudou a reproducdo dessa mesma espécie
juntamente com C. perspicillata e constatou atividade espermatogénica nos machos que
possuiam tanto testiculos descendentes quanto ndo descendentes, de forma que ambas as
espécies apresentaram dois picos reprodutivos.

Ainda nesses mesmos fragmentos florestais de Pernambuco, Lima Junior et al.,
(2014) analisaram histomorfometricamente os testiculos de P. discolor ao longo das
estacdes seca e chuvosa. Nesse estudo, constatou-se que os tubulos seminiferos dessa
espécie apresentaram as maiores médias da area de ocupacdo durante a estacdo chuvosa,
independente dos testiculos estarem descendentes ou nao descendentes. Essas
observacdes tem uma forte relagdo com o maior investimento em producdo espermatica,
visto que nessa estacdo h&d uma maior disponibilidade alimentar por conta dos elevados

indices pluviométricos.

1.3.9 Ovarios

Os ovarios dos mamiferos consistem em um 6rgdo glandular com fungéo enddcrina
(producdo e liberacdo de horménios) e exdcrina (producdo e liberagcdo de odcitos).
Apresenta, em sua superficie, um revestimento constituido por um epitélio germinativo que
pode variar de simples cubico a pavimentoso. Sob este epitélio, estd situada a tunica
albuginea que é uma camada formada por tecido conjuntivo denso, bem como o estroma
cortical que é constituido por tecido conjuntivo frouxo (Fig. 1.6) (GARTNER; HIATT, 2002;
HAFEZ, 2004; MOORE; PERSAUD, 2004).

Tinica Epitélio Foliculos Foliculos em
albuginea  germinativo Primordiais crescimento
N \ A\ AN Foliculo
: 1 / : pré-ovulatério

N\
Veias @ AN

Regido
medular
Regido
cortical

Foliculosem  Corpo Corpo
crescimento  ajpicans |uteo

Figura 1.6: Desenho ilustrativo do ovario de mamifero
mostrando 0s principais componentes estruturais:
epitélio germinativo, tanica albuginea, regido cortical
e regido medular. Fonte: Junqueira e Carneiro
(2013).
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Essa gbnada feminina possui relevante complexidade e é constituida por diversos
tipos celulares, tais como: foliculos quiescentes, em desenvolvimento ou em atresia, corpos
luteos, corpos albicans e corpos hemorragicos. Todos esses tipos celulares encontram-se
na regiéo cortical ou periférica e podem diferenciar-se em diversos subtipos. Ha ainda nesta
regido, fibras colagenas, fibroblastos, vasos sanguineos e linfaticos, bem como nervos.
Além da regido cortical, ha também no ovario a regido medular ou central, a qual atua na
sustentacdo e nutricdo desse Orgdo e estd situada mais internamente no ovario, sendo
composta por tecido, nervos, vasos sanguineos e vasos linfaticos (Fig. 1.6) (SMITH et al.,
1994; GARTNER; HIATT, 2002; HAFEZ, 2004; MOORE; PERSAUD, 2004).

1.3.9.1 Oogénese e foliculogénese

Em mamiferos, todas as fémeas, apresentam um depdsito de células germinativas
primordiais que vai da vida fetal até sua utilizacdo durante a foliculogénese. Ao nascer,
existem milhares de foliculos primordiais nos ovérios dos individuos da classe Mammalia.
Todavia, mais de 99,9% desses foliculos entram em degeneracdo e ndo chegam até a
ovulac3o, isto €, sofrem um processo conhecido como atresia folicular (MARSTROM et al.,
2002).

A oogénese comeca antes do nascimento e consiste no processo de
desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas primordiais até que estas formem
0 odcito haploide fertilizado. Durante o periodo embrionério, as células germinativas que
estdo situadas na parede do saco vitelinico, sdo encaminhadas para a regido das génadas,
que se encontram em processo de desenvolvimento. Nesse processo, ocorre intensa
proliferacdo dessas células que acabam por se diferenciar em oogobnias. O crescimento
folicular esta sob controle tanto de horménios gonadotréficos e somatotréficos, quanto por
outros fatores de crescimento (WASSARMAN, 1988; REYNAUD; DRIANCOURT, 2000;
SADEU et al., 2006; MARTINS; VIANA; RODRIGUES, 2008).

As células germinativas primordiais passam por um processo de elevada frequéncia
de divisbes mitbticas. A partir disto, origina-se uma linha de células germinativas que dara
origem as células oogbnais, e outra linhagem que fica em divisdo na intérfase originando
novas células germinativas primordiais que serdo diferenciadas em oogonias (RUSSE,
1983; PICTON et al., 1998). Estas, por sua vez, se transformardo em odcitos primarios. No
feto, estes odcitos ficam na profase | da meiose aumentando seu tamanho, ou seja, ficam
em estado de repouso meibtico até a fase inicial da puberdade. Pouco tempo antes do

processo de ovulagdo na puberdade, origina-se um segundo tipo de odcito conhecido como
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secundario, o qual dara origem a segunda divisdo na meiose e vai se completar, em sua
totalidade, depois da fecundacéo (HIRSHFIELD, 1991; GOUDET et al., 1998).

A foliculogénese é um processo que acontece na regiao cortical dos ovarios, sendo
caracterizada pela formacgéo, desenvolvimento e maturacdo do foliculo, o qual consiste na
unidade funcional do ovério, iniciando com a formacao do foliculo primordial, seguindo até a
fase mais extrema que consiste no estadio de foliculo De Graaf ou pré-ovulatério (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). O foliculo ovariano, funcionalmente, atua na manuteng&o do odcito em
um local protegido de substancias estranhas que possam trazer prejuizos, permitindo que o
ambiente no qual se situa, seja propicio para seu crescimento e maturacdo, bem como seja
responsavel pela geracdo de hormdnios esteroides (SAUMANDE, 1981; PICTON, 2001;
GORE-LANGTON; ARMSTRONG, 1994; GORDON, 1994; PICTON, 2001).

A quantidade de foliculos ovarianos nos mamiferos é heterogénea e vai variar com
base no grau de crescimento dos foliculos. Dessa forma, a foliculogénese é composta de
duas fases: a primeira consiste na pré-antral, a qual engloba a ativacdo dos foliculos
primordiais, bem como o crescimento dos foliculos primarios e secundarios; ja a segunda
fase compreende a antral, a qual é formada pelo crescimento dos foliculos terciérios, De
Graaf ou pré-ovulatério (SAUMANDE, 1981; MARTINS; VIANA; RODRIGUES, 2008). Os
foliculos primordiais sdo caracterizados por um oécito envolvido por uma s6 camada de
células da granulosa com morfologia pavimentosa; os foliculos priméarios sdo constituidos
por um odcito situado na regido central do foliculo e envolto por uma camada de células da
granulosa com morfologia cubica; os foliculos secundarios sao formados por um oécito
central, cercado por duas ou mais camadas de célula da granulosa com morfologia cubica;
enquanto que os foliculos antrais sdo constituidos pelos foliculos terciarios e de Graaf
(SAUMANDE, 1981; HULSHOF et al., 1994).

1.3.9.2 Oogénese e foliculogénese em morcegos

Os estudos que abordam investigacbes nos ovarios de morcegos sao bastante
limitados e as informacdes disponiveis precisam ser melhor elucidadas. Desse modo,
Abhilasha; Krishna (1996) estudaram a espécie Scotophilus heathi no periodo de ovulacéo
atrasada. Foi evidenciada a ocorréncia de elevados niveis de concentracdo tanto de
androstenodiona, quanto de testosterona ao longo da primeira metade do periodo de
ovulacdo. Paralelamente, os niveis de concentracdo de estradiol e progesterona foram
consideravelmente baixos ao longo desse mesmo periodo. Histologicamente, foi observado
gue a maior parte do ovario de S. heathi encontrava-se ocupada com células intersticiais
hipertrofiadas. Foi constatado ainda, por meio de andlises imunoistoquimicas, que as células
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intersticiais do ovario consistem no principal local de elevada produ¢éo de androgénio nesse
orgao.

Por meio de parametros histologicos e histoquimicos, Sastry; Pillai, (2013)
estudaram, as variacdes nas células intersticiais dos ovarios da espécie Hipposideros
speoris no estado de Maharashtra — india durante o ciclo reprodutivo. Os resultados
evidenciaram varia¢cdes na distribuicdo, morfologia, quantidade enzimética e associacdo
dessas células com outras estruturas do ovario. Além disso, essas células foram mais
evidentes, hipertrofiadas e abundantes na maior parte do coOrtex ovariano, ao longo do
guarto ou quinto més de gestacdo, bem como durante o periodo de lactacdo. Dessa forma,
as células intersticiais apresentam-se como células esteroidogénicas e a frequéncia de sua
ocorréncia na gravidez evidencia a sua importancia significativa na fisiologia do ovario,
extrapolando a funcionalidade do corpo liteo, depois que este regride.

Em outro estudo, Antonio-Rubio et al., (2013) determinaram a morfologia do ovario e
a presenca de células progenitoras a partir da linhagem germinativa das espécies: Artibeus
jamaicensis, Glossophaga soricina e Sturnira lilium (familia Phyllostomidae) no México. Os
resultados indicaram que a morfologia do ovario em todas as trés espécies estudadas
apresentaram caracteristicas semelhantes. Contatou-se ainda a presenca de foliculos em
diferentes estagios de maturacdo, bem como grupos de células corticais que apresentaram
semelhanca em relacdo as células germinativas primordiais. Verificou-se também que as
células corticais tem a capacidade de expressar células germinativas que podem ser
pluripotentes e ativa mitoticamente. Por conta disso, existe a possibilidade dessas espécies
apresentarem um mecanismo de auto-renovacao das células germinativas.

No Brasil, essas investigacdes sdo ainda mais escassas. Bordignon; Franca (2012)
estudaram, mensalmente, as caracteristicas morfolégicas dos 6rgdos reprodutivos de
Noctilio leporinus, em area de Mata Atlantica, no litoral sul do Brasil, estado do Parana. Por
meio da histologia ovariana, foi constatado que as fémeas ovulam entre os meses de julho e
dezembro. Além disso, verificou-se a ocorréncia de fémeas em condicdo reprodutiva
lactante durante quase todos os meses ao longo do ano. Diante dessas constatacoes, foi
determinado que N. leporinus, nessa area de estudo considerada, possui um padrdo
poliestrico bimodal.

A reproducdo da espécie Artibeus lituratus foi investigada por Duarte; Talamoni
(2009) em é&rea de Mata Atlantica no estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. Além dos
machos, foi investigada a condicdo reprodutiva das fémeas com base nas caracteristicas
morfolégicas externas, isto é, se estavam gravidas, lactante ou pés-lactante. Os resultados
indicaram uma reproducéo ativa nas fémeas, sobretudo, durante a estacdo chuvosa. Houve
a ocorréncia de fémeas gravidas no final da estacdo seca com o parto ocorrendo na estagéo

chuvosa. Diante disso, com base nesses resultados, ha a indicacdo do padrdo monoéstrico
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sazonal para as fémeas. Essa mesma espécie, juntamente com C. perspicillata, foram
estudadas por Arandas (2013) em fragmentos florestais da Mata Atlantica de Pernambuco.
Ja nessa localidade, foi verificado que o padréo reprodutivo de ambas é poliéstrico bimodal,
sendo um na estacdo seca e ouro na estacdo chuvosa. Constatou-se ainda que,
histologicamente, os ovarios dessas espécies apresentaram atividade continua ao longo de

todo o ano.
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CAPITULO 2

Estagio reprodutivo, histologia e morfometria sazonal do testiculo e
epididimo de Dermanura cinerea (Chiroptera: Phyllostomidae) em
um Fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco, Nordeste do

Brasil
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RESUMO
Esse trabalho analisou o estdgio reprodutivo, a histologia e morfometria do testiculo e

epididimo de Dermanura cinerea em area de Mata Atlantica de Pernambuco, Nordeste do
Brasil. As coletas ocorreram mensalmente durante 18 meses. Os dados meteorolégicos
foram agrupados em seis periodos de trés meses cada. Foram coletados 23 espécimes
adultos, os quais foram classificados em machos com testiculos descendentes e nédo
descendentes. ApOGs a eutanasia, foram selecionados 18 espécimes para as analises
histomorfométricas. Os 6rgaos foram coletados e processados seguindo a técnica
histologica de rotina e as laminas coradas por Hematoxilina — Eosina. Morfometricamente,
nos testiculos, foram mensuradas: area de ocupagdo do compartimento tubular e
intertubular, nimero de células de Leydig, de Sertoli, de espermatécitos e de espermatides
alongadas. No epididimo, foi mensurada a altura do epitélio, os didmetros tubular, do limen
e do epitélio das regides do segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. Os dados
morfométricos foram submetidos ao teste t de Student. Logo, D. cinerea procura sempre
ajustar seu periodo reprodutivo de acordo com a sazonalidade e, por isso, ndo apresentou
um padrao reprodutivo definido na sua atividade testicular. Tendo demonstrado também
uma maior sensibilidade, as variacfes sazonais, na regido caudal do epididimo.

Palavras-chave: Morcego, machos, reproducdo, Mata Atlantica, sazonalidade.

