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RESUMO

Em regides tropicais os morcegos apresentam diferentes estratégias reprodutivas, conforme
as variagOes climéticas e os recursos alimentares disponiveis em seus habitats. Assim, para
compreender as peculiaridades da biologia reprodutiva desse grupo, sdo necessarios
estudos que abordem analises histomorfométricas das suas génadas ao longo do ano. Em
vista disso, o0 objetivo desse estudo foi analisar através da morfologia e histomorfometria, as
gbnadas masculina e feminina do morcego Artibeus planirostris, ao longo do ciclo
reprodutivo, em um fragmento de Mata Atlantica no Nordeste do Brasil. Para verificar a
condicdo reprodutiva, os espécimes foram classificados em: machos (testiculos
descendentes e ndo descendentes) e fémeas (inativas, gravidas, lactantes e pés-lactantes).
As coletas foram realizadas durante 18 meses (junho/2014 a novembro/2015) e os animais
foram agrupados em seis periodos de trés meses cada: periodos I, I, I, IV, V e VI. Para a
analise histomorfométrica, os animais foram eutanasiados e tiverem seus 6rgaos removidos.
As laminas produzidas foram coradas por Hematoxilina e Eosina. Nos testiculos, foram
mensurados: a area de ocupacdo do compartimento tubular e intertubular; nimero de
células de Leydig, de Sertoli, de espermatdcitos e de esperméatides alongadas. No epididimo
foi medido: altura do epitélio, didmetro tubular, do limen e do epitélio. Nos ovarios foi
considerada a area de ocupacdo e o numero de foliculos. Os resultados mostraram a
presenca de machos com testiculos descendentes e aumento significativo dos
compartimentos testiculares, bem como de seus tipos celulares ao longo de todos os
periodos. Tais parametros, apresentaram-se estatisticamente pronunciados em dois
periodos de baixa precipitacdo. Foi observado um aumento gradativo da area de ocupacédo
dos ovérios, junto ao nimero de foliculos antrais e corpo liteo, a medida que aproximava-
se dos meses mais secos, além disso fémeas lactantes foram capturadas em meses
chuvosos. No epididimo, os didmetros luminal, epitelial e tubular apresentaram significancias
na cauda, porém com expressividade acentuada em dois periodos. A altura do epitélio
aumentou gradativamente, no entanto uma reducéo foi verificada em um dos periodos. Em
vista dos resultados, é possivel concluir que machos de A. planirostris estejam ativos
reprodutivamente ao longo do ano, porém podem apresentar picos espermatogénicos em
meses secos, 0S quais seriam para sincronizar com o padrdo de poliestria bimodal

observado nas fémeas.

Palavras-Chave: Chiroptera. Reproducdo. Génadas reprodutivas. Histologia. Morfometria.
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ABSTRACT

In tropical regions the bats have different reproductive strategies, according climatic
variations and food resources available in their habitats. Thus, to understand the peculiarities
of the reproductive biology of this group, are necessary studies that address
histomorphometric analysis their gonads throughout the year. In view of this, the aim of this
study was to analyze through morphology and histomorphometry, the male and female
gonads bat Artibeus planirostris along the reproductive cycle, in an Atlantic Forest fragment,
in the northeast of Brazil. To check the reproductive condition, the specimens were classified
as: male (descended and not descended testes) and female (inactive, nursing mothers,
pregnant women and post-lactating). Samples were collected for 18 months (June / 2014 to
November / 2015) and the animals were grouped into six periods of three months each:
periods I, 11, 1ll, IV, V and VI. For histomorphometric analysis, the animals were euthanized
and had their organs removed. The produced slides were stained with hematoxylin and
eosin. Testicles were measured: the footprint of the tubular and intertubular compartment;
number of Leydig cells, Sertoli cells, spermatocytes and spermatids elongated. In the
epididymis was measured: epithelial height, diameter tubular, lumen and epithelium. In the
ovaries was considered Ovarian footprint and the number of ovarian follicles. The results
show the presence males with testes and descendants significant increase in testicular
compartments, as well as their cellular types throughout all periods. These parameters were
statistically pronounced in two periods of low rainfall. Was observed a gradual increase of
ovarian footprint, with the number of antral follicles and corpus luteum, as they approached
of the driest months, beyond of this lactating they were captured in rainy months. In the
epididymis, the luminal diameters, epithelial and tubular they have the significances tail, but
expressively sharp in two periods. The height of the epithelium gradually increased, but a
reduction was observed in one of the periods. In view of the results, we conclude that males
A. planirostris are reproductively active throughout the year, but may present spermatogenic
peaks in dry months, which would be to synchronize with bimodal polyestry observed in

females.

Keywords: Chiroptera. Reproduction. Reproductive gonads. Histology. Morphometry.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Os morcegos, ordem Chiroptera, podem ser encontrados tanto em regides tropicais
como em temperadas, sendo reconhecidamente importantes na regulacdo dos
escossistemas tropicais como a Mata Atlantica (REIS et al.,, 2007). Estes pequenos
mamiferos, podem atuar no ambiente de diversas maneiras, seja como dispersores de
sementes, polinizadores, controladores de insetos, bem como vetores de zoonoses,
inclusive da raiva, um grave problema de saude animal e publica (ALTRINGHAM, 1998;
SOUZA et al., 2005; REIS et al., 2007).

Apesar de sua importancia ecoldgica, epidemioldgia e de serem considerados
animais extremamente bem sucedidos evolutivamente, esse grupo ainda persiste como um
dos menos conhecidos e explorados em relagdo a sua biologia reprodutiva, especialmente
ao que se refere aos aspectos histomorfométricos testiculares, epididimais e ovarianos
(CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; BEGUELINI et al., 2009; MORAIS el al., 2013).

A atividade reprodutiva dos morcegos € bastante variavel, a qual depende da area de
ocorréncia, das condi¢des climéticas e da disponibilidade alimentar (ALTRINGHAM, 1998;
NEUWRILER, 2000; MORAIS et al., 2013; BEGUELINI et al., 2013). Em regides tropicais os
ciclos reprodutivos, sdo fortemente associados aos periodos em que fatores como
temperatura e indices pluviométricos, sdo favoravéis para ocorréncia de eventos
reprodutivos (ORTENCIO- FILHO et al.,, 2007; KAKU- OLIVEIRA, 2010). A influéncia
desses fatores climaticos, possibitam as fémeas diferentes padrdes reprodutivos sazonais,
desde padr6es monoéstricos a poliéstricos bimodais (FLEMING et al., 1972; TADDEI, 1976;
PACHECO, 2001).

No Brasil, a maioria dos estudos morfoldégicos com o morcego Artibeus planirostris
(SPIX, 1823), indicaram poliestria bimodal (TADDEI, 1976; TADDEI, 1980; WILLIG, 1985;
BEGUELINI et al., 2013). Em biomas como Cerrado e Caatinga, fémeas de A. planirostris
apresentaram dois picos reprodutivos ao longo do ano, sendo que os picos de lactacédo
ocorreram de outubro & dezembro e de janeiro & margco (TADDEI, 1976; TADDEI, 1980;
WILLIG, 1985). Recentemente Beguelini et al. (2013), no Cerrado, verificaram que machos

de A. planirostris apresentaram dois picos de atividade espermatogénica durante o ano, os



quais possivelmente sincronizaram com a reproducédo das fémeas. No entanto, Silva et al.
(2001), também no Cerrado, observaram fémeas em estagio de gestacdo apenas entre
dezembro e janeiro, evidenciando um evento reprodutivo.

Embora a morfologia externa indique uma possivel condicdo reprodutiva, a utiliza¢do
de metodologias que abordem a morfometria testicular, epididimal e ovariana, s&o
fundamentais para inferir mais precisamente sobre a atividade reprodutiva dos morcegos.
Assim, com andlises dos compartimentos testiculares, de seus componentes celulares, bem
como das variacdes epididimais, € possivel avaliar modicacdes sazonais em relacdo aos
periodos reprodutivos (RUSSELL et al., 1990; BARROS et al.,, 2013; BEGUELINI et al.,
2013; MORAIS et al., 2013; LIMA- JUNIOR et al., 2014). Nos ovarios, a quantificacido dos
tipos de foliculos ovarianos em seus diferentes estagios de maturagdo, permite associa- los
a atividade reprodutiva ao longo do ano (FLAMINI, 2009).

Apesar dos dados morfométricos serem de grande importancia, estudos direcionados
aos aspectos reprodutivos desses animais, baseados nessas metodologias sdo raros e
escassos, 0 que evidencia a necessidade de diversas andlises, a fim de elucidar e entender
as possiveis variacdes sobre a fisiologia e a biologia reprodutiva dessa espécie de morcego
(BARROS et al., 2013; BEGUELINI et al., 2013; MORAIS et al., 2014). Além disso, dados
reprodutivos déo subsidios para o controle e manutencdo desses animais em seus habitats
naturais, promovendo a conservacao das espécies e, assim minimizando tanto sua
migragdo para ambientes urbanizados, bem como a incidéncia de casos de transmissao do
virus rabico para a populagdo humana (BEGUELINI, 2008; BEGUELINI et al., 2011; REIS et
al., 2011).



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da sazonalidade sobre aspectos morfoldgicos e histomorfométricos do
testiculo, epididimo e ovario do morcego Artibeus planirostris (SPIX, 1823) em um fragmento

de Mata Atlantica, no Nordeste do Brasil.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar o padrdao reprodutivo da espécie A. planirostris na Reserva
Biolégica de Saltinho;

e |dentificar a condicdo e o estagio reprodutivo dos machos e das fémeas,
através da morfologia externa;

e Analisar histologicamente e morfometricamente os testiculos, epididimos e
ovarios;

e Comparar os dados reprodutivos com as variagbes anuais de temperatura e
humidade/chuva, com o intuito de avaliar as possiveis influéncias da sazonalidade

sobre as gbnadas reprodutivas.



1.3. Revisao da Literatura

1.3.1 Ordem Chiroptera

A ordem Chiroptera, a qual os morcegos pertencem, representa a segunda maior
ordem de mamiferos do mundo, sendo reconhecidas aproximadamente 1.116 espécies
(GARDNER, 2008). Esses animais, possuem caracteristicas peculiares que os tornam alvo
de grande interesse cientifico, por serem o0s Unicos mamiferos voadores e, portanto,
possuirem grande facilidade de dispersao e fisiologia adaptada ao véo (REIS et al., 2007,
MELLO et al., 2008, GARDNER, 2008; CARVALHO- COSTA et al., 2012).

Baseado em parametros filogenéticos, atualmente os morcegos estao classificados
em duas subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera. A primeira € constituida pelas
familias: Pteropodidae, Rhinolophidea, Megadermatidae e Rhinopomatidae, ao passo que a
segunda subordem abrange todas as demais familias de morcegos que antes estavam
compreendidas na subordem Microchiroptera (TEELING, 2009).

Os morcegos ocorrem em areas temperadas e tropicais, sdo encontrados em
diversos habitats (Figura 1.1), desde matas conservadas até em areas com forte grau de
degradacédo, incluindo ambientes que sofreram grande impacto antrépico como, por
exemplo, as cidades (SIMMONS, 2005). Além disso, esses animais possuem grande
diversidade de habitos alimentares, compreendendo espécies insetivoras, nectarivoras,
frugivoras, carnivoras, hematéfagas e onivoras (REIS et al., 2011). De modo que, esses
habitos estdo associados a importantes aspectos ecoldgicos, como a dispersdo de
sementes, a polinizacdo, o controle de populacdes de insetos e o fato de serem vetores de
diversas zoonoses (FENTON et al., 1992; REIS et al.,, 2007, MELLO et al.,, 2008,
CARVALHO- COSTA et al., 2012).



Figura 1.1. Distribuicdo da ordem Chiroptera no mundo. Areas em negro demonstram a

presenca de morcegos. Fonte: http:/saudeanimal.com.br/distr.htm. Acesso em 11.12.2015.

1.3.2 Familia Phyllostomidae

A familia Phyllostomidae é a mais diversificada da regido neotropical, a qual
apresenta 160 espécies e 67 géneros (PAGLIA et al.,, 2012). A principal caracteristica
morfoldgica do grupo é o apéndice nasal em forma de folha, situada na extremidade do
focinho, presente na maioria das espécies, porém na subfamilia Desmodontinae a folha
nasal é reduzida (PERACCHI et al., 2006).