ABSTRACT
This study examined the reproductive stage, histology and morphometry of the testis and

epididymis of Dermanura cinerea in Atlantic Forest area of Pernambuco, northeastern Brazil.
collections were monthly during 18 months. Meteorological data were grouped into six
periods of three months each. Were collected 23 adult specimens, which were classified in
males with testes descendants and not descended. After euthanasia, they were selected 18
specimens for histomorphometric analysis. The organs were collected and processed
according to routine histological technique and the slides stained with Hematoxylin — Eosin.
Morphometric, testes were measured: occupation area of the tubular and Intertubular
compartment, number of Leydig cells, Sertoli, spermatocytes and elongated spermatids. In
the epididymis, the epithelial height was measured, the tube diameter, the lumen of the
epithelial regions of the initial segment, caput, corpus and cauda. Morphometric data were
submitted to Student's t test. So D. cinerea always tries to adjust their reproductive period
according to seasonality and therefore did not present a reproductive pattern set in their
testicular activity. Having also shown greater sensitivity to seasonal variations in the caudal
epididymis.

Keywords: Bat, male, reproduction, Atlantic Forest, seasonality.
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INTRODUCAO

Os morcegos apresentam contribuicdo de destaque no ecossistema, por atuarem na
polinizacdo, dispersdo de sementes, controle de insetos e vertebrados de pequeno porte
(Garcia et al. 2000, Brito et al. 2010). Estdo agrupados na Ordem Chiroptera (Classe
Mammalia) (Gardner 2008) e tem sido alvo de intensos estudos nos dias atuais,
principalmente no que diz respeito a ecologia e filogenia (Emmons e Feer 1997, Bernard
2002, Lim et al. 2003, Passos et al. 2003). Enquanto, a biologia reprodutiva desse grupo
ainda permanece pouco investigada, sobretudo, no Brasil (Beguelini et al. 2009).

Na regido Neotropical, a reproducdo dos quirépteros pode passar por alteragdes ao
longo do ano, as quais podem estar associadas a diversos fatores como: a disponibilidade
alimentar, a temperatura, a precipitacdo e o fotoperiodo. As diferentes espécies dessa
regido tendem a se reproduzir em periodos em que as condices ambientais sdo mais
favoraveis. Assim, uma mesma espécie pode apresentar padrdo ou estratégia reprodutiva
diferente, dependendo do periodo e habitat considerado (Fabian e Marques 1989, Crichton e
Krutzsch 2000, Neuweiler 2000, Zortéa 2003, Mello et al. 2004).

As informacBes acerca da posicdo anatdmica testicular dos morcegos, afirmavam
gue os testiculos situados na regido escrotal (descendentes) indicava que o animal estava
sexualmente ativo, ao passo que os localizados na regido abdominal (ndo descendentes)
demonstravam uma inatividade sexual (Bredt et al. 1999, Zortéa 2003, Gomes e Uieda
2004, Orténcio Filho et al. 2007). Contudo, Lima Junior et al. (2014) comprovou, por meio da
histomorfometria testicular, que avaliar a reprodugcdo com base apenas nessas
constatacdes, leva a inferéncias limitadas e por vezes errbneas, pois verificou que o0s
espécimes, mesmo com testiculos ndo descendentes, apresentaram atividade
espermatogénica.

Ja no que diz respeito ao epididimo dos morcegos, este apresenta caracteristicas
peculiares em relacdo ao processo de armazenagem dos espermatozoides durante um

longo periodo que pode variar de 2 a 7 meses, de forma que a maturacdo e viabilidade
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dessas células sejam preservadas. E possivel destacar também o prolongamento da regiéo
da cauda desse 6rgdo, bem como a existéncia de uma fascia pigmentada situada em seu
entorno (Ledn-Galvan et al. 2005, Tobdn et al. 2010, Beguelini et al. 2013a). Essa relacao
das variacGes sazonais da reproducdo nos morcegos ainda tem sido pouco investigada,
sobretudo, quando se considera os parametros morfoldgicos e morfométricos do epididimo
(Beguelini et al. 2010, Beguelini et al. 2015)

A histologia e a morfometria dos testiculos e epididimos consistem em parametros
gue mensuram de forma mais precisa as variacbes nos elementos que compde essa
gbnada nas diferentes espécies da classe Mammalia. Dessa forma, por meio de medidas do
diametro dos tdbulos seminiferos e epididimo, bem como da altura do epitélio e da
guantificacdo dos tipos celulares existentes em cada um desses 0rgdos, € possivel avaliar a
eficiéncia espermatogénica da espécie e, em consequéncia, a capacidade reprodutiva do
animal (Franga e Russell 1998).

Dermanura cinerea (Gervais 1856) € uma espécie de morcego frugivoro que faz
parte da familia Phyllostomidae e era conhecida como Artibeus cinereus (Redondo et al.
2008, Solari et al. 2009). Sua ocorréncia ja foi relatada em quatro regides brasileiras: Norte,
Nordeste, Sudeste e Sul, em fragmentos florestais da Mata Altantica, bem como em mata
ciliares primarias (Reis et al. 2011, Scultori et al. 2009). As informacdes, para conhecimento
da sua biologia reprodutiva, ainda permanecem pouco compreendida no que diz respeito as
investigacdes referentes a histofisiologia testicular e epididimal dessa espécie.

Perante essas investigacdes, esse trabalho teve como objetivo analisar o estagio
reprodutivo, a histologia e a morfometria testicular e epididimal de D. cinerea coletados em
um fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco — Brasil, em diferentes periodos do ciclo

reprodutivo anual.
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MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO E COLETA DOS DADOS

Foram utilizados espécimes machos adultos da espécie D. cinerea, coletados em um
fragmento de Mata Atlantica bem preservado da Reserva Biolégica (REBIO) de Saltinho (08°
44'13" e 08°43°09" - Latitude Sul, 35°10°11" e 35°11°02” - Longitude Oeste) — Pernambuco. A
REBIO é classificada como Unidade de Conservacao de protecdo integral (Rebio Saltinho
2003).

Esse estudo teve a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal — CEUA
da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE com o seguinte protocolo:
23076.037360/2014 — 92 e as coletas foram autorizadas pelo ICMBio — Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade, com o seguinte nimero de registro no SISBIO —
Sistema de Autorizacéo e informacdo em Biodiversidade: 26531-3.

Os animais foram capturados por meio de redes de neblina 12 m de comprimento x 3
m de altura, de modo que dez redes foram utilizadas em cada captura. As coletas ocorreram
mensalmente, ao longo de duas noites seguidas, durante 18 meses (Junho/2014 a
Novembro/2015). As redes, em cada dia de captura, eram estendidas as 17h0Omin e
ficavam abertas até as 00h00min, sendo verificadas de forma continua no periodo de maior
atividade e em intervalos regulares quando em menor atividade. O esfor¢o total de captura

foi de 90720 m?.h. calculado com base na metodologia de (Straube e Bianconi 2002).

DADOS METEOROLOGICOS

As informacBes meteorologicas foram fornecidas pelo Instituto Nacional de
Meteorologia — INMET. Com base nessas informac¢fes e considerando as variagbes nas
precipitacdes pluviométricas, as analises dos aspectos reprodutivos de D. cinerea foram
agrupadas, em seis periodos de trés meses cada: periodo | (Junho a agosto — 2014),

representando o final da estacdo chuvosa; periodo Il (Setembro a novembro — 2014),
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indicando o inicio da estagéo seca, mas com uma particularidade das chuvas de setembro e
outubro; periodo Il (Dezembro — 2014 a fevereiro — 2015), periodo caracteristico da estacao
seca; periodo IV (Marco a maio — 2015), correspondendo ao inicio do periodo chuvoso do
ano seguinte; periodo V (Junho a agosto — 2015), representando o final da estacéo chuvosa
do ano seguinte; e periodo VI (Setembro a novembro — 2015), correspondendo ao inicio da
estacao seca.

Esse agrupamento foi realizado seguindo um padrdo do que € determinado para o
periodo seco (setembro a fevereiro,), e chuvoso (mar¢o a agosto) na localidade de estudo,

embora alguns meses apresentaram médias de precipitacao atipicas entre os periodos.

MORFOLOGIA EXTERNA

Os espécimes capturados foram classificados com base na morfologia externa das
gbnadas, para a determinacdo do estagio reprodutivo em: machos com testiculos
descendentes (TD), quando esses 0Orgdos estavam localizados visivelmente na regido
escrotal e machos com testiculos ndo descendentes (TND), quando os testiculos nao
estavam aparentes no escroto, estando situados na regido abdominal (Racey 1988, Gannon

e Willig 1992, Esbérard 2002).

EUTANASIA DOS ANIMAIS

Para a eutanasia, o0s animais coletados utilizados para as andlises
histomorfométricas foram anestesiados na regido intraperitoneal do corpo, com o farmaco
pentobarbital sédico em uma concentracdo de 40mg/kg™. Na sequéncia, foi aplicada uma

solucéo saturada constituida por cloreto de potassio (Morais et al. 2013b).
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COLETA DOS ORGAOS E ANALISE ANATOMICA

Foram selecionados aleatoriamente 18 espécimes machos para as analises
histomorfométricas dos oOrgdos. Ap6s a eutandsia desses exemplares, os 06rgaos
reprodutivos foram coletados, com auxilio de instrumentais de microdisseccao. Foi realizada
uma pequena incisdo da pele e fascias escrotal, na regido inguinal, para expor o tecido
subjacente até que os testiculos e epididimos fossem expostos e, consequentemente,

removidos.

ANALISE HISTOLOGICA

Depois de removidos, todos os testiculos foram fixados, durante 24 horas, em
formalina a 10% neutra tamponada (NBF) e, posteriormente, conservados em alcool a 70%
e glicerinado a 5%. Na sequéncia, foram processados seguindo a técnica histologica de
rotina (Behmer et al. 1976, Rieder e Schmidt 1987). Esses 6rgados foram impregnados em
Paraplast e os blocos foram cortados no micrétomo em espessura de 4 um. As laminas
histolégicas produzidas foram coradas por Hematoxilina — Eosina e analisadas em
microscopio Optico para verificar as microestruturas e tipos celulares existentes nos

testiculos.

ANALISES MORFOMETRICAS

Nos testiculos, foram realizadas medidas da area de ocupacdo do compartimento
tubular (AOCT) e area de ocupacdo do compartimento intertubular (AOCI). Foram
guantificados o numero de células de Leydig (NCL), o niumero de células de Sertoli (NCS), o
numero de espermatocitos (NE) e o nimero de espermatides alongadas (NEA). AOCT e
AOCI foram fotografados em aumento total de 100X, ao passo que o NCL foi fotografado em
aumento de 400X. O NCS, NE e NEA foram guantificados em 10 tdbulos diferentes, em

aumento total de 400X, cuja area de cada tubulo também foi mensurada. Apdés a
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guantificagdo do NCS, NE e NEA e da mensuracdo da é&rea, foi feita uma relagdo entre a
quantidade de células ocupada em cada 1 mm? (milimetro quadrado) de tGbulo seminifero.

No epididimo, foi mensurada a altura do epitélio (AE), o didmetro tubular (DT),
diametro do lumen (DL) e didmetro do epitélio (DE) de cada regido desse 6rgdo, com base
na metodologia de Beguelini et al., (2010). As fotomicrografias utilizadas para medir a AE,
foram fotografadas em aumento total de 400 X, e foi utilizado um total de 10 fotomicrografias
e mensurados 100 pontos aleatérios do epitélio de cada uma das regides do epididimo.
Cada medida partiu da base do epitélio para a extremidade apical ndo considerando os
estereocilios (Beguelini et al. 2010). Ja as fotomicrografias usadas para mensurar o DT, DL
e DE foram fotografadas em aumento total de 100X e também um total de 10
fotomicrografias por regido foram utlizadas, de modo que foram selecionados
aleatoriamente 15 tubulos, por animal, de cada regido para medir cada um desses trés
parametros. Os resultados obtidos para a AE, DT, DL e DE foram expressos em
micrébmetros (um).

As laminas histologicas foram fotografadas, através do programa Motic Images Plus
2.0. Para isso, foi acoplada uma cémara, entre 0 computador e ao microscépio Optico,
projetando a lamina no aumento desejado. As fotomicrografias foram submetidas as devidas

mensuracdes, através do programa ImageJ.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada a partir dos resultados obtidos na morfometria, os
guais foram submetidos ao teste t de Student do programa SPSS (Statical Package of the
Social Scienses, SPSS inc. Chicago, EUA) versdo 15.0, de forma que os dados de cada
periodo foram comparados entre si. Os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de maio de 2014 a novembro de 2015, foi coletado um total de 23
espécimes machos adultos de Dermanura cinerea. Esses espécimes foram classificados
com base na morfologia externa das gonadas e organizados por més (Fig.1).

O més de maior captura foi em julho/2014 (n=10). Foram observados individuos com
testiculos descendentes — TD e testiculos ndo descendentes — TND em trés (periodos I, Il e
IV) dos seis periodos considerados, sendo que nos outros trés (periodos Ill, V e VI) houve
apenas a ocorréncia de machos com TD. No total, houve uma maior captura de espécimes

com TD (n=13) do que com TND (n=10) (Fig.1).
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Figura 1. Relacdo entre a precipitacdo mensal, nUmero de espécimes e 0 estagio
reprodutivo de machos de Dermanura cinerea coletados no periodo de Junho/2014 a
Novembro/2015 em area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biolégica de
Saltinho.

As andlises histolégicas do compartimento tubular dos testiculos indicaram a
presenca dos seguintes tipos celulares: espermatogbnias, espermatécitos, espermatides e
células de Sertoli, bem como espermatozoides armazenados na cauda do epididimo, em

todos os periodos considerados. O compartimento intertubular de D. cinerea € constituido,
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na sua grande maioria, por células de Leydig e, além destas células, ha vasos sanguineos e

linfaticos, bem como células do tecido conjuntivo (Fig.2).

Figura 2: Fotomicrografia do compartimento tubular e intertubular do testiculo de D. cinerea
em cada periodo: A — Periodo I. B — Periodo Il. C — Periodo Ill. D — Periodo IV. E — Periodo
V. F — Periodo VI. Observar o epitélio seminifero (ES) com células em diferentes estagios
de maturacdo e o lumen (L) no compartimento tubular, e as células de Leydig (setas)
distribuidas ao longo do compartimento intertubular. Coloracao: Hematoxilina — Eosina
(HE). Aumento: 400 X. Barras de escala = 20.0 ym.

Ja no epididimo foram identificadas, histologicamente, quatro regifes: segmento
inicial (SI), cabeca (CA), corpo (CP) e cauda (CAU) (Fig 3). O Sl esté localizado entre a
convergéncia tubular da rede testicular e a CA do epididimo. O CP consiste em uma regido
intermediaria entre a cabeca e a regido terminal (cauda) e se comunica diretamente com o

ducto deferente. Foram observados espermatozoides nas trés regiées do epididimo (CA, CP
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e CAU). A concentragdo de espermatozoides foi gradativamente maior em dire¢do a regido
terminal desse 6rgao (CAU) (Fig.3). O epididimo de D. cinerea esta formado por um epitélio
pseudoestratificado com estereocilios e constituido por diferentes tipos de celulares, tais

como: células basais, principais e apicais (Fig. 3).

' 0 ot RN N Rl /S5 i
Figura 3: Fotomicrografia das quatro regides do epididimo de D. cinerea. A -
Segmento inicial; B - Cabeca; C - Corpo; D — Cauda. Observar o epitélio (E) e limen
(L) de cada regido, bem como a presenca de espermatozoides no lumen (setas).
Coloracéo: H. E. Aumento: 400 X. Barras de escala = 20 ym.

Os indices pluviométricos foram bastante varidveis entre os meses dos periodos
considerados, enquanto que a temperatura se apresentou com pequena variagdo (24,0 —
27,4). Essa falta de um padrédo continuo nas precipitacdes entre os periodos foi também
evidenciada nas andlises morfométricas. Assim, os resultados indicaram significAncia na
maior parte das avaliagBes realizadas nos periodos tanto para a area de ocupacgédo do
compartimento tubular (AOCT) quanto para a éarea de ocupacdo do compartimento

intertubular (AOCI) (Fig. 4 e Tab. 1).
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Quando verificada a AOCT e AOCI, nota-se que ndo houve um padrao estabelecido
entre os periodos. O periodo | apresentou diferenca significativa (p=0,001) ao periodo
correspondente do ano seguinte (periodo V) para ambos os parametros. Da mesma forma, o
periodo Il em 2014 demonstrou significancia (p=0,001) quando comparado com o0 seu
periodo correspondente em 2015 (periodo VI). A maior média da AOCT foi verificada no
periodo Il. Todavia, os periodos IV e V também apresentaram meédias bem proximas entre si
(Tab. 1). J& a maior média da AOCI foi constatada no periodo | e esse resultado coincidiu
também com o maior numero de células de Leydig (NCL) encontradas (Fig. 4 e Tab.3).

Houve diferencas também nas épocas em que foi encontrada maior ou menor
producdo de espermatdcitos, espermatides, células de Sertoli e de Leydig. O niumero de
espermatdcitos (NE) indica maior producao destas células durante o inicio da estagdo seca
(Periodo VI). Enquanto que o numero de células de Sertoli (NCS) foi maior no periodo V. J&
0 numero de espermatides alongadas (NEA), apresentou maior média no periodo IV. Assim,
0 aumento e diminuicdo do NCS, NE, e NEA néo variam paralelamente entre si durante os
periodos considerados (Fig. 4 e Tab. 2).

No periodo VI observou-se ainda as menores médias, tanto para a AOCT quanto
para o AOCI (Fig. 4 e Tab.1). Associado a este Ultimo parametro, verificou-se também a
menor média do NCL nesse mesmo periodo (Fig. 4 e Tab. 3). Por outro lado, no periodo VI,
foi encontrada a maior média do NE, bem como NCS e NEA apresentaram também médias

com valores altos (Fig. 4 e Tab. 2).
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Figura 4: Gréficos evidenciado as andlises morfométricas do testiculo de D. cinerea (A - C)
coletados no periodo de Junho/2014 a Novembro/2015 em é&rea de Mata Atlantica de
Pernambuco - Reserva Bioldgica de Saltinho. A — Relacdo entre as médias, por periodo, da
area de ocupacéo do compartimento tubular (AOCT) e &area de ocupagdo do compartimento
intertubular (AOCI) com a precipitacdo. B — Relagdo entre as médias, por periodo, do
namero de células de Sertoli (NCS), nimero de espermatdcitos (NE) e numero de
espermétides alongadas (NEA) com a precipitacdo. C — Relagdo entre as médias do nimero
de células de Leydig (NCL) com a precipitacao.



Tabela 1: Média e desvio padrédo, por periodo, da area de ocupagdo do compartimento tubular (AOCT) e area de ocupacdo do compartimento
intertubular (AOCI) do testiculo de Dermanura cinerea coletados em area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Bioldgica de Saltinho.

Parametro Periodo | Periodo I Periodo | Periodo IV Periodo V Periodo VI Valores de D Valores de p
AOCT * AOCI| **

0,001° 0,001%
0,330° 0,534°
0,001° 0,001°
0,001° 0,001°

AOCT (%) 69,01 + 8,98 79,32+ 5,26 66,90 + 5,92 78,55 + 5,61 78,21 + 5,99 61,89 + 6,79 0.00° 0001
0,001 0,012°
0,609° 0,526°
0,537 " 0,001"
0,001’ 0,001'
0,001 0,005’

AOCI (%) 8,63 5,01 4,98 +1,89 7,84 + 4,37 4,67 +1,52 3,00 1,35 2,86 £0,98 000" o 001"
0,017' 0,001"
0,832" 0,001"
0,001" 0,001"
0,001° 0,709°

* 2perfodos | e II; °Periodos | e lIl; ° Periodos | e IV; “Periodos | e V; ¢ Periodos | e VI; "Periodos Il e III; ¢ Periodos Il e IV; "Periodos Il e V;
'Periodos Il e VI; 'Periodos Il e IV; *Periodos Ill e V; 'Periodos Il e VI; ™ Periodos IV e V; "Periodos IV e VI; ° Periodos V e VI.

= A periodos | e Il; ® Periodos | e Ill; € Periodos | e IV; PPeriodos | e V ; £ Periodos | e VI; FPeriodos Il e 1ll; ®Periodos Il e IV; " Periodo Il e V;
"Periodo 11 e VI;? Periodo Il e IV; ¥ Periodo 11l e V: “Periodo Il e VI; MPeriodo IV e V; “Periodo IV e VI; ° Periodo V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis periodos.



42

Tabela 2: Média e desvio padrao do NUumero de células de Sertoli (NCS), Numero de espermatécitos (NE) e Nimero de espermatides alongadas (NEA) encontradas, por
periodo, no compartimento tubular do testiculo de Dermanura cinerea coletados em area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Bioldgica de Saltinho.

Valores de p Valores de p Valores de p

Parametro Periodo | Periodo Il Periodo Ill Periodo IV Periodo V Periodo VI NCS* NE** NEA***
0,263% 0,811* 0,287*

0,001° 0,595° 0,005

NCS 1956,76 + 987,49 2155,88 + 544,99  1218,05 + 366,16 1793,70 + 846,24 2776,92 + 993,56 2107,25 + 693,22

0,394° 0,078 0,857

0,002° 0,435° 0,227%°

0,530° 0,004% 0,516°¢

0,001' 0,091" 0,501"

(¢l G 9G

NE 7073,82 + 2372,40  8129,13+2122.37 672628 +2934,01  6083,35+3176,43  6622,38 + 1706,69  8784,25 + 1850,66 0,050 0,012 0,205

0,020" 0,018" 0,883™

0,807 0,305' 0,919"

0,001’ 0,452’ 0,007”

0,001% 0,892¢ 0,065

NEA 6885,52 + 2941,97  6342,99 + 1492,55  5324,83+1676,50 6986,33 +2371,82  6273,44 +1468,21  6408,65 + 2457,63 0,001' 0,012" 0,112"
0,001™ 0,396" 0,158™

0,157" 0,001" 0,383™

0,018° 0,001° 0,834

* 2perjodos | e Il; °Periodos | € Ill; ° Periodos | e IV; Periodos | e V; © Periodos | e VI; 'Periodos Il e Ill; ¢ Periodos Il e IV; "Periodos Il e V; ' Periodos Il e VI ;' Periodos Ill e IV; “Periodos Ill e V;
'Periodos 1l e VI; ™ Periodos IV e V: "Periodos IV e VI: ° Periodos V e VI.

* A periodos | e II; ® Periodos I e lll; ©Periodos | e IV; PPeriodos | e V ; £ Periodos | e VI; FPeriodos Il e 1ll; ®Periodos Il e IV; " Periodo Il e V;'Periodo Il e VI;? Periodo 11l e IV; X Periodo lll e V;
“Periodo Il e VI; MPeriodo IV e V: “Periodo IV e VI: © Periodo V e VI.

*x 3 pariodos | e II; ®E periodos | e l; °C periodos | e IV; Cperiodos | e V ; ®E periodos | e VI; FPeriodos Il e Il; %periodos Il e V; "M periodo Il e V; "Periodo Il e VI; Fperiodo Ill e V;  periodo Il e V;
" periodo 11l e VI; ™Periodo IV e V; ™Periodo IV e VI: °® Periodo V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis periodos.
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Tabela 3: Média e desvio padrdo do Numero de células de Leydig (NCL) de Dermanura cinerea, por
periodo, coletados em area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biol6aica de Saltinho

Parametro Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo Valores
I Il 1 \Y; \Y VI dep
NCL*

0,274
0,148°
0,203°
0,001°
0,001°
0,714"
0,955°
NCL 11,41+843 9,00+6,62 811+7,76 8864897  6,14+3,63  3,75:0,89
0,158"
0,004’
0,771
0,351
0,030’
0,166"
0,005"

0,033°

* ®perjodos | e II; °Periodos | e Ill; ¢ Perfodos | e IV; “Periodos | e V; ¢ Periodos | e VI; "Perfodos Il e Ill;
9 periodos Il e IV; " Periodos Il e V; 'Periodos Il e VI ; ' Periodos Il e IV; KPeriodos Il e V; "Periodos Ill e VI;
™ Periodos IV e V; "Periodos IV e VI; °Periodos V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis
periodos.

Nas analises morfométricas da altura do epitélio (AE) (Tab.4), diametro tubular (DT)
(Tab.5), diametro do epitélio (DE) (Tab.6) e didmetro luminal (DL) (Tab.7) e de cada regido
do epididimo, os resultados obtidos revelaram significancia na maioria dos parametros
avaliados entre os periodos. A AE da regido da cabeca foi maior do que as demais regides.
Com excec¢do do segmento inicial, nota-se que a AE diminui entre as regides a medida que
se direciona para a porgdo da cauda (Fig. 5). De maneira geral, nos DT, DE e DL, a regido
da cauda foi a que apresentou as maiores médias quando comparadas as outras regifes do
epididimo. As maiores médias das regides da cabeca, corpo e cauda, para a AE, DT e DE,
apresentaram dois picos ao longo de todo periodo considerado. Um pico no periodo Il e
outro no periodo V. Enquanto que para o DL o periodo Il demonstrou a menor média, € o

periodo V também apresentou uma média baixa para esse mesmo parametro (Fig. 5).
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Figura 5: Gréficos evidenciando as analises morfométricas das quatro regides (segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda) do epididimo de Dermanura cinerea (A-D) coletados entre junho/2014 a novembro/2015 em
area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biolégica de Saltinho. Médias da altura do epitélio — AE
(A), do didmetro tubular — DT (B), do diametro do epitélio — DE (C) e do diametro do lGmen — DL (D).
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Tabela 4: Média e desvio padréo da altura do epitélio (AE) dos segmentos do epididimo de Dermanura cinerea coletados entre junho/2014 a novembro/2015 em
area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Bioldgica de Saltinho.

Valores Valores Valores Valores

Parédmetro  Segmentos Periodo | Periodo Il Periodo Il Periodo IV  PeriodoV  Periodo VI de p dep dep de p
Si* Ca** Cp*** Cau****
0,001° 0,001" 0,001 0,091
Seg. Inicial 0,92 +0,19 1,02 +0,29 1,12 +0,27 1,76 + 0,66 1,52 +0,75 1,84 +0,39 0,001° 0,001° 0,001°® 0,001%
(S
0,001° 0,001¢ 0,001 0,003
0,001° 0,001° 0,001%° 0,001™
1,53 +0,80 2,12+0,31 2,94 + 0,87 2,04 + 0,50 2,34+ 0,42 1,62 +0,30 0,001° 0,043¢% 0,037°¢ 0,001%¢
Altura Cabeca 0,001’ 0,001" 0,001" 0,001
do Epitélio (Ca)

(AE) 0,001° 0,009° 0,042%¢ 0,001%¢
0,001" 0,001" 0,031™ 0,031
Corpo 1,37+0,61 2,03 +0,43 2,55 + 0,57 1,93 +0,63 2,12 +0,45 1,29 + 0,29 0,001’ 0,001' 0,001" 0,001"
(Cp) , . .
0,001’ 0,001’ 0,001” 0,001”
0,001" 0,001% 0,001 0,001
Cauda 0,001' 0,001" 0,001" 0,001"

(Cau) 1,34 +£0,48 1,28 +0,37 243+1,11 1,45 + 0,58 1,82 0,49 0,94 + 0,15
0,001™ 0,001 0,001™ 0,001M"
0,106" 0,001" 0,001™ 0,001™"
0,001° 0,001° 0,001°° 0,001°°

* 2perjodos | e Il; °Periodos | e lll; ¢ Periodos I e IV; °Periodos | e V; ¢ Periodos | e VI; 'Periodos Il e Ill; ¢ Periodos Il e IV; "Periodos Il e V; ' Periodos Il e VI ;! Periodos Ill e IV; *Periodos Il e V;
"Periodos Il e VI; ™ Periodos IV e V; "Periodos IV e VI; ° Periodos V e VI.