As espécies que constituem a familia Phyllostomidae, possuem variadas
estratégias alimentares, o que inclui morcegos insetivoros, onivoros, frugivoros, carnivoros,
nectarivoros e hematéfagos (GARDNER, 2008; REIS et al., 2011). Atualmente sao
reconhecidas 11 subfamilias: Macrotinae, Micronycterinae, Desmodontinae,
Lonchorchininae,  Phyllostominae,  Glossophaginae,  Lonchophyllinae,  Carollinae,
Glyphonycterinae, Rhinoplhyllinae e Sternodermatinae (PAGLIA et al., 2012). Dentre essas,
a subfamilia Sternodermatinae € considerada a mais numerosa com mais de 67 espécies
(GARDNER, 2008).


http://saudeanimal.com.br/distr.htm

1.3.3 Subfamilia Stnodermatinae e a espécie Artibeus planirostris

As espécies que constituem a subfamilia Stenodermatinae apresentam tamanho
gue varia de grande a pequeno. Artibeus planirostris (Figura 1.2) é uma das espécies que
possui tamanho médio, com um antebraco acima de de 62 mm e peso entre 49 a 60 g
(BARQUEZ et. al., 1993; HOLLIS, 2005). Sao caracteristicos por apresentar uma coloracdo
acinzentada com listas faciais quase impercepitiveis, suas orelhas sdo pequenas de pontas
arredondadas, o uropatagio contém poucos pélos e ndo possuem cauda (HOLLIS, 2005).

O hébito alimentar predominante é frugivoro, embora as vezes adicionem a sua
dieta insetos e recursos florais como pélen e néctar (ZORTEA, 2002). Apresentam grande
importancia ecoldgica, atuando na dispersdo de sementes e assim, contribuindo para o
estabelecimento de diversas espécies de plantas (REIS et al., 2007). Sdo encontrados em
diversos locais, desde areas florestadas, fragmentos de matas, ambientes xeromorficos,
bem como em areas urbanizadas (ZORTEA, 2002; BERNARD; FETON, 2002; HOLLIS,
2005).

Figura 1.2. Morcego da espécie Artibeus planirostris. Fonte: http://www.casadosmorcegos.org/.
Acesso 21.12.2015.



http://www.casadosmorcegos.org/

1.3.4 Mata Atlantica

A Mata Atlantica ocupava cerca de 15% do territorio brasileiro, com uma extensao
de mais de 3.000km e uma superficie total superior a 1.375.000km? (MMA/SBF, 2002).
Recentemente, encontra-se altamente fragmentada e estima-se que ocupe menos de 8% da
area original. Tendo em vista 0 nUmero de espécies endémicas e o grau de ameaca deste
bioma, pesquisadores classificam a Mata Atlantica como um dos cinco “hotspots” de
biodiversidade mais ameacados do planeta (MYERS et al., 2000). Além disso, deve-se
considerar ainda, que esse bioma apresenta menos de 2% de seus remanescentes
florestais transformados em wunidades de conservacdo de protecdo integral
(MMA/SBF, 2002).

Embora, a Mata Atlantica apresente um cenério drastico de fragmentacao,
levantamentos da diversidade de morcegos nesse bioma, indicam um namero significativo
de espécies (MARINHO-FILHO; SAZIMA, 1998). Ambos autores, totalizaram a existéncia de
96 espécies, numero inferior apenas ao observado na Amazénia, com 117. Tal fato, pode
ser explicado com a capacidade de muitas espécies serem ecologicamente flexiveis, de
modo a adaptar-se aos diversos tipos de abrigos, como também em utilizar variados
recursos e estratégias alimentares (TADDEI, 1986; BREDT et al., 1996).

1.3.4 Reproducdo dos morcegos

Devido sua ampla distribuicdo geogréfica, os morcegos sofrem consideravel
influéncia dos fatores abidticos sobre suas estratégias reprodutivas. Em regides
temperadas, tendem a possuir um padrdo monoéstrico de reproducgdo, associado com a
hibernacdo e temperatura (CRICHTON; KRUTZSCH, 2000). No entanto, espécies de
regibes tropicais, apresentam os ciclos reprodutivos influenciados por fatores climaticos
como temperatura e pluviosidade, combinados com a disponibilidade de recursos
alimentares, proporcionando diferentes possibilidades de padrdes reprodutivos (FLEMING et
al., 1972;: TADDEI, 1976; ZORTEA, 2003). Os morcegos podem apresentar padroes
monoéstricos, com apenas um ciclo reprodutivo ao ano ou poliéstricos, 0s quais apresentam
dois ou mais ciclos reprodutivos ao longo do ano, ainda assim, existem 0s que estdo
continuamente ativos em todo ano (FLEMING et al., 1972; TADDEI, 1976; HILL; SMITH,
1988; ZORTEA, 2003).



Os padrbes estdo associados ao ciclo reprodutivo das fémeas, no caso dos
machos, geralmente estes sincronizam sua atividade reprodutiva ao periodo de maior
receptividade das fémeas (FLEMING et al., 1972; MORAIS et al., 2013; BEGUELINI et al.,
2013; GODOQY et al., 2014). Ainda assim, estudos relatam possiveis variacdes de padrdes
reprodutivos dentro de uma mesma espécie, de acordo com a localizagdo geogréfica e com
as condicBes ofertadas pelo proprio ambiente em que se encontram (FABIAN; MARQUES,
1989; RACEY ; ENTWISTLE, 2000; BRITO, 2014).

Apesar dessa possivel peculiaridade em relacao aos padrées reprodutivos, estudos
no Brasil, indicam que a espécie A. planirostris apresenta padrao de poliestria bimodal
(TADDEI, 1976; WILLIG, 1985; SILVA et al., 2001; BEGUELINI et al., 2013; MORAIS et al.,
2013). Recentemente, BEGUELINI et al. (2013) mostraram que os machos de A. planirostris
no bioma Cerrado, estavam ativos ao longo de todo o ano, no entanto com dois picos
pronunciados de atividade espermatogénica, possivelmente para adequar com o0s periodos
em gue as fémeas estavam mais receptivas.

Os fatores climaticos, juntamente com a disponibilidade de recursos, séo
responsaveis por diversas adaptacées morfofisiolégicas desenvolvidas pelos morcegos.
Essas adaptacdes consistem no armazenamento de espermatozoides viaveis na cauda do
epididimo e no corno uterino, durante um periodo prolongado; na assincronia entre 0s
periodos de espermatogénese e o de cOpula; na hibernacao; na regressdo dos tubulos
seminiferos; no retardo na ovulacdo, na fertilizagdo e na implantacdo (ANAND-KUMAR,
1965; RACEY, 1979; RASWEILER, 1993; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; ENCARNACAO
et al., 2004; SHARIFI et al., 2004; BEGUELINI et al., 2009; 2011). Mesmo com as variadas
caracteristicas reprodutivas que este grupo possui, poucos sao os estudos que direcionam
avaliar os possiveis efeitos causados pela sazonalidade sobre as gbnadas reprodutivas dos
morcegos, principalmente os relacionados a analises histomorfométricas. Logo, séo
necessarias mais investigacdes, a fim de elucidar os aspectos que cercam a biologia

reprodutiva dessa ordem.

1.3.5 Testiculos

O testiculo (Figura 1.3) € um 6rgao com funcdes exdcrina e enddcrina, o qual é
envolvido por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a tunica albuginea (SCANLON;
SANDERS, 2007). Essa tunica, emite septos para o interior do testiculo, dividindo-o em
I6bulos onde estdo os tubulos seminiferos (RUSSELL et al., 1990; SCANLON; SANDERS,

2007). Quanto a localizacao, podem apresentar diferencas entre as familias e as espécies,



de acordo com a as variagbes sazonais. H& situacdes que estdo localizados de forma
permanente na regido abdominal, ou na bolsa escrotal, que em geral é o local mais comum.
Entretanto, podem também migrar entre o abdémen e a bolsa escrotal pelo canal inguinal, e
se posicionar de forma externa, proximo ao pénis, estando cobertos por um fino tecido

vascularizado, e néo pela bolsa escrotal (KRUTZSCH, 2000).

Rede testis '-— Rede testis
Discios eferentes - | Testiculo Tabulo seminifero
Epididimo :
Ductos do epididimo "

3 P ﬂ\‘

Driay U

2

Extensbes da
tunica albuginea

. Lobulo contendo
tabudos seminiferos

Ducto deferente
Tonica ¥buginea

Figura 1.3. Estruturas internas e externas do testiculo. Fonte: Seeley et al., 2014.

Os testiculos sdo divididos histologicamente em dois compartimentos, o tubular e
intertubular (RUSSELL et al., 1990; SCANLON; SANDERS, 2007). No compartimento
tubular, encontram-se os tubulos seminiferos, revestidos por uma tunica propria e
constituidos do epitélio seminifero e do Iimen tubular. E no epitélio seminifero, em que
encontramos as células da linhagem esparmatogénica em variados estdgios de
desenvolvimento (espermatogobnias, espermatocitos, espermatides e espermatozéides) e as
células de Sertoli. No limen tubular estéo o fluido secretado por estas células de Sertoli e 0s
espermatozoéides (KARL; CAPEL, 1998). Ja o compartimento intertubular, compreende as
células de Leydig, células do tecido conjuntivo como fibroblastos, macréfagos e mastécitos,
nervos, como também alguns vasos sanguineos e linfaticos (RUSSELL et al.,, 1990;
MORAIS et. al., 2014; BRITO, 2014).



10

Funcionalmente os testiculos apresentam a espermatogénese e a
esteroidogénese, as quais consistem na producdo de espermatozoides e na producdo
hormonal, respectivamente (HOWARDS et al., 1976; FRANCA; GODINHO, 2003). Ainda
assim, a habilidade reprodutiva dos machos adultos, esta associada a producao de grandes
quantidades de espermatozoides viaveis pelos testiculos, bem como concentracdes
suficientes de androgenos para libido e maturacdo dos 6rgaos sexuais (GIER; MARION,
1970).

1.3.6 Células de Sertoli

As células de Sertoli, estdo localizadas junto a lamina basal dos tabulos
seminiferos, com seu citoplasma envolvendo as células germinativas, nutrindo-as e
mantendo suas associagbes celulares ao longo da espermatogénese (HESS; FRANCA,
2008). Além disso, essas células estendem-se até o Ilumen tubular, cercando as
espermatogdnias e as demais células da sua linhagem espermatogénica (BERNE; LEVY,
2000).

Dentre suas funcbes, as células de Sertoli sdo caracteristicas por dar suporte
estrutural e nutricional as células germinativas, pela formacéo da barreira hematotesticular,
de modo que, essa barreira apresenta uma funcdo imunolégica, isolando as células
germinativas em desenvolvimento dos anticorpos circulantes no sangue (MRUK; CHENG,
2004; SETCHELL, 2008). Além disso, sao responsaveis pela progressdo das células
germinativas em direcdo ao lumen, liberacdo dos espermatozoides para o lamen
(espermiacéo), fagocitose de células germinativas degeneradas e corpos residuais, bem
como secretar fluidos e proteinas, necessarias para as células germinativas em
desenvolvimento (RUSSEL; GRISWOLD, 1993).

1.3.7 Células de Leydig

As células de Leydig, sé@o células intersticiais, cuja funcéo principal € a producao
hormonal de esterbides, especialmente a testosterona (VAN STRAATEN; WENING, 1978;
MENDIS- HANDAGAMA, 1997). Morfologicamenente sao irregulares e poligonais, sendo
encontradas isoladas ou agrupadas, apresentam nucleo grande e indefinido, constituido de
uma grande porcdo de cromatina granular. Seu reticulo endoplasmatico liso, é caracteristico
por apresentar um grande nimero de mitocondrias, e em algumas espécies, a presenca de

gotas lipidicas (BEGUELINI et al., 2011). A producao de testosterona, a partir do colesterol,
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€ catalisada por enzimas presentes no reticulo endoplasmatico liso e citoplasma adjacente
(MORI; CHRISTENSEN, 1980).