*+ A perjodos | e II; ® Periodos | e Ill; ©Periodos | e IV; PPeriodos | e V ; E Periodos | e VI, "Periodos Il e Ill; ®Periodos Il e IV; " Periodo Il e V;' Periodo Il e VI;” Periodo Il e IV; * Periodo Ill e V;
- Periodo Il e VI; “Periodo IV e V; “Periodo IV e VI; °Periodo V e VI.

= 3 Parfodos | e II; *® Periodos | e Ill; °“Periodos | e IV; “°Periodos | e V ; ° Periodos | e VI; "Periodos Il e IlI; *Periodos Il e IV; " Periodo Il e V;" Periodo Il e VI;”Periodo IIl e IV;“Periodo Il e V;
' periodo Il e VI; ™Periodo IV e V; ™Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

=05 A2 Pariodos | e II; B Periodos | e IIl; “°Periodos | e IV; ™ Periodos | e V ; ¥ Periodos | e VI; 7 Periodos Il e 1lI; ®®Periodos Il e IV; " Periodo Il e V; " Periodo Il e VI; ¥ Periodo 1l e IV; ““ Periodo Il e V;
Yperiodo 1l e VI; "™ Periodo IV e V; ""Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis periodos.
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Tabela 5: Média e desvio padrdo do Diametro Tubular (DT) dos segmentos do epididimo de Dermanura cinerea coletados entre junho/2014 a novembro/2015 em area de
Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Bioldgica de Saltinho.

Valor  Valor Valor Valor
Parametro  Regibes Periodo | Periodo I Periodo lll Periodo IV Periodo V Periodo VI dep dep dep dep
Si* Ca** Cp*** Cau****
Seg. 0,0018 0,001* 0,001* 0,010
Inicial 2686,35 + 1399,88 8317,66 + 4048,33 7679,43 + 5438,04 7812,37 +5005,99  7688,94 + 5801,70 5657,52 + 3014,61
(Si) 0,001 0,001°® 0,001"™ 0,001

0,001° 0,001° 0,001° 0,291

0,001 0,001° 0,001® 0,001

Cabega 3913,93 + 3211,56 9770,40 +3080,57  15074,73 +7371,36  12528,10+6910,11  15057,99 + 4784,61  4411,80 + 1460,96
(Ca) 0,002° 0,332 0,062 0,931
0,608" 0,257  0,005" 0,003
Diametro 0,633° 0,011° 0,176°° 0,034
Tubular
(DT) Corpo 5405,39 + 3559,61 9402,70 £2919,97  12325,07 + 4620,59  10827,42 + 6945,37  12074,50 + 3667,49  6684,34 +2096,35  0,628" 0,001" 0,003"  0,001™
©n) 0,030 0,001' 0,003" 0,010"
0,908 0,111 0,227" 0,001”
0,995 0,992 0,817 0,627
Cauda 12138,08 + 12690,28  18683,60 + 8928,09  32259,54 + 21475,06  14194,29 + 9863,22 29973,27 +13926,04  11979,64 + 4836,46 0,116 0,001  0,001" 0,001"
(ca0 0,921 0,046 0,268™  0,001""
0,040" 0,001 0,001™  0,221™
0,130° 0,001° 0,001°  0,001%°
* 2perfodos 1 e Il; °Periodos I e lll; °Periodos | e IV; “Periodos | e V; © Periodos | e VI; "Periodos Il e Ill; ¢ Perfodos Il e IV; "Periodos Il e V; ' Periodos Il e VI ;! Periodos Ill e IV; *Periodos Ill e V; 'Periodos Ill e VI;

™ Periodos IV e V; "Periodos IV e VI; °Periodos V e VI.

* A periodos | e Il; ® Periodos | e Ill; ©Periodos | e IV; °Periodos | e V ;  Periodos | e VI; "Periodos Il e 1II; ®Periodos Il e IV; " Periodo Il e V:'Periodo Il e VI;’ Periodo 1Il e IV; * Periodo Ill e V; " Periodo Ill e VI;
MPeriodo IV e V; “Periodo IV e VI; ° Periodo V e VI.

=+ @ parjodos | e II; *® Periodos 1 e Ill; °© Periodos | e IV; ®Periodos | e V ; °€ Periodos | e VI; TPeriodos Il e Ill; **Periodos Il e IV; "™ Periodo Il e V; " Periodo Il e VI:”Periodo Il e IV;“ Periodo Il e V;
" periodo Il e VI; ™Periodo IV e V; "™Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

=+ A2 parjodos | e II; B Periodos | e Ill; °Periodos | e IV; ®Periodos | e V ; 5 Periodos | e VI; T Periodos Il e 1ll; ®° Periodos Il e IV; " Periodo Il e V: "Periodo Il e VI; ¥ Periodo Il e IV: *“ Periodo Il e V; "' Periodo Il e VI;
Y™ berfodo IV e V; ""Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis periodos.
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Tabela 6: Média e desvio padrdo da Diametro do Epitélio (DE) dos segmentos do epididimo de Dermanura cinerea coletados entre junho/2014 a novembro/2015 em
area de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biolégica de Saltinho.

Valor Valor Valor Valor
Parametro Regibes Periodo | Periodo Il Periodo IlI Periodo IV Periodo V Periodo VI dep dep dep dep
Si* Ca** Cp*** Cau****
0,001% 0,001" 0,001 0,004™
Seg.
Inicial 1795,22 + 662,79 6246,22+2823,74 5674,14 + 4150,44 3756,93+11589,96 6049,78 + 5012,11 4144,41 + 1964,31 0,001° 0,001® 0,001 0,001%
(Si)
0,195° 0,001¢ 0,001°¢ 0,074
0,001° 0,001° 0,001 0,001
Cabeca 0,001° 0,045° 0,021°¢ 0,675
(Ca) 2774,07 + 2726,84 6294,84 +1589,76 12158,97 + 5737,38 8285,51 + 4092,47 9695,39 + 2132,56 3545,43 + 944,06
0,535' 0,001" 0,001" 0,0017
Diametro 0,2519 0,001° 0,114% 0,297%
do Epitélio
(DE) Corpo 0,852" 0,001" 0,001™ 0,001""
(Cp) ) '
3756,69 + 2219,33 6215,77 + 1348,58 9882,83 + 3617,63 7127,62+3991,23 8070,72 + 2583,03 4690,76 + 1186,91 0,013 0,001’ 0,001" 0,032"
0,383 0,001’ 0,002” 0,001”
0,753 0,034~ 0,029 0,295
Cauda o0,101' 0,001" 0,001"* 0,001"
(Cau) 5748,94 + 3705,69 7322,80 + 2008,14 14167,58 +9341,28 6713,98 + 2837,59 12005,12 + 6176,24 5992,71 + 1648,67
0,304™ 0,034 0,181™ 0,001M"
0,898" 0,001" 0,001™ 0,349""
0,076° 0,001° 0,001°° 0,001°°

* 2periodos | e Il; "Perfodos I e Ill; °Perfodos | e IV; “Periodos | e V; © Periodos | e VI; 'Periodos Il e Ill; ¢ Periodos Il e IV; "Periodos Il e V; ' Periodos Il e VI ;' Periodos Ill e IV; *Periodos Il e V; 'Periodos IlI
e VI; " Periodos IV e V; "Periodos IV e VI; ° Periodos V e VI.

= A perjodos | e II; ® Periodos | e Ill; € Periodos | e IV; PPeriodos | e V ; E Periodos | e VI; FPeriodos Il e 1ll; ®Periodos Il e IV; " Periodo Il e V; ' Periodo Il e VI;? Periodo Il e IV; “ Periodo Il e V; “Periodo Ill e VI;

Mperiodo IV e V; “Periodo IV e VI; °Periodo V e VI.

= 2 parfodos | e II; *® Periodos I e Ill; °“ Periodos | e IV; ®Periodos | e V ; °€ Periodos | e VI; "Periodos Il e 1II; *®*Periodos Il e IV; ™ Periodo Il e V;" Periodo Il e VI;”Periodo Il e IV;* Periodo Il e V;
"“periodo Il e VI; ™Periodo IV e V; ™Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

w5 A2 parfodos | e II; ® Periodos I e lll; ““Periodos | e IV; ™ Periodos | e V ; ¥ Periodos | e VI; " Periodos Il e IlI; ® Periodos Il e IV; " Periodo Il e V; " Periodo Il e VI;” Periodo Il e IV;*Periodo Il e V; “ Periodo
Il e VI; ™ Periodo IV e V; " Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis periodos.
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Tabela 7: Média e desvio padrdo do Didmetro Luminal (DL) dos segmentos do epididimo de Dermanura cinerea coletados entre junho/2014 a novembro/2015 em area
de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biol6gica de Saltinho.

Valor Valor Valor Valor
Parametro Regides Periodo | Periodo Il Periodo Il Periodo IV Periodo V Periodo VI dep dep dep dep
Si* Ca** Cp*** Cau****
0,001  0,001° 0,001  0,010™
Seg. 890,13 £ 855,14 2071,44 £ 1330,17 2005,29 + 1412,46 4055,44 +13723,92 1639,16 + 1089,50 1513,11 + 1152,45 0,001h 0,001° 0,007hB 0,001Bh
Inicial
(Si) 0,080° 0,001 0,001 0,461

0,001° 0,001° 0,001 0,741

0,062° 0,196 0,283 0,764
Cabeca  1139,86 + 763,08 3475,56 + 1880,65 2915,76 + 1904,50 424259 + 3376,09 5362,60 + 3137,30 866,36 + 689,63

(Ca) 0,853 02577 0071 0,034
Diametro
Luminal 0,433° 0,170° 0,418°°  0,026%
(DL

0,174" 0,006" 0,076™ 0,003
Corpo : : '
(Cp) 1648,70 + 1575,22  3186,94 + 1818,81 244224 + 1260,45 3699,80 + 4153,74 4003,77 +1674,36  1993,58 +1034,57 0,173 0,001'  0,008" 0,002"
0,418  0,020° 0,034" 0,001
0,266 0,001 0,001 0,001
0,250' 0,001~ 0,240 0,001"
Cauda
(Cau) 6389,13 + 949351 11360,81 + 7458,86  18091,96 +15120,20  7480,30 + 7816,09  5968,15 + 3402,20 5986,93 + 3413,19 0,340 0,133" 0,624™  0,250""
0,478" 0,001 0,006™  0,270"

0,721° 0,001° 0,001° 0,730%°

* 2periodos | e II; "Periodos | e Ill; © Periodos | e IV; “Periodos | e V; © Periodos | e VI; "Periodos Il e III; ¢ Periodos Il e IV; "Periodos Il e V; ' Periodos Il e VI ;' Periodos Ill e IV; *Periodos Ill e V; 'Periodos Ill e VI;
™ Periodos IV e V; "Periodos IV e VI; °Periodos V e VI.

* A periodos | e Il; ® Periodos | e Ill; ©Periodos | e IV; Periodos | e V ; E Periodos | e VI; "Periodos Il e 1II; ®Periodos Il e IV; " Periodo Il e V;'Periodo Il e VI; ? Periodo Il e IV; * Periodo Il e V; " Periodo Ill e VI;
MPeriodo IV e V; “Periodo IV e VI; ° Periodo V e VI.

=+ 2 parjodos | e II; *® Periodos | e Ill; °© Periodos | e IV; ®Periodos | e V ; ° Periodos | e VI; TPeriodos I e Ill; **Periodos Il e IV; " Periodo Il e V; " Periodo Il e VI:”Periodo 1l e IV;“ Periodo Il e V;
" periodo Il e VI; ™Periodo IV e V; "™Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

w0k A2 pariodos | e II; 2 Periodos | e Ill; “®Periodos | e IV; ®Periodos | e V ; 5 Periodos | e VI; T Periodos Il e Ill; ®® Periodos Il e IV; " Periodo Il e V; " Periodo Il e VI;? Periodo Il e IV: “* Periodo lll e V;
Yperiodo Il e VI; ™™ Periodo IV e V; " Periodo IV e VI; °° Periodo V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis periodos.
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A presenca de machos com testiculos descendentes (TD) em todos os periodos
e de machos com testiculos ndo descendentes (TND) apenas em periodos especificos,
sobretudo naqueles meses nos quais foram observados, em sua maioria, elevados
indices pluviométricos, pode levar a inferéncias imprecisas sobre a biologia reprodutiva
de D. cinerea.

Assim, a morfologia externa das gdnadas consiste em um dado limitado para
definir a reproducdo de uma espécie, posto que apenas essas informacdes, sem 0s
achados das andlises histoloégicas e morfométricas, poderia induzir a compreensao de
uma possivel baixa no periodo reprodutivo ou até mesmo que essa espécie se
encontraria em inatividade durante os periodos em que seus testiculos estavam nao
descendentes, pois alguns estudos sobre reproducdo em quirdpteros consideravam 0s
TD como sendo sexualmente ativos enquanto que os TND como inativos (Bredt et al.
1999, Zortea 2003, Gomes e Uieda 2004, Orténcio Filho et al. 2007).

A composicao histolégica tanto do compartimento tubular quanto intertubular de D.
cinerea € a mesma observada para outros mamiferos (Setchell 1991; Franca e Russell
1998; Morais et al. 2013a). As células em diferentes estagios de maturagdo encontradas
nos tubulos seminiferos ao longo de todos os periodos considerados, bem como
independente da posicdo que os testiculos se encontravam (TD ou TND), fortalecem os
achados de Lima Junior et al.(2014) em area de Mata Atlantica em Pernambuco, para a
espécie Phyllostomus discolor, a qual faz parte da mesma familia (Phyllostomidae) que
D. cinerea, nos quais foi constatado que os individuos podem estar aptos a reproducao
inclusive quando apresenta testiculos ndo descendentes.

Os resultados histolégicos dos testiculos indicam que essa espécie encontra-se
aparentemente férti ao longo de todo ano. Dados semelhantes também foram
encontrados para as espécies Artibeus lituratus em area de Mata Atlantica no estado de
Minas Gerais (Duarte e Talamoni 2010, Notini et al. 2015) e Artibeus planirostris, no
sudeste do Brasil (Beguelini et al. 2013b). Ambas fazem parte da mesma subfamilia

(Stenodermatinae), que D. cinerea e também apresentaram fertilidade durante todo o


https://pt.wikipedia.org/wiki/Stenodermatinae
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ciclo reprodutivo anual. Esse comportamento pode ter relacdo com uma produgéo
espermatica, ao longo dos periodos, que seja suficiente para manter o sistema de harém
da espécie, assim como para possibilitar a sincronizacdo com o padrédo reprodutivo das
fémeas (Beguelini et al. 2013b).

As evidéncias histolégicas verificadas para o epididimo de D. cinerea (familia
Phyllostomidae), sdo semelhantes as descritas por Beguelini et al., (2010), para as
espécies Eumops glaucinus e Molossus molossus (familia Molossidae), nas quais
também foram verificadas as mesmas regifes. Porém, difere da descri¢do realizada por
Beguelini et al. (2015) para espécie Myotis nigricans (familia Vespertilionidae), e por
Krutzsch (2000) em outras espécies de quirGpteros, nas quais foram verificadas apenas
trés regides (cabeca, corpo e cauda).

A maior quantidade de espermatozoides observadas na regido da cauda do
epididimo tem uma explicacao plausivel, j& que de maneira padréo essa regiao ¢é o local
onde ha a maior concentracdo dessas células (Beguelini et al. 2013a). E isso foi
constatado independente se os testiculos estavam descendentes ou nao descendentes
(Tobdn et al. 2010; Lima Junior et al. 2014).

A menor média da area de ocupacdo do compartimento tubular (AOCT), area de
ocupacao do compartimento intertubular (AOCI) e nimero de células de Leydig (NCL)
nos periodo VI, indica uma possivel regressao testicular durante esse periodo que inicia a
estacao seca (Farias et al. 2014). Por outro lado, a maior média encontrada para a AOCI
e NCL no mesmo periodo (periodo I) sdo semelhantes as conclusées de Morais et al.
(2013a) que enfatiza que o aumento do compartimento intertubular est4 diretamente
relacionado com o consequente aumento percentual das células de Leydig, uma vez que
estas séo os elementos com maior predominéancia nesse compartimento (Morais et al.
2014a).

Esses achados indicam também um maior investimento na producao de
andrégenos testiculares e maior capacidade esteroidogénica no periodo |, visto que é

justamente no compartimento intertubular onde se encontram as células de Leydig que
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séo responsaveis pela producédo de horménios, dentre os quais se destaca a testosterona
(Morais et al. 2013a). Dessa forma, quanto maior a area de ocupacao maior a quantidade
dessas células e, consequentemente, maior a producdo hormonal (Russell et al. 1990,
Zirkin et al. 1994). E de fato os achados do presente estudo evidenciam e corroboram
essas relacoes.

As variacbes no numero de espermatdcitos e espermatides alongadas néo
seguiram um aumento ou diminui¢cdo, continua entre os periodos. Isso pode ser explicado
pela estratégia reprodutiva da espécie em gerar espermatozoides viaveis para copula
durante o periodo mais favoravel a reproducéo, pois 0 processo de espermatogénese
requerer um elevado gasto de energia. Assim, os resultados morfométricos obtidos
indicam um maior investimento energético que, possivelmente, se inicia ainda no periodo
de maior disponibilidade de recurso alimentar (final do periodo chuvoso) para assim
possibilitar a producdo de espermatozoides viaveis para o acasalamento durante a
estacdo seca. Todavia, se faz necessério enfatizar que isso ndo € uma regra, posto que
em meses do periodo seco, também foram observadas médias elevadas, demonstrando
atividade espermatogénica dessa espécie em periodos de baixos indices pluviométricos
também. Diante disso, constata-se que D. cinerea ajusta constantemente seu processo
reprodutivo as condi¢cbes ambientais, fortalecendo assim as conclusées de Soares et al.
(2003), Zortea (2003) e Orténcio Filho et al. (2007), os quais enfatizam que esse ajuste
tem como finalidade a sobrevivéncia da prole, ja que esse periodo é energeticamente
dispendioso e fatores enddégenos também estédo diretamente relacionados.

Ademais, com relacdo as células de Sertoli que nutrem e dado sustentacdo as
células da linhagem espermatogénica, verificou-se um aumento possivelmente
proporcional as variagdes da precipitacdo nos periodos considerados, fazendo com que a
espécie em questdo produza essas células de acordo com as mudancas ambientais na
area de estudo considerada (Nieschlag et al. 2010, Morais et al. 2013c).

Os picos elevados da regido da cauda de D. cinerea quando comparados as

demais regibes do epididimo no que diz respeito ao didmetro tubular, luminal e do
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epitélio, sdo semelhantes as observagfes encontradas por Aguilera-Merlo et al., (2005)
em um estudo realizado com roedor, no qual foi observado que as analises
morfométricas do didmetro luminal e altura do epitélio apresentam alteracdes sazonais
significativas e, dentre as regides do epididimo, a que se apresentou mais sensivel as
mudancas ocasionadas pela sazonalidade foi a cauda. Assim, quando ocorre uma
diminuicdo no didametro luminal dessa regido, possivelmente ha também uma diminuicédo
na quantidade de espermatozoides. Essa variacdo tem relacdes estreitais com a provavel
diminuicdo nos niveis séricos de testosterona ao longo do ciclo reprodutivo anual (Calvo
et al. 1997, 1999; Aguilera-Merlo et al. 2005; Beguelini et al. 2013c).

O fato da regido da cauda apresentar valores maiores no que se refere aos
diametros tubular, luminar e do epitélio, quando comparada as regides do segmento
inicial, cabega e corpo, podem ser explicados também pela funcionalidade dessa regido
em ser mais atuante no processo de metabolismo do esperma, bem como na maturacéo
dos espermatozoides até que sejam liberados durante a ejaculacdo, como ocorre na
cauda epididimal dos demais mamiferos (Budras e Sauer 1975, Artoni et al. 1999, Cooper
1999).

Essa forma de armazenamento dos espermatozoides na cauda do epididimo, bem
como o tempo de duracdo pode variar, pois apos o fim da espermatogénese, ainda é
possivel que a estocagem permaneca. Essa funcionalidade possibilita que os machos
sincronizem sua atividade reprodutiva com a chegada de fémeas receptivas, apdés o
término da espermatogénese, de forma que o acasalamento e, consequentemente, a
fecundacédo possa acontecer de maneira eficaz. Esses achados evidenciam a importancia
histofisioldgica dessa regido do epididimo no que diz respeito a armazenar e manter os
espermatozoides viaveis, por um longo periodo de tempo (Cooper 1999, Tabon et al.
2010).

A associacao encontrada no periodo lll, sobretudo na regido da cauda, entre os
parametros morfométricos da altura do epitélio, diametro tubular e didmetro do epitélio

estdo relacionadas as alteracdes fisiolégicas das regies do epididimo de D. cinerea,
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influenciadas pelas condigbes ambientais. Assim, quando ha um aumento na altura do
epitélio desse 6rgao, bem como no seu diametro tubular e epitelial, por outro lado hd uma
diminuicdo no didametro luminal. Isso pode ser explicado porque esses meses
correspondem ao fim da estacdo seca na area de estudo considerada. Com isso, 0
menor diametro do limen indica uma diminuicdo na quantidade de espermatozoides ao
longo do limen durante esse periodo. Por outro lado, o aumento do didmetro total e do
epitélio expressa uma preparacao deste, no que se refere a producdo dos diferentes tipos
celulares que atuardo na absorcdo, secrecdo, sintese e metabolismo no epididimo no
periodo seguinte (Hinton 1990, Turner 1991, Serre e Robaire 1998, Beguelini et al. 2010).

Dentro dessa mesma perspectiva, a maior média encontrada para o diametro
luminal no periodo Il que sdo meses iniciais da estacdo seca indicam a época em que D.
cinerea apresenta o ambiente luminal mais propicio para fertilizagcdo e motilidade dos
espermatozoides (Turner 1991, Serre e Robaire 1998). E isso pode ser percebido por
uma baixa nos outros parametros avaliados ao longo desse mesmo periodo.

Portanto, os machos da espécie D. cinerea ndo apresentam um padrédo
reprodutivo tipicamente definido na sua atividade testicular em Mata Atlantica de
Pernambuco. Essa espécie fica tentando ajustar sua reproducdo as condicdes
ambientais, e como estas sdo bastante variaveis, o periodo reprodutivo de D.cinerea
acaba ndo ocorrendo de maneira continua ao longo do ciclo reprodutivo anual. Ademais,
a regido do epididimo que apresenta maior sensibilidade, as variacdes sazonais, consiste
na regido da cauda. Isso se deve ao fato desta armazenar os espermatozoides e por
iSs0, apresentou as maiores variagdes morfométricas. Houve uma sincronizacéo entre as
mudancas ocorridas na altura do epitélio, diametro tubular e epitelial com o diametro
luminal do epididimo durante os periodos em que houve maiores e menores médias para

0s parametros avaliados.
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RESUMO
Esse estudo teve como objetivo analisar o estagio reprodutivo, histologia e morfometria do

ovario de Dermanura cinerea em um fragmento preservado de Mata Atlantica de
Pernambuco. Foram utilizadas fémeas adultas capturadas por redes de neblina e as coletas
ocorreram mensalmente ao longo de dezoito meses (Junho/2014 - Novembro/2015). As
informacdes meteoroldgicas foram disponibilizadas pelo Instituto Nacional de Meteorologia e
agrupadas em seis periodos de trés meses cada juntamente com os dados reprodutivos. Os
espécimes foram classificados em quatro grupos com base na condicdo reprodutiva: inativas,
gravidas, lactantes e pos-lactantes. Foram selecionadas 10 fémeas inativas para as analises
histomorfométricas do ovario. Depois de eutanasiadas, seus 6rgdos foram removidos, fixados
e processados. As laminas histoldgicas foram coradas por Hematoxilina — Eosina e
submetidas as devidas analises em microscopio Optico. Na morfometria foram consideradas as
seguintes medidas e quantificacGes: area do ovario, &rea de ocupacgédo dos foliculos primarios
unilaminar e multilaminar, area de ocupacdo dos foliculos antrais e area de ocupacdo do
foliculo maduro. Foram quantificados também os diferentes tipos de foliculos ovarianos bem
como o corpo ldateo. Os dados morfométricos da &rea do ovario foram avaliados
estatisticamente por meio do teste t de Student. Tendo em vista os resultados obtidos nesse
estudo, constata-se que as fémeas de D. cinerea apresentam dois picos reprodutivos, ao longo
do ano, em area de Mata Atlantica do estado de Pernambuco. Logo, essa espécie procura
ajustar seu periodo reprodutivo com as varia¢es das condi¢cbes ambientais, de forma que a
reproducao ocorra em épocas mais favoraveis para manutencao da prole.

Palavras-chave: Morcego, Poliestria bimodal, ovario, Mata Atlantica

ABSTRACT
This study aimed to analyze the reproductive stage, histology and morphometry ovarian

Dermanura cinerea in a preserved fragment of Atlantic Forest of Pernambuco. Adult females
were captured through nets and the were collected monthly during eighteen months (June /
2014 - November / 2015). The meteorological information was provided by the National
Institute of Meteorology and grouped into six periods of three months each with the
reproductive data. Specimens were classified into four groups based on reproductive status:
inactive, pregnant, lactating and post-lactating. We selected 10 females inactive for
histomorphometric analysis of the ovary. After euthanized, their organs were removed, fixed
and processed. Histological laminas were stained with Hematoxylin - Eosin and subjected to

appropriate analysis under an optical microscope. Morphometry were considered the
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following measures and quantifications: ovarian area, occupying area of unilaminar and
multilaminar primary follicles, occupying area of antral follicles and mature follicles
footprint. They were also quantitated different types of ovarian follicles and the corpus
luteum. Morphometric data ovarian area were evaluated statistically using the Student t test.
Given the results of this study, it appears that females of D. cinerea have two reproductive
peaks throughout the year in the Atlantic Forest area of the state of Pernambuco. Therefore,
this species tries to adjust their reproductive period with changes in environmental
conditions, so that reproduction occurs in more favorable times for the offspring
maintenance.

Keywords: Bat, bimodal polyestry, ovary, Atlantic Forest.

INTRODUCAO

Na ordem Chiroptera, as estratégias e padrdes reprodutivos sdo diversos e variam de
acordo com varios fatores, tais como: temperatura, precipitacdo, o habitat, familia, género e
inclusive uma mesma espécie pode apresentar padréo reprodutivo diferente em locais distintos
(Racey e Entwistle 2000). Nos morcegos que habitam a regido Neotropical tem sido descritos
quatro tipos de padrdes reprodutivos: monoestria sazonal, poliestria sazonal, poliestria
assazonal e poliestria sazonal bimodal (Fleming et al., 1972; Willig, 1985; Estrada e Coates-
estrada, 2001).