As populacbes de células de Leydig, variam diante das alterac6es reprodutivas
sazonais. Durante o periodo de recrudescéncia testicular, ocorre aumento gradativo dos
niveis de andrégenos, até atingir niveis altos durante o periodo reprodutivo, no entanto
esses niveis sao reduzidos a valores basais quando ndo estdo em periodo reprodutivo. Ha
diversos relatos, acerca de modificagBes tanto morfolégicas quanto secretoras das células
de Leydig, em morcegos sazonais (RACEY; TAM, 1974; GUSTAFSON; SHEMESH, 1976;
LOH; GEMMELL, 1980; BERNARD, 1986; GUSTAFSON, 1987).

1.3.8 Espermatogénese

A espermatogénese consiste em um processo complexo, o qual ocorre nos tabulos
seminiferos dos testiculos (Figura 1.4) e resulta na sintese de espermatozoides, produzidos
diariamente (RACEY; TAM, 1974). A regularidade do processo espermatogénico esta
associada aos processos genéticos,transcricionais, traducionais e reguladores, onde o ciclo
€ mantido por uma grande rede de reacdes que vai desde a ativacdo e desativacdo génica,
até a producao de proteinas que coordenam as divisdes celulares (BEGUELINI et al., 2011).

Em adultos, esse processo continuo compreende trés fases distintas: a
mitotica, a meidtica e a espermiogénese; cada uma sendo caracterizada por mudancas
morfolégicas e bioquimicas do citoplasma e do nucleo celular. Inicialmente, acontece a fase
proliferativa ou espermatogonial, caracterizada pelas divisdes mitéticas das células-tronco
(espermatogonias), que vao originar novas células, parte da qual ira servir para a renovagéo
da populagdo de células-tronco e outras que entrardo no processo de divisdo e
diferenciacdo em espermatocitos (COSTA; PAULA, 2003). Em seguida, 0s espermatocitos
passam por duas divisdes meiéticas originando espermatides haploides (RUSSELL et al.,
1990). E por fim, a ultima e mais longa fase da espermatogénese corresponde a
espermiogénese, processo que, atraves de mudangas morfolégicas progressivas, faz com
que espermétides arredondadas se diferenciem em espermatozoides alongados que se
tornam aptos a locomocado e fertilizagdo, sendo liberados na luz do tubulo seminifero
(CLERMONT, 1972; HESS; FRANCA, 2008).

Recentemente, a espermatogénese em morcegos tem atraido novas investigacoes,
de modo que, esse grupo apresenta algumas caracteristicas que ainda permanecem
obscuras. Além desse aspecto, sabe-se que esse processo envolve muitas alteracdes na

morfologia e na bioguimica celular, como também que as etapas de diferenciacéo fornece
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melhores subsidios para analisar o ciclo do epitélio seminifero, atuando como um excelente
bioindicador de relac¢des filogenéticas e contribuindo para a conservacao da diversidade de
espécies (BEGUELINI et al., 2009). Em morcegos, a espermatogénese apresenta uma
maior duragdo quando comparada com a de outros mamiferos, com cerca de trés a quatro
meses. Essa prolongada duracdo, pode estar associada ao gasto energético, necessario
para o crescimento dos testiculos e das glandulas acessorias (RACEY; TAM, 1974).

Células Intersticlals - Células de sustentacdo
(células de Leydig) ™4 (células de Sertoli)

Espermatogdnia

Espermatécitos primarios
e secundérios

Espermatides

Espermatozdides

Figura 1.4. Desenho esquematico do tubulo seminifero. Fonte: Seeley et al., 2014.

Em um estudo realizado por Beguelini et al. (2011), através da andlise
ultraestrutural espermatogénica de Platyrrhinus lineatus, concluiram que o processo de
espermatogénese de segue o padrdo dos mamiferos com alguma especificidade, como o
processo de formacdo do acrossomo e a presenca do perforatorium. Analises
ultraestruturais da reproducdo de Molossus Molossus, mostraram que o0 processo de
diferenciacdo das espermatogbnias é semelhante a dos primatas, porém foi observado
alguns aspectos Unicos na ultraestrutura dos espermatozoides, 0s quais parecem ser
especificos da familia Molossidae (BEGUELINI; TABOGA; MORIELLE-VERSUTE, 2012).

Beguelini et al. (2013a), caracterizaram ultraestruturalmente a espermatogénese e
os espermatozoides de Carollia perspicillata, e verificaram semelhancas desse processo
com a espécie P. lineatus, a qual também faz parte da familia Phyllostomide. No entanto,
observaram também que C. perspicillata apresenta algumas caracteristicas que sao mais

estreitamente relacionada com espécies filogeneticamente distantes, tais como o Myotis
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nigricans (Vespertilionidae), tal fato merece atencdo. J4 um outro estudo realizado por
Beguelini et al. (2013b), no Cerrado, verificaram que A. planirostris apresentaram dois picos
de atividade espermatogénica durante o ano, foram utilizadas anélises morfométricas dos

parametros testiculares e epididimais.

1.3.9 Epididimo

O epididimo consiste em um tdbulo enrolado na superficie posterior de cada
testiculo. E um oOrgdo dependente de androgéno, o qual atua na maturacdo e
armazenamento dos espermatozoides (SCANLON; SANDERS, 2007). Apresenta um epitélio
pseudo-estratificado colunar com esteriocilios, no qual compreende trés tipos celulares:
células apicais, basais e principais. A funcdo do epitélio, € criar as condi¢des ideais que
permitem a viabilidade e mobilidade dos espermatozoides, o que ocorre através da
absorcdo, secrecdo, sintese e atividade metabdlica (AGUILERA-MERLO et al., 2005;
AHMED et al, 2009; BEU et al.,, 2009). O epididimo, baseado em caracteristicas
bioquimicas, morfolégicas e morfométricas, apresenta quatro regibes definidas: segmento
inicial, cabeca, corpo e cauda (BEGUELINI et al., 2013). Estudos relatam a capacidade de
algumas espécies de morcegos, para armazenar espermatozoides viaveis na cauda do
epididimo, durante um longo periodo de tempo, cerca de 6 a 7 meses, além da interrupcao
da espermatogénese (WIMSATT, 1969; HOSKEN et al.,, 1996; CRICHTON; KRUTZSCH,
2000; BEGUELINI et al., 2013b).

Beguelini et al. (2010), compararam morfologicamente e morfometricamente a
histologia regional do epididimo das espécies Eumops glaucinus e Molossus molossus.
Observaram que, embora as espécies analisadas pertencem a géneros diferentes e tém
tamanhos diferentes do corpo e diferentes ciclos de produgéo, o epididimo de ambos
apresenta algumas semelhancas e diferencas em comparacdo com a maioria dos
mamiferos. Em um outro trabalho, realizado no Cerrado com a espécie A. planirostris, foi
verificado atividade espermatogénica continuamente ativa durante todo o ano, apresentando
espermatozoides no epididimo dentro de sua cauda em todos os meses (BEGUELINI et al.,
2013).
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1.3.10 Ovarios

Os ovérios (Figura 1.5) dos mamiferos sdo 6rgdos que apresentam importantes
fungbes, como a producdo e liberacdo de ovdcitos (exdcrina ou gametogénica) e a producao
e liberacdo de hormoénios esterdides (endocrina ou esteroidogénica) (RODGERS et al.,
1999; GARTNER; HIATT, 2002; HAFEZ, 2004; MOORE; PERSAUD, 2004). Ambas fungdes,
consistem em processos interdependentes e complementares, necessarias para 0 sucesso
reprodutivo (PINEDA, 1989).

Tanica Epitélio Foliculos Foliculos em
albuginea  germinativo primordiais crescimento
\\ / / Foliculo
Veias e \ / \ / pré-ovulatorio
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Figura 1.5. Desenho esquemético do ovario. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2013.

Superficialmente, os ovarios sdo cobertos pelo epitélio germinativo, o qual consiste
em um epitélio pavimentoso ou cubico simples, essa variagdo ocorre em consequéncia da
presenca de algumas estruturas como grandes corpos lUteos que pressionariam esse
epitélio (DUKE, 1980). Logo abaixo do epitélio germinativo, encontra-se uma espessa
camada de tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea. Ainda sim, em uma sec¢do do
ovario distinguem-se duas regides: uma zona central ou medular e uma zona periférica ou
cortical (GARTNER; HIATT, 2002; HAFEZ, 2004; MOORE; PERSAUD, 2004).

Na regido cortical, sdo encontrados foliculos quiescentes, em desenvolvimento ou
em atresia, corpos lateos, corpos albicans e corpos hemorragicos (GARTNER; HIATT,

2002). Nesta regido também se encontram fibras colagenas, fibroblastos, vasos sangtineos
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e linfaticos, bem como terminac¢des nervosas (HAFEZ, 2004). Ja a regido medular, consiste
de tecido conjuntivo fibroelastico (fibroblasto, fibras de coldgeno | e Il e fibronectina), de
nervos e de vasos sanguineos e linfaticos que penetram pelo hilo em contato com o
mesovario, de modo que essa regido funcionalmente € responsavel pela nutricdo e
sustentagdo do ovario (SMITH et al. 1993; HAFEZ, 2004).

1.3.11 Oogénese e foliculogénese

O processo de oogénese inicia durante a vida fetal, o qual compreende o
desenvolvimento e diferenciagdo das células germinativas primordiais até a formagéo do
oocito secundario (WASSARMAN; ALBERTINI, 1994). Todas as fémeas dos mamiferos
apresentam um estoque finito de células germinativas primordiais estabelecido durante a
vida fetal e que serd utilizado na foliculogénese (REYNAUD; DRIANCOURT, 2000).

Uma pequena populacdo de células germinativas primordiais, migram do saco
vitelino para os primérdios gonadais, essas células dividem-se e transformam-se nas
ovogdnias, de modo que o processo de divisdo mitdtica continua. Posteriormente, as
ovogodnias entram na profase da primeira divisdo mei6tica, mas param na fase de dipléteno
e ndo progridem para as outras fases da meiose. Essas células constituem o0s ovoécitos
primarios e sdo envolvidas por uma camada de células achatadas chamadas células
foliculares (HIRSHFIELD, 1991; PICTON et al. 1998; MOORE; PERSAUD, 2004).

A foliculogénese é definida como um processo de formacéo, ativacdo, crescimento
e maturacao folicular, o qual inicia na vida pré- natal com a formacao do foliculo primordial e
culminando com o estagio de foliculo pré-ovulatério (SAUMANDE, 1981; PICTON, 2001;
VAN DEN HURK, 2005). Além disso, esse processo requer uma regulacdo coordenada dos
genes que controlam o crescimento folicular, a progressao do ciclo celular, a apoptose e a
diferenciacdo celular (ERICKSON; SHIMAMSAKI, 1986).