Dessa forma, nas espécies de quiropteros que habitam em areas da regido Neotropical,
e que se alimentam de frutos e insetos, Kunz (1982) enfatizou que 0s nascimentos podem
acontecer no final do més de setembro e comeco de outubro que correspondem aos meses que
antecedem o primeiro pico de chuva, bem como o parto pode ocorrer de maneira mais tardia,
entre outubro e novembro. Ainda assim, Fleming et al. (1972) e Heithaus et al. (1975)
reforcam que para as espécies frugivoras, j& foi relatado o ciclo poliéstrico bimodal com a
ocorréncia de parto durante a estacdo chuvosa, na qual a alimentacdo ndo é precaria.
Entretanto, atualmente, essas verificacGes sdo relativas e variam dependendo de diferentes
fatores que devem ser analisados de forma individualizada.

Por conta disso, no Brasil, os aspectos reprodutivos dos morcegos, ainda apresentam
diversas incongruéncias, sobretudo quando se considera a atividade reprodutiva das fémeas,
pois os estudos existentes definem o padrdo reprodutivo destas com base apenas nas

investigacGes das caracteristicas morfologicas externas do seu corpo (abdémen dilatado,
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mamas Visiveis e com secre¢do, bem como auséncia de pelos em torno dos mamilos) (Racey,
1988; Gannon e Willig, 1992; Esbérard, 2002).

Assim, definir a reproducdo de uma espécie apenas com base nesses parametros, torna
as informacOes, acerca da biologia reprodutiva, limitadas e, por vezes, pode induzir a
conclusbes imprecisas, pois uma fémea que esteja inativa, de acordo com a morfologia
externa, ndo necessariamente estd em inatividade ovariana. Por isso € de suma importancia
associar esses achados as analises histologicas e morfométricas das gdnadas. Em territorio
brasileiro, constata-se que ndo existem trabalhos que abordem acerca da histologia e
morfometria ovariana nas diferentes espécies de quiropteros, de forma que apenas algumas
investigacdes com base nas caracteristicas morfologicas externas foram realizadas (Duarte e
Talamoni, 2010; Bordignon e Franca, 2012).

Dermanura cinerea (Gervais, 1856) ¢ uma espécie frugivora e dispersora de sementes,
pertencente a familia Phyllostomidae e subfamilia Stenodermatinae. Essa especie
anteriormente era conhecida como Artibeus cinereus, todavia por meio de estudos
moleculares, houve mudancas na filogenia e atualmente Dermanura é considerado um género
valido (Solari et al., 2009; Reis et al., 2011). No Brasil, ha relatos de sua ocorréncia na
Regido Norte, Nordeste, Sudeste e Sul. Essa espécie é amplamente distribuida em areas de
matas ciliares primarias e fragmentos de Mata Atlantica (Reis et al., 2011; Scultori et al.,
2009).

As informacgdes acerca do padrdo reprodutivo de D. cinerea sdo escassas, de modo
especial aquelas com dados histoldgicos e morfométricos dos ovarios, sao inexistentes. Tendo
em vista esses aspectos, o presente trabalho objetivou analisar a condigdo reprodutiva e a
histomorfometria ovariana de D. cinerea em um fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco,

relacionando os dados reprodutivos com as precipitagfes pluviométricas mensais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas fémeas adultas da espécie D. cinerea, coletadas na Reserva Bioldgica
(REBIO) Saltinho (08° 44°13" e 08°43°09" - Latitude Sul, 35°10°11" ¢ 35°11°02” - Longitude
Oeste). Essa reserva consiste em Unidade de Conservacéo de protecédo integral composta pela
Mata Atlantica (Rebio Saltinho, 2003).

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal — CEUA da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE (Protocolo N°: 23076.037360/2014 — 92) e as

coletas foram autorizadas pelo ICMBio — Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
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Biodiversidade, por meio do SISBIO — Sistema de Autorizagdo e informagdo em
Biodiversidade (N° 26531-3).

Os animais foram capturados por redes de neblina 12 m de comprimento x 3 m de altura,
sendo utilizadas dez redes em cada captura. As coletas ocorreram mensalmente ao longo
dezoito meses (Junho/2014 a Novembro/2015), durante duas noites consecutivas. As redes
eram estendidas as 17h00min e ficavam abertas até as 00h00min. O esforgo total de captura
foi de 90720 m2.h. (Straube e Bianconi, 2002).

O Instituto Nacional de Meteorologia — INMET/ Secéo de Observacédo e Meteorologia
Aplicada — SEOMA, forneceu os dados da temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e
precipitacdo (mm).

Com base na variacdo mensal da precipitacdo, as analises dos aspectos reprodutivos de
D. cinerea foram organizadas em seis periodos de trés meses cada: periodo | (Junho, julho e
agosto/2014) — representando o final da estacdo chuvosa; periodo Il (Setembro, outubro e
novembro/2014) — indicando o inicio da estacdo seca, mas com uma particularidade das
chuvas de setembro e outubro; periodo Il (Dezembro/2014, janeiro e fevereiro/2015) —
periodo caracteristico da estacdo seca; periodo IV (Margo, abril e maio/2015) -
correspondendo ao inicio do periodo chuvoso do ano seguinte; periodo V (Junho, julho e
agosto/2015) - representando o final da estacdo chuvosa do ano seguinte e periodo VI
(Setembro, outubro e novembro/2015) — correspondendo ao inicio da estacao seca.

O estagio reprodutivo das fémeas foi determinado com base nas caracteristicas da
morfologia externa do seu corpo, de modo que foram classificadas em quatro grupos: inativas
(quando ndo apresentavam mamas aparentemente visiveis, abdémen ndo dilatado e
notoriamente a auséncia de feto); gravidas (quando o abdémen estava elevado e saliente);
lactantes (quando as mamas encontravam-se perceptivelmente com secrecdo, bem como
quando os pelos em torno dos mamilos estavam ausentes); e pds lactantes (caso nao
estivessem produzindo secrecdo nos mamilos, bem como possuissem pouco pelos em volta
das mamas) (Racey, 1988; Gannon e Willig, 1992; Esbérard, 2002).

Os animais selecionados para as analises histomorfométricas, foram eutanasiados de
acordo com a metodologia de Morais et al. (2013b), sendo aplicada uma anestesia na regiao
intraperitoneal do corpo, composta por pentobarbital sédico em uma concentracdo de 40
mg/kg™. Em seguida, foi injetada uma solucdo saturada de cloreto de potéssio (Morais et al.,
2013Db).

Foram selecionadas 10 fémeas inativas para as analises histomorfométricas do ovario.

Depois da eutanasia, os exemplares foram dissecados e tiveram 0s seus ovarios removidos.
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Para isso foi realizada uma pequena incisdo com um bisturi na parede abdominal em dire¢do a
inguinal. Assim, houve divulsdo do tecido subjacente até que estes 6rgaos fossem expostos e,
consequentemente, coletados.

Os ovarios foram fixados, durante 24 horas, em formalina a 10% neutra tamponada
(NBF), conservados em alcool a 70% e glicerinado a 5%. Em seguida, foram processados
seguindo a técnica histoldgica de rotina (Behmer et al., 1976; Rieder e Schmidt, 1987),
inclusos em blocos de Paraplast e cortados no micrétomo em espessura de 4 um. A coloracéo
utilizada foi Hematoxilina — Eosina e as laminas histolégicas foram submetidas as devidas
anélises em microscopio optico.

Na analise morfométrica foram consideradas: a area do ovario (AO) que foi
mensurada em milimetro (mm); a area de ocupacdo dos foliculos primarios unilaminar e
multilaminar, area de ocupacéo dos foliculos antrais e area de ocupacédo do foliculo maduro
ou de Graaf, que foram medidas em micrébmetro (um). Foram quantificados também os
diferentes tipos de foliculos ovarianos bem como o corpo lateo. As laminas histoldgicas
foram fotografadas, através do programa Motic Images Plus 2.0. Para isso, foi acoplada uma
camara, entre 0 computador e ao microscopio optico. As laminas utilizadas para a AO e
quantificacdo dos foliculos foram fotografadas em aumento total de 40X, ao passo que as da
area de ocupacdo desses foliculos foram fotografadas em 100 X. Cada um desses parametros
foram mensurados e contados por meio do programa ImageJ.

A andlise estatistica da AO foi realizada a partir dos resultados obtidos na
morfometria, os quais foram submetidos ao teste t de Student do programa SPSS (Statical
Package of the Social Scienses, SPSS inc. Chicago, EUA) versdo 15.0, de forma que os
resultados de cada periodo foram comparados entre si. Os valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de maio de 2014 a novembro de 2015, foi capturado um total de 25 fémeas
adultas de Dermanura cinerea. Esses espécimes foram classificados com base na morfologia
externa das gonadas e organizados por més. Houve maior nimero de exemplares capturados
no més de julho/2014 (n=11) (Fig.1).

Considerando o estagio reprodutivo em associagcdo com os periodos, foram obtidos 0s
seguintes resultados: periodo | (I=10 e L=04), periodo Il (1=02), periodo Il (L=01 e G=01),
periodo IV (1 = 02 e G=02), periodo V (1=01) e periodo VI (I=01 e G=01).
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Uma maior ocorréncia de fémeas lactantes foi verificada no més de julho/2014. E, em
menor proporcao, ocorreu a captura de fémea lactante e gravida no més de fevereiro/2015.
Nos meses de abril/2015 e novembro/2015 também houve captura de fémeas gravidas (Fig.
1).

Os indices pluviométricos foram bastante variaveis entre os meses dos periodos
considerados, enquanto que a temperatura se apresentou com pequena variagao (24,0 — 27,4
°C).
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Figura 1: Relacdo entre a precipitacdo mensal, o nimero de espécimes e estagio reprodutivo de fémeas de
Dermanura cinerea coletadas no periodo de Junho/2014 a Novembro/2015 em um fragmento de Mata
Atlantica de Pernambuco - Reserva Biolégica de Saltinho.

Além das observacdes com base no estagio reprodutivo de D cinerea, foi realizada
também a andlise histologica dos ovarios. Porém, o periodo Il das fémeas ndo tem
representacdo nas andlises histomorfométricas do ovario, visto que nos meses de
dezembro/2014 a fevereiro/2015 sé houve capturas de fémeas gravidas e lactantes, e para
essas analises foram consideradas apenas as inativas.

Histologicamente, verificou-se que essa espécie apresenta ovarios com simetria e
mono-ovulados, cujo formato varia de circular a elipsoide. A superficie apresenta epitélio
simples cubico, e logo abaixo deste, a tunica albuginea de tecido conjuntivo denso.
Subjacente a esta tunica foi observada a regido cortical, contendo foliculos ovarianos em
diferentes estagios de maturacdo. Internamente, evidencia-se a chamada medular, composta

por tecido conjuntivo frouxo (Fig. 2).
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Figura 2: Fotomicrografia dos ovéarios de Dermanura cinerea. Observar os foliculos
ovarianos em diferentes estagios de maturacédo (Seta: foliculo primario unilaminar; asterisco
preto: foliculo priméario multilaminar; seta pontilhada: foliculo antral ou secundario; ponto
preto: foliculo maduro, de Graaf ou pré-ovulatério) e Corpo liteo (Cabeca de seta) por
periodo (Periodo | — A; Periodo Il — B; Periodo IV — C; Periodo V — D; Periodo VI - E)
Coloracédo: H. E. Aumento: 40 X. Barras de escala: 200 um
Foram identificados os seguintes tipos de foliculos: primario unilaminar; primario
multilaminar; antral e De Graaf, pré-ovulatério ou maduro, bem como corpo liteo. Os
foliculos primarios unilaminar e multilaminar estiveram presentes em todos os periodos
considerados, ja os antrais, maduros e corpo lateo variaram de acordo com o periodo (Tab.2).
A presenca deste Ultimo indica a ocorréncia de ovulacdo. Nos espécimes em que foi

observada a presenca do corpo luteo, este ocupava sempre a maior parte do ovario (Fig. 2).
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Tabela 1: Média e desvio padrdo da area do ovario (AO) de Dermanura cinerea coletados entre
junho/2014 a novembro/2015 em um fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Bioldgica de
Saltinho

Parametro Periodo | Periodo Il Periodo IV Periodo V Periodo VI Valor de p
AO *
0,173
0,001
0,001°
AO 0,66+ 0,24 0,89+0,70 0,20£0,11 2,30+0,11 0,68 +£0,03 0,745¢
0,001°
0,001
0,188¢
0,001"
0,001
0,001

* 3perjodos | e I1; "Periodos | e IV; “Periodos | e V; %Periodos | e VI; ®Periodos Il e 1V; f Periodos 11 e V; %Periodos Il e VI:
"periodos IV e V; ' Periodos 1V e VI 'Periodos V e VI.

Valores de p diferem estatisticamente quando p< 0,05 para cada agrupamento analisado entre os seis periodos .

Na analise morfométrica, a média da area do ovario (AO) obtida em cada um dos
periodos foi comparada entre si e os resultados estatisticos revelaram diferencas significativas
na maioria das comparacg0es realizadas (Tab.1). A maior média da AO ocorreu no periodo V
(Junho a agosto/2015) e a menor média foi no periodo IV (mar¢co a maio/2015) (Fig. 3).
Assim, a menor AO (0,2) coincide com o periodo de ocorréncia de fémeas gravidas (periodo
IV) (Fig. 1).

Os foliculos priméarios unilaminar e multilaminar, bem como o0s antrais e maduros
ocuparam a maior area no ovario durante o periodo V (Tab.3) que compreendeu 0s meses nos
quais houve igualmente a maior AO. Nesse periodo ndo foi identificada a presenca de corpo
Iuteo, mas houve a presenca de foliculo de Graaf, (Tab. 2 e 3) e foi o periodo que apresentou
os maiores indices pluviométricos dentre todos os periodos considerados, correspondendo, na

area de estudo considerada, aos meses finais que compde a estacdo chuvosa.
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Tabela 2: Quantidade dos tipos de foliculos ovarianos em diferentes estagios de maturacdo e corpo
luteo de Dermanura cinerea coletados entre junho/2014 a novembro/2015 em um fragmento de Mata
Atlantica de Pernambuco - Reserva Bioldgica de Saltinho

Periodo | Periodo 11 Periodo IV Periodo VV Periodo VI
Tipo de Jun Jul Ago Set Out Nov Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov
foliculo
Unilaminar 2 35 3 6 7 11 12 7
Multilaminar 6 11 1 4 3 2 9 4
Antral 2 0 1 1 2 0 8 1
De Graaf 0 0 0 1 1 0 1 0
CorpolLiteo 1 4 1 1 0 0 0 1

Tabela 3: Média aritmética da area ocupada™ por foliculos ovarianos em diferentes estagios de maturacdo de Dermanura cinerea coletados entre junho/2014 a
novembro/2015 em um fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco - Reserva Biologica de Saltinho

Foliculos Periodo | Periodo 11 Periodo IV Periodo V Periodo VI
Jun Jul Ago Set Out Nov Mar Abri Mai  Jun  Jul Ago Set  Out Nov
Unilaminar 2.152.400 2.552.904 574.384 4.960.704 866.662 803.943 5.627.131 1.577.047
Multilaminar 7.883.558 7.668.148 ** 19.887.449 10.448.000  3.108.088 20 .357.935 8.774.373
Antral 26.308.560 ** 15.322.832  27.226.080 19.075.947 ** 57.956.640 22.460.080
De Graaf *x il il 60.041.120 26.639.240 ol 105.613.440 il

* Area dos foliculos mensurada em micrémetros (um). ** Foliculos ausentes
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Figura 3: Relacdo entre as médias das precipitacbes mensais (mm) e as médias aritméticas da area do
ovario (AO), por periodo, de Dermanura cinerea coletados entre Junho/ 2014 a Novembro/2015 em
um fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco — Reserva Bioldgica de Saltinho.

Durante o periodo reprodutivo, a lactagdo consiste no processo mais energeticamente
dispendioso (Loudon e Racey, 1987). Assim, a ocorréncia de fémeas de D. cinerea lactantes
em julho e fevereiro revela uma estratégia reprodutiva dessa espécie, ja que a disponibilidade
de alimentos é um fator importante na determinacdo da capacidade das fémeas alocarem
energia para a reproducdo e onde ha abundancia de alimentos durante todo o ano, 0s animais
podem ser capazes de iniciar a reproducéo a qualquer momento (Thompson, 1992).

Atrelada a essas informacdes, a quantidade de energia necessaria durante o periodo de
gravidez é mais baixa quando comparada com o quantitativo de energia gasto ao longo do
periodo de lactagdo (Racey e Entwistle, 2000). Por isso, observou-se a maior ocorréncia de
fémeas lactantes em periodo de maior indice pluviométrico e de gravidas em meses em que
houve uma menor precipitacdo, ja& que para as espécies frugivoras, a precipitacdo esta
diretamente relacionada com a disponibilidade alimentar que fornecera energia para 0s
quirdpteros exercerem suas atividades reprodutivas (Fleming et al., 1972; Heithaus et al.,
1975).
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Diante disso, 0 que se verifica € que as fémeas de D. cinerea podem parir no final do
periodo seco ou do inicio para a metade do periodo chuvoso devido a maior disponibilidade
de recursos que possam garantir energia para a lactacdo e manutencdo da prole. Ainda assim,
os padrdes reprodutivos anuais das fémeas apresenta relagdo com os indices pluviométricos
de maneira bastante estreita, de tal modo que as diferentes espécies adultas evitam desmamar
os seus filhotes em periodos de maior estresse ao longo do ano (Willig, 1985).

A presenca de corpo luteo e auséncia de foliculo maduro, constatadas pelas analises
histoldgicas, nos meses em que houve a ocorréncia de fémeas lactantes e gravidas reforcam a
indicacdo de que houve ovulagdo nos periodos considerados para possibilitar a ocorréncia de
gravidez. Assim, o corpo luteo formado apos a ovulacdo, consiste em uma glandula endécrina
temporéaria que tem relacdo com a producdo do hormdnio progesterona e possibilitarad a
preparacdo do Utero para receber o embrido, bem como contribuira na manutencdo deste
durante o periodo gestacional. Por outro lado, caso ndo ocorra a gravidez, essa glandula
regride (Waelchli et al., 1994; Bertan et al.,2006).

Além disso, os foliculos ovarianos alcancam os estagios finais de maturacdo e,
consequentemente, ovulam dando origem aos corpos ldateos, induzidos pela liberacdo do
hormdnio luteinizante. Dessa forma, tanto o tamanho quanto a quantidade de foliculos
existentes nos ovarios apresentam variagfes que estdo relacionadas, sobretudo, ao padréo de
desenvolvimento dos foliculos de cada espécie (Nascimento et al., 2003).

A elevacdo das meédias na morfometria fornecem maiores inferéncias sobre a
capacidade reprodutiva das fémeas de D. cinerea, durante 0s meses de junho a agosto/2015.
Isso indica uma possivel preparacdo do coOrtex ovariano para a maturacdo dos foliculos
durante os meses de pluviosidade alta. Assim, os eventos do ciclo reprodutivo anual das
fémeas podem ser correlacionados com a dindmica do ovario, através de variacdes no
crescimento folicular (Komar et al., 2007).

Os resultados significativos encontrados para D. cinerea na morfometria ovariana
evidenciam mais uma vez que esse tipo de analise fornece dados seguros sobre a capacidade
do animal, ou seja, se encontra em atividade reprodutiva ou ndo, desmistificando conclusdes
errdneas e limitadas obtidas apenas a partir da analise visual da morfologia externa do corpo,
pois alguns estudos sobre reproducdo em quirdpteros consideram as fémeas que ndo se
encontram nem gravidas nem lactantes, como inativas (Bredt et al., 1999; Gomes e Uieda,
2004; Orténcio Filho et al., 2007). E como foi constatado nesse estudo, houve variagdes entre

0S grupos, pois todas as fémeas utilizadas na morfometria encontravam-se inativas de acordo
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com a morfologia externa, porem foram verificadas diferencas elevadas na area do ovério e

foliculos, mesmo estando todas classificadas no mesmo estagio reprodutivo.

CONCLUSOES

De acordo com essas informacdes, constata-se que as fémeas de D. cinerea, na area de
estudo considerada, apresentam mais de um pico reprodutivo. E pelas informacdes
apresentadas, tem preferéncia em ajustar seu organismo para ovularem em periodos de
maiores indices pluviométricos. Assim, podem parir no final do periodo seco ou do inicio
para a metade do periodo chuvoso devido a maior disponibilidade de recursos que possam
garantir energia para a lactacdo e manutencéo da prole.

Portanto, tendo em vista os resultados do presente estudo, pode-se inferir que D.
cinerea apresenta, em area de Mata Atlantica do estado de Pernambuco, uma reproducao com
padrdo poliéstrico bimodal, o qual ja foi relatado também relatado para essa mesma espécie
nos estados de Sao Paulo e Sergipe - Brasil (Simmons e Voss, 1998; Scultori et al., 2009;
Rocha et al., 2010).
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Foi verificada atividade reprodutiva nos machos de D. cinerea a partir das analises
histomorfométricas dos testiculos. Perante os resultados obtidos, contatou-se que o0s
machos dessa espécie ndo apresentam um padréo reprodutivo totalmente definido, pois seu
organismo é influenciado pelas alteragcdes ambientais que ocorrem na Mata Atlantica do
estado de Pernambuco. Apesar disso, em todos os periodos considerados, sempre foram
verificadas espermatogbnias, espermatocitos, espermatides, espermatozoides e células de
Leydig nos compartimentos de sua goOnada, independente se estavam na condicdo
reprodutiva de testiculo descendente ou ndo descendente.

Foram investigadas também variac6es histomorfométricas no epididimo dessa
espécie. Observou-se que esse O6rgdo apresenta, morfologicamente, quatro regides
(Segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) e dentre estas a regido da cauda foi a que
apresentou maiores variagbes morfométricas no que se refere ao didmetro tubular, do
epitélio e luminal. Isso foi relacionado ao fato dessa regido ter como funcionalidade o
armazenamento de espermatozoides ao longo do ciclo reprodutivo e ser bastante sensivel
aos efeitos e mudancas sazonais na area de estudo considerada. Assim, a altura do epitélio,
diametro tubular e didmetro do epitélio apresentaram um pico no periodo lIll, e outro no
periodo V. J& nestes periodos, o didmetro luminal se apresentou com médias baixas. De
forma que estas observacbes foram relacionadas com uma menor quantidade de
espermatozoides no ambiente luminal nesses periodos, enquanto que 0 aumento nas
médias dos outros parametros condiz com uma possivel preparacdo do epitélio e das
células que o compdem. Constatou-se também sempre a presenca de espermatozoides
viaveis na cauda ao longo de todos os periodos analisados, inclusive no periodo que o
testiculo se apresentou em regressao.

Por fim, foi analisada a condic&o reprodutiva, morfometria e histologia dos ovarios de
D. cinerea, foi inferido que as fémeas apresentam dois picos reprodutivos ao longo do ano.
Essa caracteristica é tipica dessa espécie em outras areas de ocorréncia, bem como para
outras espécies do mesmo género e subfamilia de D. cinerea. Logo, essa espécie
possivelmente tem preferéncia por parir no final do periodo seco ou do inicio para a metade
do periodo chuvoso. Isso explica o fato dos machos desenvolverem uma estratégia para se
reproduzirem em qualquer época do ano, bem como garante a estocagem de
espermatozoides viaveis na cauda do epididimo, posto que precisam lidar com os dois picos
reprodutivos das fémeas, além de necessitar manter o sistema de harém que € um
comportamento tipico de diferentes espécies de morcegos, em que um macho copula com

varias fémeas.
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ANEXO A

PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA



Universidade Federal de Pernambuco
Ceatro de Cidncins Bioldgicas

Av. Prof, Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Racife - PE - Brasil
fones: (55 B1) 2126 8040 | 2126 6351
fax: (55 91) 2126 8350
wWuw. ool ufpe.br

Recife, 21 de janeiro de 2015,
Oficio n® 02/15

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.* Katharine Raquel Pereira dos Santos
Centro Académico de Vitéria - CAV
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n° 23076.037360/2014-92

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de 'peésquisa intitulado, “Biologia reprodutiva de morcegos da Familia
Phyllostomidae, Molossidae e Vespertilionidae utilizando parametros
morfométricos, imunohistoquimicos, hormonais, ultraestruturais e moleculares.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagao experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sio
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.,

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.784 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Areas de Mata Atlantica na Reserva Atenciosamente,
Biolégica de Saltinho, localizada nos municipios de Rio

Formoso e Tamandaré - PE; Animais: morcegos; Idade:

adultos; Sexo: machos e fémeas; N° total de animais: 20.
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ANEXO B

NORMAS DAS REVISTAS
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ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS

SEBE DA ACADEMIA BRASILEIRA
AT

= DE CIENCIAS

SMCMAENT

ANNALS OF THE BRAZILIAN ACADEMY OF SCIENCES

INSTRUCOES AOS AUTORES
Objetivo e politica editorial
A revista ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS encoraja

fortemente as submissdes online. Uma vez o artigo preparado de acordo com as

instrucdes abaixo, visite o site de submisséo online (http://aabc.abc.org.br).

As instrucbes devem ser lidas cuidadosamente e seguidas integralmente.
Desta forma, a avaliacdo e publicacdo de seu artigo poderdo ser feitas com mais
eficiéncia e rapidez. Os editores reservam-se o direito de devolver artigos que nédo
estejam de acordo com estas instru¢des. Os artigos devem ser escritos em inglés

claro e conciso.

OBJETIVO E POLITICA EDITORIAL

Todos os artigos submetidos devem conter pesquisa original e ainda néo
publicada ou submetida para publicagdo. O primeiro critério para aceitacdo é a
gualidade cientifica. O uso excessivo de abreviaturas ou jargdes deve ser evitado, e 0s
artigos devem ser compreensiveis para uma audiéncia tdo vasta quanto possivel.
Atencdo especial deve ser dada ao Abstract, Introducdo e Discussdo, que devem

nitidamente chamar a atencao para a novidade e importancia dos dados relatados. A


http://aabc.abc.org.br/
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nao observancia desta recomendacao podera resultar em demora na publicacdo ou na
recusa do artigo.

Os textos podem ser publicados como uma revisdo, um artigo ou como uma
breve comunicacdo. A revista é trimestral, sendo publicada nos meses de marco,

junho, setembro e dezembro.
TIPOS DE TRABALHOS

Revisfes. Revisdes sdo publicadas somente a convite. Entretanto, uma revisdo pode
ser submetida na forma de breve carta ao Editor a qualquer tempo. A carta deve
informar os tOpicos e autores da revisdo proposta e declarar a razdo do interesse

particular do assunto para a area.