Para morcegos, existem algumas peculiaridades no processo de foliculogénese,
como ovulacao tardia, de modo que a maioria das espécies um foliculo de Graff € mantido
no ovario durante a hibernagdo (WANG et al., 2008). Crichton e krutzsch (1985) nos Estados
Unidos, verificaram que elevados niveis de estrogénos no morcego Macrotus californicus,
influenciavam no aumento do crescimento dos foliculos ovarianos, coincidindo também com
a hipertrofia do corpo liteo, todos esses eventos iniciaram em janeiro e julho. Além disso, o

atraso do desenvolvimento dos foliculos estavam associados a reducao desse hormonio.
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Em um estudo realizado com a espécie Scotophilus heathi, foi observado que a
concentracdo elevada de androstenediona é responsavel pela sobrevivéncia do foliculo de
Graff ndo ovulatério durante um periodo prolongado, no entanto a reducéo desse hormonio
permite o densenvolvimentos do foliculos ovulatérios (KRISHNA; ABHILASHA, 2012). J4 em
um trabalho com trés espécies da familia Phyllostomidae, foi relatado que a existéncia de
células estaminais da linha germinativa podem estar envolvidas na renovacao de células
germinativas, mantendo assim, o desenvolvimento folicular pds-natal (ANTONIO-RUBIO;
PORRAS-GOMEZ; MORENO-MENDOZA, 2013).
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2.1 RESUMO

Os morcegos podem apresentam diferentes estagios reprodutivos sazonais, conforme a
influéncia de fatores climaticos e pela disponibilidade de alimentos. A morfologia externa,
permite indicar uma possivel condigcdo reprodutiva, no entanto analises morfométricas sao
fundamentais para inferir mais precisamente. Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi analisar
através da morfologia e histomorfometria as gbénadas masculina e feminina do morcego
Artibeus planirostris, ao longo do ciclo reprodutivo, em um fragmento de Mata Atlantica.
Para determinar a condicdo reprodutiva, os espécimes foram classificados em: machos
(testiculos descendentes e ndo descendentes) e fémeas (inativas, lactantes, gravidas e pos-
lactantes). As coletas foram realizadas entre junho/2014 a novembro/2015 e os animais foram
agrupados em seis periodos de trés meses cada: I, I, IlI, IV, V e VI. Para a anélise
histomorfométrica, os animais foram eutanasiados e tiverem seus 6rgdos removidos. As
ldminas produzidas foram coradas por Hematoxilina e Eosina. Nos testiculos, foram
mensurados: a area de ocupacdo do compartimento tubular e intertubular; nimero de células
de Leydig, de Sertoli, de espermatocitos e de espermatides alongadas, enquanto nos ovarios
foi considerada a area de ocupacédo e os numeros de foliculos. Um aumento significativo foi
evidenciado nos parametros testiculares, como também de machos descendentes durante os
periodos, embora apresentaram dois picos em meses secos. A area de ocupacdo dos ovarios
aumentou gradativamente, juntamente ao numero de foliculos antrais, a medida que
aproximava-se dos meses mais secos, entretanto fémeas lactantes foram capturadas em meses
chuvosos. Assim, conclui-se que os machos de A. planirostris estejam continuamente ativos
reprodutivamente, embora podem apresentar picos espermatogénicos em meses secos, para

assim sincronizar com o padrao de poliestria bimodal observado nas fémeas.

Palavras-chave: Atividade reprodutiva. Ovarios. Testiculos.

2.2 ABSTRACT

Bats can they have different seasonal reproductive stages, as the influence of climatic factors

and the availability of food. The external morphology, to indicate a possible reproductive

condition, however morphometric analysis they are key to infer more precisely. Thus, the aim
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of this study was to analyze through morphology and histomorphometry the male and female
gonads bat Artibeus planirostris, throughout the reproductive cycle, in a fragment of Atlantic
Forest. To determine the reproductive condition, the specimens were classified as male
(descended and not descended testes) and female (inactive, nursing mothers, pregnant women
and post-lactating). Samples were collected from June / 2014 to November / 2015, and the
animals were grouped into six periods of three months each: I, I, I1I, IV, V and VI. For
histomorphometric analysis, the animals were killed and have their organs removed. The
produced slides were stained with hematoxylin and eosin. Testes were measured: the area of
occupation of the tubular and Intertubular compartment; number of Leydig cells, Sertoli cells,
spermatocytes and spermatids elongated while in the ovaries was considered the occupation
area and follicles numbers. A significant increase was evident in testicular parameters, as
well as male descendants during the periods, although presented two peaks in dry months.
The footprint the ovaries gradually increases, along with the number of antral follicles, as it
approached the driest months, however lactating they were caught in rainy months. Thus, it is
concluded that male A. planirostris are continually reproductively active, but may have
spermatogenic peaks in dry months, so as to synchronize with the standard bimodal polyestry

observed in females.

Keywords: Reproductive activity. Ovaries. Testicles.

2.3 INTRODUCAO

A atividade reprodutiva de morcegos tropicais, € diretamente influenciada por
variacoes de temperatura, de pluviosidade e consequentemente, da disponibilidade de recursos
alimentares (FLEMING; HOOPER; WILSON, 1972; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000;
ZORTEA, 2003). Como os fatores ambientais interferem na reproducéo desse grupo, uma
mesma espécie pode comportar-se de diversas formas, bem como apresentar variados padroes

e estratégias reprodutivas, dependendo de sua area de ocorréncia e das condic¢des climaticas
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que o local oferece (ALTRINGHAM, 1998; NEUWRILER, 2000; RACEY; ENTWISTLE,
2000).

As fémeas de morcegos em geral, exibem variados padrbes reprodutivos, espéecies de
regibes temperadas apresentam monoestria, enquanto para as tropicais existem espécies
monoéstricas, porém a maior frequéncia sdo poliéstricas (HAPPOLD; HAPPOLD, 1990;
NOWAK, 1994; PERACCHI et al., 2006). Ainda assim, alguns morcegos Neotropicais
possuem um periodo de reproducdo uni ou bimodal, caracterizado por um longo periodo de
inatividade sexual (WILSON, 1979). A maioria dos estudos realizados no Brasil, indicam
padrdo de poliestria bimodal para Artibeus planirostris (WILLIG, 1985; TADDEI, 1976;
SILVA et al., 2001; BEGUELINI et al., 2013). No entanto, Silva et al. (2001) observaram
fémeas em estagio de gestacdo apenas entre dezembro e janeiro, apresentando s6 um evento
reprodutivo.

Diante das possiveis varia¢cdes do ciclo reprodutivo feminino, os machos podem
desenvolver diferentes estratégias, seja 0 armazenamento de espermatozoides na cauda do
epididimo ou no aparelho genital da fémea, seja a sincronizacdo da producao espermatica com
o0 periodo de ovulacdo e ainda, existe 0s que permanecem ativos durante todo o ano
(PACHECO, 2011; BEGUELINI et al., 2013; MORAIS et al., 2013).

Apesar das peculiaridades existentes na reprodugcdo dos morcegos, poucas Sao as
investigacOes que abordam os aspectos relacionados a sua biologia reprodutiva, especialmente
os que envolvem analises morfométricas. Recentemente Beguelini et al. (2013b), através de
analises morfométricas verificaram que machos de A. planirostris no Cerrado estavam
continuamente ativos durante o ano, mas com dois picos pronunciados de atividade
reprodutiva. Essa producdo espermatica continua, também foi observada por Duarte e
Talamoni (2010), para a espécie Artibeus lituratus em areas de Cerrado e Mata Atlantica. J&
Crichton e Krutzsch (1985), observaram crescimento folicular em fémeas de Macrotus
californicus, entre janeiro e junho nos Estados Unidos, de modo que apresentavam apenas um
foliculo de Graaf no ovario direito, em um periodo que antecede a ovulacao, sendo o final de
outubro e inicio de novembro.

Quando considerados os estudos citados, percebe-se que os machos da familia
Phyllostomidae costumam estar aptos reprodutivamente ao longo do ano, possivelmente para
adequar ao ciclo reprodutivo das fémeas. No entanto, tal fato ndo elimina a ocorréncia de

outras possibilidades, de modo que a biologia reprodutiva de morcegos € bastante variada.
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Como foi verificado na Mata Atlantica por Lima- Janior et al. (2014), em que os machos de
Phyllostomus discolor estavam ativos durante a estagdo chuvosa.

Em vista dos diversos aspectos e da importancia das informacbes acerca da
reproducdo dos morcegos, esse estudo realizou analises morfoldgicas e histomorfométricas
dos ovarios e testiculos do morcego A. planirostris em um fragmento ao norte da Mata

Atlantica, a fim de desvendar as caracteristicas da atividade reprodutiva dessa espécie.

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Area de coleta e exemplares

Os morcegos foram coletados na Reserva Bioldgica de Saltinho (REBIO Saltinho), a
qual faz parte do bioma Mata Atlantica, localizada no municipio de Tamandaré, litoral sul de
Pernambuco (08°44°13-08°43’S e 35°10°- 35°11°W) foi criada pelo Decreto n® 88.744/1983 e
se enquadra no SNUC como Unidade de Conservacdo de Protecdo Integral (CUNHA et al.,
2014). O clima predominante da regido € do tipo tropical imido.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Pernambuco- UFPE como o seguinte nimero de protocolo:
23076.037360/2014-92 e as coletas foram devidamente autorizadas pelo ICMBIo- Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, com o seguinte nimero de registro no
SISBIO- Sistema de Autorizacdo e Informacao em Biodiversidade: 26531-3.

Para a coleta foram utilizadas 10 redes de neblina, 12 m x 3 m, armadas a uma altura
padrdo de 3 m do chdo as 17: 00 e permanecendo até as 00: 00, durante dois dias consecutivos
a cada més, de junho de 2014 a Novembro de 2015. Foram capturados 15 machos adultos e 13
fémeas adultas da espécie A. planirostris, os quais foram reunidos em seis periodos, esse
agrupamento foi baseado nas médias mensais de precipitacdo e temperatura, cada um
compreendendo trés meses, tais como: periodo | (Junho-  Agosto/2014), periodo Il
(Setembro- Novembro/2014), periodo Il (Dezembro/2014- Fevereiro/2015), periodo 1V
(Margo- Maio/2015), periodo V (Junho-  Agosto/2015) e periodo VI (Setembro-
Novembro/2015). O esforgo de captura foi de 90. 720 m2. h, o qual foi calculado baseando-

se na metodologia de Straube; Bianconi (2002).
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2.4.2 Dados metereoldgicos

As médias mensais de precipitacdo e temperatura, foram fornecidos pelo Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET-2014/2015), Secdo de Observacdo e Meteorologia
Aplicada (SEOMA) — Pernambuco, Mata Sul.

2.4.3 Morfologia externa

Os machos foram classificados de acordo com a morfologia externa das génadas, para
a determinacdo do estagio reprodutivo. Foram caracterizados com testiculos descendentes,
quando esses Orgdos estavam visivelmente na regido escrotal e machos com testiculos nédo
descendentes, quando os testiculos ndo estavam aparentes no escroto, estando na regido
abdominal. Enquanto que para a determinacdo da condicdo reprodutiva das fémeas, foram
consideradas caracteristicas da morfologia externa do seu corpo. Foram classificadas em
quatro grupos: gravidas, quando o abddmen estava proeminente e com feto perceptivel,
lactantes quando as mamas apresentavam- se proeminentes, secretantes e auséncia de pelo em
torno das mamas; pos lactantes, quando ndo apresenta secrecdo e nem pelo em torno das
mamas; inativas quando o abddmen sem proeminéncia e as mamas nao aparentes (GANNON
e WILLIG, 1992).

2.4.4 Eutanasia dos animais

Para a realizac&o das analises histomorfométricas, foi necessario submeter os animais
coletados a eutanasia. Todos os machos foram submetidos, no entanto entre as fémeas foram
consideradas apenas as inativas. A eutanésia foi realizada por administracao intraperitoneal de
pentobarbital de sodio, a uma concentragio de 40 mg kg ! de peso do corpo, seguido pela
injeccdo de uma solucdo saturada de cloreto de potassio (MORAIS et. al., 2013).

2.4.5 Obtencéo e processamento do material bioldgico

Apos a eutanasia dos exemplares, eles foram dissecados. Nos machos, foi realizada

uma incisdo na pele e tela subcutanea da regido inguinal até o escroto para expor a area na
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qual se situa os testiculos, possibilitando assim que fossem removidos. Ja nas fémeas, a
incisdo foi realizada da regido abdominal em direcdo a inguinal, logo apds ocorreu o
afastamento do tecido para expor os ovarios. Em seguida, os orgdos foram fixados em
formalina a 10% neutra tamponada (NBF) e conservados no alcool a 70% e glicerinado a 5%,
posteriormente processados seguindo a técnica histolégica de rotina e incluidos em parafina.
Os blocos foram seccionados a 4um de espessura, e 0s cortes obtidos foram corados por

Hematoxilina e Eosina (HE) e analisados em microscopia optica.

2.4.6 Andlises histomorfométricas

Para a analise morfométrica, as laminas histoldgicas dos testiculos e ovérios foram
fotografadas em aumento total de 40X, 100X e 400X, através do programa Motic Images Plus
2.0. A camara foi acoplada ao microscopio optico, a qual estava conectada ao computador e
projetava a imagem da lamina no aumento desejado. A camara utilizada foi da marca
Moticam 2300 de 3.0 megapixels, o microscépio da marca Nikon Eclipse E200 e o
computador (CPU e monitor) da marca HP (Hewlett-Packard), sendo o monitor LCD (Liquid
Crystal Display) de L190HB e a CPU (Central Processing Unit) HP Compaq dc5850
Microtower.