Artigos. Sempre que possivel, os artigos devem ser subdivididos nas seguintes
partes: 1. Pagina de rosto; 2. Abstract (escrito em pagina separada, 200 palavras ou
menos, sem abreviagdes); 3. Introducdo; 4. Materiais e Métodos; 5. Resultados; 6.
Discussdao; 7. Agradecimentos quando necessario; 8. Resumo e palavras-chave (em
portugués - 0s autores estrangeiros receberdo assisténcia); 9. Referéncias. Artigos de
algumas areas, como Ciéncias Matematicas, devem observar seu formato usual. Em
certos casos pode ser aconselhavel omitir a parte (4) e reunir as partes (5) e (6). Onde
se aplicar, a parte de Materiais e Métodos deve indicar o Comité de Etica que avaliou
0s procedimentos para estudos em humanos ou as normas seguidas para a

manutencao e os tratamentos experimentais em animais.

Breves comunicacdes

Breves comunicacdes devem ser enviadas em espaco duplo. Depois da
aprovacdo nao serdo permitidas alteracdes no artigo, a fim de que somente correcdes
de erros tipograficos sejam feitos nas provas.Os autores devem enviar seus artigos

somente em versao eletrbnica.
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PREPARO DOS ARTIGOS

Os artigos devem ser preparados em espaco duplo. Depois de aceitos
nenhuma modificacdo sera realizada, para que nas provas haja somente correcdo de

erros tipogréficos.

Tamanho dos artigos. Embora os artigos possam ter o tamanho necessério para a
apresentacdo concisa e discussao dos dados, artigos sucintos e cuidadosamente
preparados tém preferéncia tanto em termos de impacto quando na sua facilidade de
leitura.

Tabelas e ilustracbes. Somente ilustracdes de alta qualidade serdo aceitas. Todas as
ilustracdes serdo consideradas como figuras, inclusive desenhos, graficos, mapas,
fotografias e tabelas com mais de 12 colunas ou mais de 24 linhas (maximo de figuras

gratuitas: cinco figuras). A localizagéo provavel das figuras no artigo deve ser indicada.

Figuras digitalizadas. As figuras devem ser enviadas de acordo com as seguintes
especificacBes: 1. Desenhos e ilustracbes devem ser em formato .PS/.EPS ou .CDR
(Postscript ou Corel Draw) e nunca inseridas no texto; 2. Imagens ou figuras em meio
tom devem ser no formato .TIF e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve ser
enviada em arquivo separado; 4. Em principio, as figuras devem ser submetidas no
tamanho em que devem aparecer na revista, i.e., largura de 8 cm (uma coluna) ou
12,6 cm (duas colunas) e com altura maxima para cada figura menor ou igual a 22 cm.
As legendas das figuras devem ser enviadas em espaco duplo e em folha separada.
Cada dimenséo linear das menores letras e simbolos ndo deve ser menor que 2 mm
depois da reducdo. Somente figuras em preto e branco serdo aceitas. 5. Artigos de
Matematica, Fisica ou Quimica podem ser digitados em Tex, AMS-Tex ou Latex; 6.
Artigos sem férmulas matematicas podem ser enviados em .RTF ou em WORD para

Windows.

Pagina de rosto. A pagina de rosto deve conter os seguintes itens: 1. Titulo do artigo
(o titulo deve ser curto, especifico e informativo); 2. Nome (s) completo (s) do (s) autor
(es); 3. Endereco profissional de cada autor; 4. Palavras-chave (4 a 6 palavras, em

ordem alfabética); 5. Titulo abreviado (até 50 letras); 6. Secao da Academia na qual se
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enquadra o artigo; 7. Indicacdo do nome, endereco, numeros de fax, telefone e
endereco eletrdnico do autor a quem deve ser enderecada toda correspondéncia e
prova do artigo.

Agradecimentos. Devem ser inseridos no final do texto. Agradecimentos pessoais
devem preceder os agradecimentos a instituicbes ou agéncias. Notas de rodapé
devem ser evitadas; quando necessario, devem ser numeradas. Agradecimentos a
auxilios ou bolsas, assim como agradecimentos a colaboracdo de colegas, bem como

menc¢ao a origem de um artigo (e.g. teses) devem ser indicados nesta secao.

Abreviaturas. As abreviaturas devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no
texto, exceto no caso de abreviaturas padrdo e oficial. Unidades e seus simbolos
devem estar de acordo com os aprovados pela ABNT ou pelo Bureau International des
Poids et Mesures (SI).

Referéncias. Os autores sao responsaveis pela exatiddo das referéncias. Artigos
publicados e aceitos para publicacdo (no prelo) podem ser incluidos. Comunicacdes
pessoais devem ser autorizadas por escrito pelas pessoas envolvidas. Referéncias a
teses, abstracts de reunifes, simpdsios (ndo publicados em revistas indexadas) e
artigos em preparo ou submetidos mas ainda nao aceitos, podem ser citados no texto
como (Smith et al. unpublished data) e ndo devem ser incluidos na lista de referéncias.
As referéncias devem ser citadas no texto como, por exemplo, (Smith 2004), (Smith
and Wesson 2005) ou, para trés ou mais autores, (Smith et al. 2006). Dois ou mais
artigos do mesmo autor no mesmo ano devem ser distinguidos por letras, e.g. (Smith
2004a), (Smith 2004b) etc. Artigos com trés ou mais autores com 0 mesmao primeiro
autor e ano de publicacdo também devem ser distinguidos por letras.

As referéncias devem ser listadas em ordem alfabética do primeiro autor sempre na
ordem do sobrenome XY no qual X e Y s&o as iniciais. Se houver mais de 10 autores,
use o primeiro seguido de et al. As referéncias devem ter o nome do artigo. Os nomes
das revistas devem ser abreviados. Para as abreviacdes corretas, consultar a listagem
de base de dados na qual a revista é indexada ou consulte a World List of Scientific
Periodicals. A abreviatura para os Anais da Academia Brasileira de Ciéncias € An
Acad Bras Cienc. Os seguintes exemplos sdo considerados como guia geral para as

referéncias.
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Artigos

ALBE-FESSARD D, CONDES-LARA M, SANDERSON P AND LEVANTE A. 1984a.
Tentative explanation of the special role played by the areas of paleospinothalamic
projection in patients with deafferentation pain syndromes. Adv Pain Res Ther 6: 167-
182.

ALBE-FESSARD D, SANDERSON P, CONDES-LARA M, DELANDSHEER E,
GIUFFRIDA R AND CESARO P. 1984b. Utilisation de la depression envahissante de
Ledo pour I'étude de relations entre structures centrales. An Acad Bras Cienc 56: 371-
383.

KNOWLES RG AND MONCADA S. 1994. Nitric oxide synthases in mammals.
Biochem J 298: 249-258.

PINTO ID AND SANGUINETTI YT. 1984. Mesozoic Ostracode Genus Theriosynoecum
Branson, 1936 and validity of related Genera. An Acad Bras Cienc 56: 207-215.

Livros e Capitulos de Livros

DAVIES M. 1947. An outline of the development of Science, Athinker's Library, n. 120.
London: Watts, 214 p.

PREHN RT. 1964. Role of immunity in biology of cancer. In: NATIONAL CANCER
CONFERENCE, 5, Philadelphia Proceedings ...., Philadelphia: J.B. Lippincott, p. 97-
104.

UYTENBOGAARDT W AND BURKE EAJ. 1971. Tables for microscopic identification
of minerals, 2nd ed., Amsterdam: Elsevier, 430 p.
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ARQUIVO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

ARQUIVO BRASILEIRO DE
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INSTRUCOES AOS AUTORES

Politica Editorial

O periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian Journal of
Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-line), é
editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publicacdo
de artigos cientificos sobre temas de medicina veterinaria, zootecnia, tecnologia e

inspec¢éo de produtos de origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacdo sdo submetidos a aprovacdo do Corpo
Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os artigos cujos textos
necessitarem de revisdes ou corre¢des serdo devolvidos aos autores. Os aceitos para
publicacdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (ABMVZ) citado como Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores sao
responsaveis pelos conceitos e informacfBes neles contidos. S&o imprescindiveis

originalidade, ineditismo e destinacdo exclusiva ao ABMVZ.

Reproducéo de artigos publicados

A reproducédo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja corretamente
referenciado. Nao é permitido o uso comercial dos resultados.
A submissdo e tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente on-line, no endereco

eletrénico <www.abmvz.org.br>.
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Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis nos enderecos

www.scielo.br/abmvz ou www.abmvz.org.br.

Orientacao para tramitacao de artigos

e Toda a tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente pelo Sistema de

publicacéo online do ABMVZ no endere¢co www.abmvz.org.br.

e Apenas o autor responsavel pelo artigo devera preencher a ficha de
submisséo, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema.

e Toda comunicacdo entre os diversos atores do processo de avaliacdo e
publicag@o (autores, revisores e editores) serd feita exclusivamente de forma
eletrbnica pelo Sistema, sendo o autor responsavel pelo artigo informado,
automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status do artigo.

e A submissdo s6 se completa quando anexado o texto do artigo em Word e em
pdf no campo apropriado.

o Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridas no texto e também
enviadas, em separado, em arquivo com extensdo jpg em alta qualidade
(minimo 300dpi), zipado, inserido no campo proprio.

o Tabelas e gréficos ndo se enquadram no campo de arquivo zipado, devendo
ser inseridas no corpo do artigo.

« E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que
cada um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusdo de seu
nome no mesmo submetido.

¢ O ABMVZ comunicard via eletrbnica a cada autor, a sua participacdo no artigo.
Caso, pelo menos um dos autores ndo concorde com sua participagdo como
autor, o artigo seraconsiderado como desisténcia de um dos autores e sua

tramitacdo encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia do Certificado de aprovacdo do projeto da
pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de

Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. Esclarecemos que o


http://www.scielo.br/revistas/abmvz/www.scielo.br/abmvz
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referido documento deve constar como sendo a primeira pagina do texto em Word
(n&o incluir no texto em pdf), além da mencéo, em Material e Métodos, do niamero do

Certificado de aprovacgéo do projeto.

Tipos de artigos aceitos para publicacdo
Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os

resultados sdo posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo, Abstract,
Introducéo, Material e Métodos, Resultados, Discussédo (ou Resultados e Discussao),

Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.
O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas, em que o resultado é anterior ao

interesse de sua divulgagéo ou a ocorréncia dos resultados nao é planejada.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo, Abstract,
Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusbes (quando pertinentes),

Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.
O numero de péginas ndo deve exceder a 10, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias nao deve exceder a 12.
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Comunicacao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de
publicacdo, embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo

cientifico.

O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiacdo deve ser compacto,
sem distincdo das sec¢bBes do texto especificadas para "Artigo cientifico”, embora
seguindo aquela ordem. Quando a Comunicacédo for redigida em portugués deve

conter um "Abstract” e quando redigida em inglés deve conter um "Resumo".
O numero de paginas ndo deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicagéo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New International Dictionary.
Para ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua

Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras.
Formatacéo do texto

o O texto ndo deve conter subitens em qualquer das sec¢des do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3 cm (superior,
inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em
espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas e se¢des do artigo (do titulo
as referéncias), com linhas numeradas.

o Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome

do produto, substancia, empresa e pais.
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Sec¢des de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nao

ultrapassar 150 digitos.

Autores e Filiacdo: Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu e-

mail devem ser indicados com asterisco.
Nota:

1. otexto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiagao;

2. otexto do artigo em pdf néo deve conter o nome dos autores e filiagao.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 2000
digitos incluindo os espacos, em um sé paragrafo. Nao repetir o titulo e néo
acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os
sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma informacgéo. Atengéo

especial as conclusdes.
Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco.

Introducdo: Explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema,
sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas

referéncias, suficientes para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descri¢cdo
dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos
trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados devera
constar, obrigatoriamente, o nimero do protocolo de aprovagdo do CEUA (verificar o

Item Comité de Etica).
Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela: Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacgdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe

inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo arabico e
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ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto
e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se referir a varias tabelas (ex.:
Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento simples e fonte de tamanho
menor que 12 (o menor tamanho aceito é 8). A legenda da Tabela deve conter apenas
o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem ser, obrigatoriamente,

inseridas no corpo do texto preferencialmente apds a sua primeira citacao.

Figura: Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra
Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é
referida no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1),
mesmo se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo
do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviadas no formato jpg com alta
gualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo préprio de submisséo na tela de
registro do artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto

preferencialmente apds a sua primeira citacao.

Nota:

Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente

referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discusséo: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
Resultados e Discussédo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem

prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

Conclusdes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e
serem apresentadas de forma objetiva, sem revisado de literatura, discusséo, repeticdo

de resultados e especulacgdes.

Agradecimentos: N&o obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas.

Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
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indispenséaveis. Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ

conforme exemplos:

Como referenciar:

1. CitagOes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo para evitar interrup¢do na

sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88)

e (U dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

¢ mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al.,, 1979), sempre em ordem

cronoldgica ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

Citacdo de citagdo: Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situacdes excepcionais pode-se reproduzir a informacéo
ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento néao
consultado com o ano de publicacdo, seguido da expresséao citado por e o sobrenome
do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir apenas a
fonte consultada.

Comunicacdo pessoal: Ndo fazem parte das Referéncias. Na citagcdo coloca- se o
sobrenome do autor, a data da comunica¢do, nome da Instituicdo a qual o autor é

vinculado.

2. Periédicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.
FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses
in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.
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HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacéo avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et

al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.AM.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974,
S&o Paulo. Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del
cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences,
1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola

de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrdonicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3

autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.org/critcal6.htm>.
Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald,

1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Nota:

Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo seréo

aceitos para avaliagéo.
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O Sistema reconhece, automaticamente, como "Desisténcia do Autor" artigos
em diligéncia e/ou "Aguardando liberacao do autor", que nao tenha sido respondido no

prazo dado pelo Sistema.

Recursos e diligéncias

No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ,
ou documento de recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do
texto do artigo somente na versdo em Word.

No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, o

mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigp@abmvz.org.br.
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