Foram consideradas 10 fotomicrografias por lamina e espécime. Nos testiculos, foram
mensurados em micrémetros (um) a area de ocupacdo dos compartimentos tubular e
intertubular, assim como a altura do epitélio seminifero. Ainda assim, foram quantificados o0s
tipos celulares encontrados em cada compartimento, no tubular: células de Sertoli,
espermatides alongadas e espermatocitos. Enquanto no intertubular, foram quantificadas as
células de Leydig. Para as analises morfométricas nos ovarios, foram considerados apenas 0s
periodos IV, V e VI, nos quais foram encontradas as fémeas inativas. Assim, foi determinada
a area de ocupacdo do ovario e o numero dos diferentes foliculos (unilocular, multilocular,
antral e de Graff). Para as devidas mensuracdes, utilizou-se o software ImageJ versdo 1.44
(Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.4.7 Andlises estatisticas
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Para anélises estatisticas, os dados obtidos foram submetidos ao teste t e a anélise de
variancia (ANOVA) do software SPSS (Statistical Package of the Social Scienses, SPSS Inc.
Chicago, EUA) versdo 15.0, em que os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 15 machos utilizados nesse estudo, 12 apresentaram testiculos
descendentes, os quais foram capturados em todos os periodos considerados, tanto em meses
de alta precipitacdo como os de baixa precipitacdo, enquanto que apenas trés tinham testiculos
nédo descendentes, coletados em Junho/2014, Abril/2015 e Julho/2015 (Figura 2.1A). Entre as
13 fémeas capturadas, oito estavam inativas, quatro lactantes e uma gravida (Figura 2.1B). As
fémeas lactantes foram encontradas em Junho, Julho e Outubro, meses de alta precipitacéo,
entretanto a captura da gravida ocorreu em Fevereiro, o qual consistiu em um més de baixa
precipitacao.

Histologicamente, os testiculos do morcego A. planirostris, apresentaram-se
semelhantes aos descritos para os demais mamiferos. Superficialmente, estavam envolvidos
por uma camada de tecido conjuntivo, a tunica albuginea. Internamente com dois
compartimentos, o tubular e intertubular (Figura 2.2). A parede do compartimento tubular é
constituido pelo epitélio seminifero (Figura 2.2), no qual foram vizualizados as células da
linhagem espermatogénica em variados estagios de desenvolvimento (espermatogdnias,
espermatdcitos, espermatides e espermatozdides) e as células de Sertoli. Ja no compartimento

intertubular, estavam presentes as células de Leydig e fibroblastos.
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Figura 2.1. Relacdo do nimero de espécimes e condicdo reprodutiva de Artibeus planirostris com as médias
das precipitacdes mensais (mm). Periodo de Junho/2014 a Novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho —

Pernambuco. (A) Machos.(B) Fémeas.

Os ovérios, também apresentaram- se similares as descrigdes existentes na literatura.
Externamente, encontraram-se cobertos por um epitélio pavimentoso simples, o qual estava
apoiado sobre uma espessa camada de tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea. Na regido
cortical, foram visualizados foliculos em desenvolvimento, tais como: primario unilaminar
(FPU), priméario multilaminar (FPM), antral (FA) e atrésico, porém os foliculos de Graff (FG)
estavam ausentes. Em periodos de alta precipitagdo, foram encontrados corpos lGteos nos
ovarios. Enquanto que a regidao medular, consiste em tecido conjuntivo frouxo, o qual estava

rico em nervos e vasos, tanto sanguineos como linfaticos (Figura 2.3).
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Figura 2.2. Fotomicrografia do compartimento tubular (CT) e do compartimento intertubular (CI) do testiculo
de A. planirostris ao longo dos periodos. (A) Periodo I. (B) Periodo Il. (C) Periodo Ill. (D) Periodo IV. (E)
Periodo V. (F) Periodo VI. Observar Células de Leydig (seta) e Epitélio Seminifero (ES). Aumento: 400X. Barra
de escala = 20 pum.

Figura 2.3. Fotomicrografia dos ovarios de Artibeus planirostris ao longo dos periodos. (A) Periodo IV. (B)

Periodo V. (C) Periodo VI. Observar os foliculos ovarianos em diferentes estagios de maturacao (seta: foliculo
primario unilaminar; asterisco preto: foliculo primario multilaminar; seta pontilhada: foliculo antral ou
secundario; asterisco verde: foliculo atrésico) e Corpo liteo (Cabega de seta). Aumento de 40X. Barra de escala=
200 pm.
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Quando consideradas as analises morfométricas sobre os pardmetros testiculares,
diferengas significativas foram observadas entre os periodos. Em relacdo a area de ocupacao
do compartimento tubular (AOCT), os resultados mostraram um aumento significativo em
quase todos os periodos, de modo que foi observado dois picos pronunciados ao longo de
2015, um no inicio do ano (periodo Il1), e outro no final (periodo VI) (Tabela 2.1 e Figura
2.4A). O nuamero de células de Sertoli (NCS), de espermatocitos (NE) e de espermatides
alongadas (NEA), mantiveram-se constantes ao longo dos meses, porém maiores proporcdes
foram evidenciadas nos periodos Il (Dezembro/2014-Fevereiro/2015), V (Junho-
Agosto/2015) e VI (Setembro- Novembro/2015) (Tabela 2.2 e Figura 2.4B).

Ao que se refere a area de ocupacdo do compartimento intertubular (AOCI) (Tabela
2.1 e Figura 2.4A), a maior parte dos periodos apresentaram-se significantes entre si, exceto
quando o periodo Il foi comparado com o VI, o periodo Il com o V e VI, bem como o IV
com o V. No entanto, o periodo Il (Setembro-Novembro/2014) e VI (Setembro-
Novembro/2015) foram os mais expressivos significativamente, ambos periodos tiveram
poucas chuvas (Tabela 2.1). Quanto as células de Leydig (NCL), apresentaram médias
elevadas em quase todos os meses analisados, no entanto os periodos Il, IV e V foram
expressivamente significantes (Tabela 2.2 e Figura 2.4C).

Em relacdo a area de ocupacdo do ovario (AOO), as analises morfométricas nao
mostraram diferencas significativas entre os periodos considerados (Tabela 2.3 e Figura 2.5),
mas foi percebido um aumento gradativo da area de ocupacdo, juntamente com nimero de

foliculos antrais, @ medida que aproximava-se dos meses mais secos ( Tabela 2.4).
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Tabela 2.1. Média e desvio padrdo, da area de ocupacdo do compartimento tubular (AOCT) e area de ocupacdo do compartimento intertubular (AOCI) do testiculo de Artibeus

planirostris coletados entre junho/2014 a novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho — Pernambuco.

PARAMETROS PERIODO | PERIODO Il PERIODO IlI PERIODO IV PERIODO V PERIODO VI Valores de p AOCT* Valores de p AOCI**
0,001° 0,001~
0,001° 0,0018
0,444°¢ 0,001¢
0,001¢ 0,001P
AOCT 21,58+ 4,17 43,73+7,12 36,74 + 6,66 20,56 + 5,92 29,06 + 8,69 41,71 £10,27 0,001¢ 0,001F
0,013f 0,001F
0,001¢ 0,001¢
0,001" 0,001"
0,583 0,911'
0,001 0,066’
AOCI 9,88 + 3,45 56,07 + 8,52 6,36 £1,78 497 + 3,38 5,85+ 3,18 17,01 +£7,01 0,001 0,435%
0,079' 0,001+
0,001™ 0,270M
0,001" 0,001N
0,001° 0,001°

*aPerjodos | e 11; P Periodos | e I11; ¢ Periodos | e IV; 9 Periodos | e V; & Periodos | e VI; T Periodos Il e I11; 9 Periodos Il e IV; " Periodos 11 e V;  Periodos Il e 1V;1 Periodos 11 e

IV; K Periodos 111 e V; ' Periodos 111 e VI; ™Periodos 1V e V; "Periodos 1V e VI; ° Periodos V e VI.

**Aperjodos | e I1; B Periodos | e 111; € Periodos | e 1V; P Periodos | e V; E Periodos | e VI; F Periodos Il e 111; © Periodos Il e 1VV; H Periodos Il e V; ! Periodos Il e 1V; ? Periodos

I11 e IV; K Periodos 111 e V; - Periodos 111 e VI; MPeriodos IV e V; NPeriodos IV e VI; © Periodos V e VI.
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Tabela 2.2. Média e desvio padrdo do nimero de células de Sertoli (NCS), nimero de espermatdcitos (NE), nimero de espermatides alongadas (NEA) e numero de células de

Leydig (NCL) encontradas no testiculo de Artibeus planirostris coletados entre junho/2014 a novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho — Pernambuco.

PARAMETROS PERIODO | PERIODO II PERIODO Il PERIODO IV PERIODO V PERIODO VI Valoresdep  Valoresdep  Valoresdep  Valores de p

NCS* NE** NEA** NCL %
0,934° 0,009 0,035% 0,00144

NCS 1336,66453517  1320,68+504,60 920,0501,32 713,170+432,00 1108,03+841,80 3111,17+2151,76 0,008° 0,055° 0.994% 0,308%
0,001¢ 0,890° 0,370% 0,020
0,197¢ 0,017° 0,006% 0,001%°
0,001¢ 0,001 0,001% 0,001¢€
0,049" 0,006 0,030" 0,001

NE 222505+1110,03 115826481027  3074,14+1924,21  2181,97+1320,07 2196,68+1185,09 4379,75+2393,54 0,0019 0,007 0,153 0,338%¢
0,450" 0,012 0,001/ 0,798
0,016’ 0,001 0,001" 0,871"
0,126 0,080" 0,448 0,009"

NEA 1883,44+1228,27 971,0+822,20 1886,03+1356,36  1549,05+1626,17 2858,37+1549,90 5058,40+1837,26 0,362¢ 0,073 0,020+ 0,001
0,001 0,059- 0,001" 0,001
0,022 0,961 0,001"™ 0,407MM
0,001" 0,001" 0,001™ 0,289
0,001° 0,001 0,001 0,647%

NCL 15,33+7,61 25,00+7,94 13,20+13,20 31,83+35,97 25,02+16,07 24,50+7,87

*aperiodos | e I1;  Periodos | e I11; ¢ Periodos | e IV; 9 Periodos | e V; € Periodos | e VI; T Periodos Il e I11; 9 Periodos 11 e IV; " Periodos Il e V; P Periodos 11 e 1V; Periodos 111 e
IV; K Perjodos 111 e V; ' Periodos 111 e VI; ™Periodos IV e V; "Periodos 1V e VI; ° Periodos V e VI.
**A Periodos | e 11; B Periodos | e 111; € Periodos | e 1V; P Periodos | e V; E Periodos | e VI; F Periodos 1l e I1I; © Periodos Il e 1V; H Periodos Il e V; ' Periodos Il e IV; ? Periodos
I11 e IV; X Periodos Il e V; - Periodos 111 e VI; MPeriodos IV e V; NPeriodos 1V e VI; © Periodos V e VI.
***a Parjodos | e II; P Periodos | e I11; ¢ Periodos | e 1V; 9 Perjodos | e V; ¢ Periodos | e VI; T Periodos Il e I11; 9 Periodos 11 e 1V; "™ Periodos 11 e V; it Periodos Il e 1V; i
Periodos 11 e IV; ¥ Periodos Il e V; " Periodos 111 e VI; ™ Perjodos 1V e V; ™ Periodos IV e VI; % Periodos V e VI.
***x*%AA Pariodos | e I1; BB Perjodos I e I11; € Periodos | e 1V; PP Perjodos | e V; EE Periodos | e VI; FF Periodos Il e 111; ©© Periodos Il e 1VV; HH Periodos Il e V; " Periodos 11 e IV;
¥ periodos 111 e 1V; “% Perjodos 111 e V; ' Periodos 111 e VI; MM Periodos IV e V; NN Perjodos 1V e VI; ©° Periodos V e VI.
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Figura 2.4 Relagdo entre as médias dos parametros testiculares de Artibeus planirostris com as médias das
precipitacdes mensais (mm). Periodo de Junho/2014 a Novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho—
Pernambuco. (A) Area de ocupacdo do compartimento tubular (AOCT) e area de ocupacdo do compartimento
intertubular (AOCI). (B) Numero de células de Sertoli (NCS), Nimero de espermatdcitos (NE) e Numero de
espermatides alongadas (NEA). (C) Numero de células de Leydig (NCL).
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Tabela 2.3: Média e desvio padrdo da area de ocupacdo do ovario (AOO) de Artibeus planirostris, coletados

entre Marco a Novembro/2015 na Reserva Biolégica de Saltinho — Pernambuco.

PARAMETRO PERIODO IV PERIODO V PERIODO VI Valores de p
AOO*
0,169?
0,99 +0,81 1,23+0,12 1,26 +0,36 0,224
AOO 0,598¢

*aperiodos IV e V: P Periodos IV e VI: ¢ Periodos V e VI.

Tabela 2.4. Quantidade dos tipos de foliculos ovarianos em diferentes estagios de maturacdo de Artibeus

planirostris, coletados entre Marco a Novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho — Pernambuco.

Tipo de Periodo IV Periodo V Periodo VI
Foliculo
Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov
Unilaminar 4 8 11 17 14 7
Multilaminar 3 9 7 11 12 5
Antral 7 4 11 11 5
De Graff 0 0 0 0 0
1,4 500
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Figura 2.5. Relagdo entre as médias aritméticas da area de ocupacdo do ovario (AOO) com as médias das
precipitagdes mensais (mm), referentes aos periodos 1V, V e VI, das fémeas de Artibeus planirostris coletadas

entre Marco a Novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho — Pernambuco.
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Em um estudo realizado por Beguelini et al. (2013), baseado em anélises
morfométricas, verificaram que machos de A. planirostris em uma &rea do Cerrado, estavam
continuamente ativos durante todo o ano. Tais inferéncias, podem explicar a maior proporgéo
de machos descendentes ao longo de todos os meses analisados. Provavelmente, os machos
permacem aptos reprodutivamente, a fim de adequar-se ao ciclo feminino, as quais estavam
lactantes em Junho, Julho e Outubro, e uma gravida em Fevereiro, sendo possivel ter
apresentado mais de um pico reprodutivo ao longo dos meses.

Em biomas como Cerrado e Caatinga, as fémeas de A. planirostris tiveram dois
eventos reprodutivos ao longo do ano, sendo que os picos de lactacdo ocorreram de Outubro a
Dezembro de Janeiro a Marco (TADDEI, 1976; TADDEI, 1980; WILLIG, 1985). Ja na Mata
Atlantica, Kaku- Oliveira (2010) observou que as fémeas capturadas nos meses de Margo e
Fevereiro, ndo estavam gravidas e nem lactantes, e como o estudo baseou apenas em analises
da morfologia externa, ndo foi possivel inferir sobre o padréo reprodutivo.

Mesmo que a maioria desses resultados indiquem padrdo de poliestria bimodal, é
evidente que a ocorréncia de fémeas gravidas, lactantes e inativas divergem entre o0s periodos
chuvosos e secos ao longo do ano para diferentes locais, apesar de ser a mesma espécie. Essas
divergéncias observadas para definir o padrao reprodutivo de A. planirostris, enfatiza que as
condicdes reprodutivas podem variar conforme a area de ocorréncia, dentro da mesma
familia, género, e inclusive dentro de uma mesma espécie (BRADBURY; VEHRENCAMP,
1977; TADDEI, 1980; ZORTEA, 2003).

A maior frequéncia de fémeas lactantes encontradas nos meses chuvosos nesse estudo,
pode ser explicada com a maior disponibilidade alimentar (ESTRADA; COATES-
ESTRADA, 2001). Segundo Bredt e Uieda (1996), existe uma relacéo entre a reproducéo dos
morcegos frugivoros ao periodo de floragdo ou frutificacdo das plantas, o qual corresponde ao
periodo de umidade elevada. Assim, como a lactagdo é mais dispendiosa para as fémeas do
gue a gravidez, a sobrevivéncia de filhotes aumenta, se 0s nascimentos forem sincronizados
com o periodo de maior abundéncia de alimento (BRADBURY; VEHRENCAMP, 1977).

A continua atividade reprodutiva dos machos, observada diante das analises
morfoldgicas, sdo corroboradas com os achados morfométricos, de modo que ocorreu o
aumento da (AOCT) durante todos os meses considerados. Essa capacidade, ficou bastante
evidenciada, quando os machos expressaram aumento significativo do compartimento tubular

nos mesmos meses nos dois anos analisados (periodo 11 e VI). Embora os machos procuram
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estar preparados anualmente para reproduzir, dois picos pronunciados foram observados
durante o ano de 2015, (periodo 111 e VVI), ambos consistiram em meses de pouca precipitacéo.
Tal fato, pode estar associado com uma maior atividade espermatica, visto que espermatocitos
e espermatides alongadas, foram frequentes nesses periodos (MORAIS et al., 2014). Quanto
as maiores médias em meses de poucas chuvas, possivelmente seja para sincronizar com a
maior receptividade das fémeas para acasalar nesse periodo, e assim os filhotes nascerem
durante os meses chuvosos (FLEMING et al.,1972; MATSUMOTO, 1996; BEGUELINI et
al., 2011; FARIAS et al., 2014).

De acordo com Sharpe (1994), o numero de células espermatogénicas no epitélio é
determinado pela frequéncia de células de Sertoli, 0 que explica o aumento de ambos tipos
celulares nos mesmos periodos para A. planirostris. De modo que as (CS), desempenham um
papel crucial no desenvolvimento das células germinativas e na regulacdo da
espermatogénese, sendo estimulada pelo o horménio foliculo estimulante (FSH) e pela
testosterona (MATSUMOTO, 1996; LEE et al.,, 2000; HECKERT; GRISWOLD, 2002;
BEGUELINI et al., 2011; MORAIS et al., 2013)

Enquanto que a preferéncia da espermatogénese seja em meses secos, a demana
hormonal provavelmente seja intensificada em meses mais chuvosos (periodo Il, IV e V), pois
ocorreu expresséo significativa da (AOCI) e aumento das celulas de Leydig nesses periodos.
Em geral, estudos relatam que a producdo androgénica, costumam ocorrer mais
frequentemente em periodos que antecedem a reproducao (BARROS et al., 2013; MORAIS et
al., 2013).

Mesmo que ndo tenha ocorrido diferenca significativa entre os periodos quanto a
(AOOQ), foi percebido um aumento gradativo da area de ocupagdo associado ao nimero de
foliculos antrais, a medida que se aproximava dos meses mais secos. Adicionalmente, foi
observado a presenca de corpo Iuteo em fémeas capturadas nesses meses, 0 que indica
resquicios de uma recente ovulagdo. Tais ocorréncias, mostram que as fémeas ainda tentam
sincronizar a sua reproducdo com as estacdes, embora esteja havendo um disturbio na
quantidade de chuvas entre as estagfes. Em um estudo realizado po Crichton e krutzsch
(1985), verificaram que os elevados dos niveis de estrogénos no morcego Macrotus
californicus, influenciavam no aumento do namero e crescimento dos foliculos ovarianos,

coincidindo também com a hipertrofia do ovario em meses de pouca chuvas.
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2.6 CONCLUSOES

Considerando todas as analises, verifica-se que os testiculos de A. planirostris em
meses secos, costumam intensificar sua producdo espermatica, associada ao aumento tubular e
de seus tipos celulares, adequando assim, com a reproducdo das fémeas, as quais
apresentaram um maior numero de foliculos em estagios avangados de desenvolvimento,
nesse periodo. Ainda assim, mesmo que 0s machos evidenciaram periodos com maior
incidéncia de espermatogénese, eles permaneceram ativos continuamente, independente das
variacbes pluviométricas e em meses chuvosos aumentam sua producdo androgénica,
necessaria para a reproducdo que ocorrera no proximo periodo. Em vista desses aspectos,
possivelmente os machos de A. planirostris estejam ativos reprodutivamente ao longo do ano,
porém podem apresentar picos espermatogénicos em meses Secos, 0S quais seriam para

sincronizar com o padréo de poliestria bimodal observado nas fémeas.
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Caracterizacdo morfoldgica e histomorfométrica do epididimo do morcego neotropical
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3.1 Resumo

O epididimo dos morcegos apresenta funcdes que garantem o sucesso reprodutivo, no entanto
poucas sao as investigacdes sobre os efeitos provocados pelas variadas condic¢des climaticas.
Em vista disso, o presente estudo analisou o epididimo do morcego Artibeus planirostris,
através da morfologia e histomorfometria, em um fragmento de Mata Atlantica. As coletas
foram realizadas durante 18 meses (junho/2014 a novembro/2015) e os animais foram
agrupados em seis periodos de trés meses cada: periodos I, I, I1I, 1V, V e VI. Para a andlise
histomorfométrica, os animais foram eutanasiados e tiveram seus epididimos removidos. As
laminas produzidas foram coradas por Hematoxilina e Eosina. No epididimo foi medido:
altura do epitélio, diametro tubular, do limen e do epitélio, em cada regido que compreende o
epididimo. Os resultados indicaram um aumento significativo quanto aos didmetros luminal,
epitelial e tubular na regido da cauda ao longo dos periodos, porém com expressividade
acentuada em dois periodos especificos. J& a altura do epitélio aumentou gradativamente, no
entanto uma reducdo foi verificada em um dos periodos analisados. Considerando os dados
obtidos, o epididimo do morcego A. planirostris provavelmente apresenta um armazenamento
continuo de espermatozoides na regido da cauda. De modo que, o epitélio reduz apds a
estocagem de espermatozoides, diante da sua atividade fisiolégica. E mesmo que seja
continua a estocagem, apresentam dois picos de armazenamento em meses de baixa

precipitacao.

Palavras- chave: Reproducdo. Histologia. Morfometria. Espermatozoides. Cauda.

3.2 Abstract

The epididymis of bats has functions that ensure reproductive success, however there is little
research into the effects caused by varying weather conditions. In view of this, the present
study examined the bat epididymis Artibeus planirostris by morphology and
histomorphometry in a fragment of Atlantic Forest. Samples were collected for 18 months
(June / 2014 to November / 2015) and the animals were grouped into six periods of three

months each: periods I, I, 111, IV, V and VI. For histomorphometric analysis, the animals
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were euthanized and had their epididymis removed. The produced slides were stained with
hematoxylin and eosin. In the epididymis was Measured: epithelial height, diameter tubular,
lumen and epithelium, in each region which comprises the epididymis. The results indicated a
significant increase as the lumen, epithelial, and tubular diameters in the region of the tail
over the periods, but with pronounced expression in two specific periods. Since epithelial
height gradually increases, however, a decrease was observed in one of the periods analyzed.
Considering the data obtained, the bat epididymis A. planirostris probably has a continuous
storage of sperm in the tail region. So that reduces the epithelium after the storage of sperm,
before their physiological activity. And even if it is continuous storage, have two storage
peaks in months of low rainfall.

Keywords: Reproduction. Histology. Morphometry. Sperm. Tail.

3.4 INTRODUCAO

A ordem Chiroptera apresenta diversas estratégias reprodutivas, essas caracteristicas
permitem que a reproducdo desse grupo seja considerada a mais variada, quando comparada
com as demais ordens de mamiferos (CRICHTON; KRUTZSCH, 2000). Além disso, a
reproducdo dos morcegos que habitam regides tropicais é diretamente influenciada por fatores
climaticos como temperatura e pluviosidade, por conseguinte, esses fatores afetam a
disponibilidade de alimentos, necessarios para suprir 0s gastos energéticos durante o periodo
reprodutivo (RACEY; ENTWISTLE, 2000; HEIDEMAN; KUNZ; FENTON, 2003).

Diante dos variados fatores que interferem na reproducao, os morcegos desenvolveram
mecanismos sobre seus 0rgaos reprodutivos para adequar-se. Tal fato pode ser observado no
epididimo, quando algumas espécies de morcegos sdo capazes de armazenar espermatozoides
viaveis na cauda do epididimo, durante um longo periodo de tempo (WIMSATT, 1969;
HOSKEN et al., 1996; CRICHTON; KRUTZSCH 2000).

O epididimo consiste em tubulo, o qual estd associado a importantes funcoes,

fundamentais para garantir o sucesso reprodutivo (BEU et al., 2009). Funcionamente, ele atua
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na maturacdo e armazenamento dos espermatozoides, ainda assim, seu epitélio é responsavel
por criar condicBes ideais para que 0s espermatozoides continuem viaveis e mdveis
(AGUILERA-MERLO et al., 2005; AHMED et al., 2009; BEU et al., 2009). Estudos
anteriores relataram as diferentes funcdes realizadas pelas regibes que o compreende (
HERMO, 1988; SETCHELL et al., 1994). Segundo Abe e Takano (1988), a fungéo principal
do segmento inicial, é a absorcdo de fluidos, ao passo que a fungdo atribuida a cauda é a
estocagem de espermatozoides, embora exista também atividade de absorcéo nesta regido,
como foi observado por Robaire e Hermo (1988).

Apesar dessas particularidades, poucos sdo os estudos que abordam as possiveis
variacfes funcionais no epididimo de morcegos, considerando as condicBes climaticas ao
longo do ano, ainda assim, os que sdo baseados em andlises morfométricas permanecem
escassos. Em um estudo realizado por Beguelini et al. (2010), verificaram que as espécies
Eumops glaucinus e Molossus molossus apresentaram espermatozoides em maior quantidade
no corpo e na cauda do epididimo. Beguelini et al. (2013), constataram que 0 morcego
Artibeus planirostris estava continuamente ativo, com a presenca de espermatozoides na
cauda do epididimo durante todo o ano. Recentemente, Beguelini et al. (2015), observaram
uma atividade continua do epididimo de Myotis nigricans, tanto nos periodos ativos de
espermatogénese como no de regressao, COMo maior armazenamento na cauda.

Tais estudos, demonstram que 0 armazenamento dos espermatozoides em morcegos,
estd associado a regido da cauda, e que o periodo de armazenamento depende das
particularidades existentes nas espécies. Em vista disso, esse estudo avaliou o epididimo do
morcego A. planirostris, através de parametros morfoldgicos e histomorfométricos, a fim de

investigar os aspectos que envolvem essa espécie e suas variagcdes ao longo do ano.

3.5 MATERIAL E METODOS

3.5.1 Area de coleta e exemplares

A coleta foi conduzida na Reserva Bioldgica de Saltinho (REBIO Saltinho), a qual faz
parte do bioma Mata Atlantica, localizada no municipio de Tamandaré, litoral sul de
Pernambuco (08°44°13-08°43’S e 35°10°- 35°11°W) foi criada pelo Decreto n°® 88.744/1983
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e se enquadra no SNUC como Unidade de Conservacdo de Protecdo Integral (CUNHA et al.,
2014). O clima predominante da regido € do tipo tropical imido.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pernambuco- UFPE como o seguinte numero de protocolo:
23076.037360/2014-92 e as coletas foram devidamente autorizadas pelo ICMBIo- Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, com o seguinte nimero de registro no
SISBIO- Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade: 26531-3.

Para a coleta foram utilizadas 10 redes de neblina, 12 m x 3 m, armadas a uma altura
padrdo de 3 m do chédo as 17: 00 e permanecendo até as 00: 00, durante dois dias por més a
partir de junho de 2014 a Novembro de 2015. Foram capturados 15 machos adultos da espécie
A. planirostris, os quais foram reunidos em seis periodos, esse agrupamento foi baseado nas
médias mensais de precipitacdo e temperatura, cada um compreendendo trés meses, tais
como: periodo | (Junho- Agosto/2014), periodo Il (Setembro- Novembro/2014), periodo Il
(Dezembro/2014- Fevereiro/2015), periodo IV (Mar¢o- Maio/2015), periodo V (Junho-
Agosto/2015) e periodo VI (Setembro- Novembro/2015). O esforco de captura foi de 90.

720 m2. h, o qual foi calculado baseando- se na metodologia de Straube; Bianconi (2002).
3.5.2 Dados metereoldgicos

As médias mensais de precipitacdo e temperatura, foram fornecidos pelo Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET-2014/2015), Secdo de Observacdo e Meteorologia
Aplicada (SEOMA) — Pernambuco, Mata Sul.
3.5.3 Eutanasia dos animais

Para a realizacdo das analises histomorfometricas, foi necessario submeter animais
coletados a eutanasia. A eutanasia foi realizada por administragdo intraperitoneal de
pentobarbital de sodio, a uma concentracdo de 40 mg kg- 1 de peso do corpo, seguido pela

injeccdo de uma solugdo saturada de cloreto de potéssio (MORAIS et. al., 2013).

3.5.4 Obtencéo e processamento do material bioldgico
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Apos a eutanasia dos exemplares, eles foram dissecados. Nos machos, foi realizada
uma incisdo na pele e tela subcutanea da regido inguinal até o escroto para expor a area na
qual se situa os epididimos, possibilitando assim que fossem removidos. Em seguida, 0s
orgdos foram fixados em formalina a 10% neutra tamponada (NBF) e conservados no alcool a
70% e glicerinado a 5%, posteriormente processados seguindo a técnica histoldgica de rotina
e incluidos em parafina. Os blocos foram seccionados a 4um de espessura, e 0s cortes obtidos

foram corados por Hematoxilina e Eosina (HE) e analisados em microscopia optica.

3.5.5 Andlises histomorfométricas

Para a analise morfométrica, as Iaminas histologicas dos epididimos foram
fotografadas em aumento total de 100X e 400X, através do programa Motic Images Plus 2.0.
A cémara foi acoplada ao microscépio Optico, a qual estava conectada ao computador e
projetava a imagem da lamina no aumento desejado. A camara utilizada foi da marca
Moticam 2300 de 3.0 megapixels, o microscépio da marca Nikon Eclipse E200 e o
computador (CPU e monitor) da marca HP (Hewlett-Packard), sendo o monitor LCD (Liquid
Crystal Display) de L190HB e a CPU (Central Processing Unit) HP Compaq dc5850
Microtower. Foram consideradas 10 fotomicrografias por lamina e espécime. Nos epididimos,
foram mensurados em micrémetros a altura do epitélio, os diametros do epitélio, do limen e
dos tubulos essas analises foram realizadas nas quatro regifes que compreende o epididimo:
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. Para as devidas mensuracdes, utilizou-se o software
ImageJ versao 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA).

3.5.6 Andlises estatisticas

Para anlises estatisticas, os dados obtidos foram submetidos ao teste t e a analise de
variancia (ANOVA) do software SPSS (Statistical Package of the Social Scienses, SPSS Inc.
Chicago, EUA) versdo 15.0, em que os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Histologicamente o epididimo de A. planirostris apresentou-se semelhante, as
informacdes descritas na literatura. Foi vizualizado um epitélio pseudo-estratificado colunar
com esteriocilios, no qual foram encontrados trés tipos celulares: células apicais, basais e
principais. Como na maioria dos mamiferos, a célula principal foi o tipo de celular
predominante em todos o0s segmentos. Através das caracteristicas morfologicas e
morfomeétricas foi possivel identificar quatro regides, tais como: segmento inicial, cabeca,

corpo e cauda. Estas caracteristicas também foram descritas por Beguelini et al. (2013) nas

espécies do Cerrado.

Figura 3.1. Fotomicrografia das regides que compreende o epididimo de A. planirostris. Aumento de 100X: (A)
Segmento inicial. (B) Cabeca. (C) Corpo. (D) Cauda. Barras de escala = 200 um. Aumento de 400X: (E)
Segmento inicial. (F) Cabeca. (G) Corpo. (H) Cauda. Observar o Epitélio (Ep) e o Lumen (Lu). Barras de escala
=20 um.

Os resultados morfométricos indicaram algumas variagbes entre 0s parametros
analisados no epididimo, durante os meses considerados. No que se diz respeito a altura do
epitélio, na regido da cauda (Figura 3.1D) todos os periodos comparados apresentaram
significancia. No entanto, ocorreu uma reducdo pronunciada no periodo IV (Margo-
Maio/2015) (Figura 3.2A e Tabela 3.1). O segmento inicial (Figura 3.1A) foi estatisticamente
significativo quando comparados entre os periodos, porém mostrou-se maior no periodo VI.
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Ja na regido da cabeca (Figura 3.1B), o periodo | foi bastante reduzido, sendo significativo
apenas com o periodo VI. Quanto ao corpo (Figura 3.1C), reduzidas variagdes foram
observadas entre 0s periodos.

Em relacdo ao diametro tubular (Figura 3.2B e Tabela 3.1), o segmento inicial (Figura
3.1E) e a cauda mostrou-se significativo entre todos os periodos analisados. Entretanto,
meédias elevadas foram encontradas na regido da cauda nos periodos Il e VI. No didmetro
luminal, todos periodos foram significativos na cauda, porém a maior propor¢do ocorreu no
periodo Il e VI. O segmento inicial e o corpo mostraram-se constantes, com reduzidas
variacdes. A cabeca (Figura 3.1F) variou significantemente na maioria dos periodos, tal fato
ficou evidenciado diante do aumento gradativo nos dois primeiros periodos, posteriormente
manteve-se constante nos periodos (111, IV e V), ocorrendo em seguida uma queda no periodo
VI.) (Figura 3.2C e Tabela 3.2). Ja no diametro epitelial (Figura 3.2D e Tabela 3.4), todos
segmentos apresentaram significancias entre a maioria dos periodos, com médias elevadas no
periodo V (Junho-Agosto/2015). A cauda mostrou-se significativa em todas analises (Figura
3.1H). Diante dos dados obtidos, percebe-se que os diametros tubular, luminal e epitelial,
aumentam expressivamente nos mesmos periodos, enquanto, a altura do epitélio reduz

significativamente ap0s esses periodos, embora tenha aumentado ao longo dos outros meses.
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Figura 3.2: Graficos representando as médias morfométricas do epididimo de Artibeus planirostris, coletados

entre junho/2014 a novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho — Pernambuco. (A) Altura do epitélio. (B)

Diametro tubular. (C) Diametro luminal. (D) Diametro do epitélio.
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Tabela 3.1. Média e desvio padréo da altura do epitélio do epididimo de Artibeus planirostris coletados entre junho/2014 a novembro/2015 na Reserva Biol6gica de Saltinho —

Pernambuco.

PARAMETROS SEGMENTOS PERIODO | PERIODO Il  PERIODO PERIODO IV PERIODO V PERIODO VI Valores de p Valores de p Valores de p Valores de p
1T Si* Ca** Cp*+* Caur***
0,0012 0,702~ 0,001% 0,00244
Seg. Inicial 2,97+ 0,20 235+031  307+092 1,72+ 0,61 1,90 £ 0,69 3,48 +0,19 0,001° 0,631° 0,001% 0,031°®
(Si) 0,001¢ 0,021° 0,001 0,001¢¢
0,001 0,628° 0,001% 0,008%°
0,001¢ 0,981¢ 0,323= 0,001¢€
Cabeca 1,49 + 0,66 1,04+086  1,45+0,38 1,96 +0,23 1,79+0,78 1,61+0,62
ALTURA DO c ¢ 0,001 0,001F 0,001 0,001FF
EPITELIO (AE) (Ca)
0,0019 0,001¢ 0,672% 0,0016¢
0,001" 0,911+ 0,596 0,011"H
0,001 0,803' 0,001 0,003"
Corpo 0,031 0,022° 0,001 0,022"
Cp) 150£024 1,98 +0,46 2,68 0,37 1,72+0,43 1894071  1,49+0,32 031 : 001 ,
0,001¢ 0,001¥ 0,001k 0,001KK
I
0,001' 0,653" 0,001 0,003\
0,001" 0,001 0,409"™" 0,001M™
Cauda n N 0,001™ NN
(Cau) 433+234 490£205 605109 240111 411249 6,63+ 0,85 0,001 0,001 0,001
0,001° 0,555° 0.001% 0,001%°

*aPeriodos | e 11; ® Periodos I e 111; ¢ Periodos I e 1V; ¢ Periodos I e V; © Periodos | e VI; T Periodos 11 e 111; 9 Periodos Il e 1V; " Periodos Il e V; ' Periodos 11 e 1V; 1 Periodos 11l e 1V; ¥ Periodos 111 e V; ' Periodos Il e VI; ™
Periodos IV e V; "Periodos 1V e VI; ° Periodos V e VI. **”Periodos | e 11; ® Periodos I e 111; € Perfodos 1 e 1V; P Periodos | e V; E Perfodos 1 e VI; ¥ Periodos 11 e 111; © Periodos 11 e 1V; " Periodos Il e V; ' Periodos 1l e 1V;’
Periodos 111 e IV; ¥ Periodos 111 e V; - Periodos 111 e VI; ™Periodos 1V e V; N Periodos IV e VI; © Periodos V e VI. ***# Periodos | e I1; ® Periodos | e 111; © Periodos | e 1V; % Periodos 1 e V; * Periodos | e VI; f Periodos 11
e 111; 9 Periodos 11 e IV; "™ Periodos 11 e V; ' Periodos 11 e IV; 1 Periodos 111 e 1V; * Periodos 111 e V; " Periodos I11 e VVI; ™ Periodos IV e V; ™ Periodos IV e VI; ® Periodos V e V1. ****AA perjodos | e I1; 8 Periodos | e IlI;

CC periodos | e IV; PP Periodos | e V; & Periodos | e VI; ¥ Periodos 1l e I11; ¢ Periodos Il e IV; ™" Periodos Il e V; " Periodos 1l e 1V; * Periodos 111 e 1V; ¥ Periodos 11 e V; "~ Periodos 111 e VI; ™ Periodos IV e V; NN

Periodos 1V e VI; °° Periodos V e VI.



Tabela 3.2. Diametro tubular (DT) do epididimo de Artibeus planirostris coletados entre junho/2014 a novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho— Pernambuco.
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PARAMETROS SEGMENTOS PERIODO | PERIODO II PERIODO 11 PERIODO IV PERIODO V PERIODO VI Valoresde Valoresdep  Valoresde  Valores de
p SI* Ca** p Cp*** p Cau****
0,0112 0,602* 0,001 0,03274
Seg. Inicial 2685,35+1209,80 5317,66+4048,33 4679,43+5108,04 6812,37+4005,99 6688,94+ 5801,70 4657,52+ 3014,61 0,001° 0,0128 0,811% 0,00188
(Si)
0,001° 0,623¢ 0,001 0,001¢¢
0,001¢ 0,008° 0,001% 0,008°P
0,001° 0,001F 0,323% 0,001F¢
Cabeca 3913,93+3211,56 3770,4+ 3080,57 5074,73+ 7371,36 12528,1+ 6910,11 5057,99+ 4784,61 2411,8+1460,96
(Ca) 0,001 0,001F 0,001 0,001
0,001¢ 0,001¢ 0,002% 0,001¢¢
DIAMETRO 0,001" 0,001" 0,006"™ 0,011
TUBULAR (DT) ' )
0,001 0,003' 0,001 0,003"
Corpo 2405,39+3559,61 3402,7+2409,97 2325,07+2020,59 1827,42+1445,37 2074,5+2901,47 3684,34+1095,35
(Cp) 0,041} 0,222 0,961 0,012%
0,001% 0,801K 0,332 0,001KK
0,001 0,003~ ,0031-
0,001" 0,003
0,724™ 0,001M 0,001MM
0,409™™
Cauda 10289,54+11690,28 12338,08+7028,09  28689,6+1495,06 14194,29+95403,22 11979,64+12926,04 20073,27+4876,46 0,001 0,001" 0.001™ 0,001™
Cau '
(Cau) 0,001° 0,001° 0,001°°
0,001

*aperiodos | e 11; ° Periodos | e 111; ¢ Periodos I e IV; ¢ Periodos | e V; © Periodos | e VI; T Periodos Il e I11; ¢ Periodos Il e IV; " Periodos Il e V; ' Periodos Il e IV; Periodos Il e IV; ¥ Periodos 11l e V; ' Periodos 11l e VI; ™
Periodos IV e V; " Periodos IV e VI; ° Periodos V e VI. **APerjodos | e II; B Periodos I e 11I; € Periodos | e IV; P Periodos | e V; E Periodos | e VI; ¥ Periodos Il e 11I; © Periodos Il e IV; H Periodos Il e V; ' Periodos Il e 1V;?
Periodos 111 e IV; ¥ Periodos 111 e V; - Periodos I1l e VI; MPeriodos IV e V; N Periodos IV e VI; © Periodos V e VI. ***%Perjodos | e II; ® Periodos | e I11; Periodos | e IV; % Periodos I e V; ® Periodos | e VI;  Periodos I
e l11; 99 Periodos 11 e IV; "™ Periodos Il e V; ' Periodos Il e IV;1 Periodos 11 e IV; ¥ Periodos 111 e V; " Periodos 111 e VI; ™ Periodos IV e V; ™ Periodos IV e VI; ® Periodos V e V1. ****AAperjodos | e I1; B Periodos | e I11;
CC Periodos | e IV; PP Periodos | e V; & Periodos | e VI; ¥ Periodos 1l e I11; ¢ Periodos Il e IV; " Periodos 11 e V; " Periodos 11 e 1V; * Periodos 111 e 1V; ¥ Periodos 111 e V; "~ Periodos 111 e VI; ™ Periodos IV e V; "N
Periodos 1V e VI; °° Periodos V e VI.



Tabela 3.3. Diametro luminal (DL) do epididimo de Artibeus planirostris coletados entre junho/2014 a novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho - Pernambuco.
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PARAMETROS SEGMENTOS PERIODO | PERIODO 11 PERIODO I11 PERIODO IV PERIODO V PERIODO VI Valoresde Valoresdep  Valoresde Valores de
p SI* Ca** p Cp*** p Cau****
0,0112 0,003* 0,001 0,00274
Seg. Inicial 690,13+409,60 3071,43+2048,33 2005,29+1108,02 4055,44+11205,99 1639,16+ 809,70 1513,11+ 1014,61 0,001° 0,0108 0,811% 0,00188
(Si)
0,001° 0,003¢ 0,001 0,001¢¢
0,001¢ 0,001° 0,001% 0,0080P
0,001¢ 0,001F 0,323% 0,001F¢
Cabeca 1139,86+1411,50 1475,56+ 1080,47 2915,76+ 1371,32 3242,59+ 1690,10 3362,6+ 1024,62 866,36+560,96
(Ca) 0,001 0,001F 0,001 0,001
0,0019 0,001¢ 0,002% 0,0016¢
N 0,001" 0,001 0,006" 0,010
DIAMETRO
LUMINAL (DL) 0,001 0,023' 0,001" 0,003"
Corpo 1648,7+1259,61 3186,94+2609,91 2442,24+2039,59 4699,8+1745,07 2003,77+2431,47 2993,58+1001,75
(Cp) 0,041i 0,202 0,961 0,011
0,402¢ 0,404K 0,332 0,001KK
0,601' 0,001~ 0,001
0,001"
0,004™ 0,449M 0.009"™ 0,001MM
Cauda 4583,6+5660,18 5891,96+4028,09 9389,13+1095,01 7480,3+3903,28 5986,93+7926,08 11566,15+2870,44 '
(Cau) 0,001" 0,001N 0,001NN
0,001™
0,761° 0,001° 0,001°°
0,001

*aperiodos | e 11; ° Periodos | e 111; ¢ Periodos I e IV; ¢ Periodos I e V; © Periodos | e VI; T Periodos Il e I11; ¢ Periodos Il e IV; " Periodos Il e V; ' Periodos Il e IV; Periodos Il e IV; ¥ Periodos 11l e V; ' Periodos 11l e VI; ™
Periodos IV e V; " Periodos IV e VI; ° Periodos V e VI. **APerjodos | e II; B Periodos I e 11I; € Periodos | e IV; P Periodos | e V; E Periodos | e VI; ¥ Periodos Il e 11I; ¢ Periodos Il e IV; H Periodos Il e V; ' Periodos Il e 1V;?
Periodos 111 e IV; % Periodos Il e V; - Periodos 111 e VI; MPeriodos IV e V; NPeriodos IV e VI; © Periodos V e VI. ***2Perjodos | e II; *° Periodos | e I11; * Periodos | e IV; % Periodos | e V; * Periodos | e VI;  Periodos |1
e l11; 99 Periodos 11 e IV; "™ Periodos Il e V; ' Periodos Il e IV;1 Periodos 11 e IV; ¥ Periodos 111 e V; " Periodos 11 e VI; ™ Perjodos IV e V; ™ Periodos IV e VI; ® Periodos V e V1. ****AAperjodos | e I1; B Periodos | e I11;
CC Periodos | e IV; PP Periodos | e V; & Periodos | e VI; ¥ Periodos 1l e 111; ¢ Periodos Il e IV; " Periodos 11 e V; " Periodos 11 e 1V; * Periodos 111 e 1V; ¥ Periodos 111 e V; "~ Periodos 111 e VI; ™ Periodos IV e V; NN
Periodos 1V e VI; °° Periodos V e VI.
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Tabela 3.4. Diametro do epitélio (DE) do epididimo de Artibeus planirostris coletados entre junho/2014 a novembro/2015 na Reserva Bioldgica de Saltinho— Pernambuco.

PARAMETROS SEGMENTOS PERIODO | PERIODO 11 PERI{ODO 11 PERIODO IV PER{ODO V PER{ODO VI Valoresde  Valoresdep  Valoresde  Valores de
p Sl* Ca** p Cp*** p Cau****
0,001° 0,033~ 0,001% 0,001A4

Seg. Inicial 2095,22 + 1009,60 6246,22 + 2063,31 5158,97 + 2108,02 7756,93 + 4205,99 10049,78 + 4009,70 414441 + 4034,60 0,001° 0,0108 0,803t 0,00188

(Si)

0,001° 0,003¢ 0,444% 0,001¢¢
0,001¢ 0,001° 0,0014 0,028°P

0,301¢ 0,001F 0,023% 0,001E8

Cabeca 2774,07 + 2421,50 6294,84 + 3019,42 5674,14 + 2371,32 3285,51 + 1670,15 6695,39 + 4021,67 3545,43 + 3060,96
(Ca) 0,001 0,001F 0,001 0,001
0,0019 0,001¢ 0,0029 0,001¢¢
R 0,001 0,001+ 0,016 0,001+
DIAMETRO
DO EPITELIO 0,001 0,020' 0,601% 0,003"
(DE) Corpo 3756,60 +3508,61  4215,77 + 2609,91 3882,83 + 2018,59 3127,62 + 1745,07 7070,73 + 2541,47 4690,77 + 2581,15

(Cp) 0,0021 0,202 0,261 0,011
0,002¢ 0,044 0,002k 0,001KK

0,001 0,001" 0,001+

0,001"
0,004™ 0,049M 0.001™ 0,001MM
Cauda 6167,58 + 4025,01 7322,79 + 3928,09 13008,94+6720,18 8713,99 + 3903,28 6992,71 + 3460,54 14005,12 +4926,08 '

(Cau) 0,001" 0,661N 0.001™ 0,001\

0,001° 0,001° 0,001°°

0,001

*aPerjodos | e 11; ® Periodos | e 111; ¢ Periodos | e 1V; 4 Periodos | e V; € Periodos | e VI; T Periodos 11 e 111; 9 Periodos Il e IV; " Periodos Il e V; i Periodos Il e IV;1 Periodos 111 e IV; X Periodos 111 e
V; ! Periodos 111 e VI; ™Periodos 1V e V; "Periodos 1V e VI; ° Periodos V e VI. **APerjodos | e 1I; B Periodos | e I11I; € Periodos | e IV; P Periodos | e V; E Periodos | e VI; F Periodos Il e IlI; ©
Periodos Il e IV: " Periodos 1l e V; ' Periodos Il e 1V; ? Periodos 111 e IV; K Periodos 111 e V; - Periodos 111 e VI; MPeriodos 1V e V; NPeriodos 1V e VI; © Periodos V e VI. ***2Pperiodos | e II; b°
Periodos I e I11; ¢ Periodos | e IV; 9 Periodos | e V; € Periodos | e VI; T Periodos 11 e 111; 9 Periodos 11 e IV; " Periodos Il e V; i Periodos I e 1V; il Periodos 111 e I1V; ¥ Periodos 111 e V; " Periodos
111 e VI; ™ Perjodos 1V e V; ™ Periodos 1V e VI; ®© Periodos V e VI. ****AA perjodos | e 1I; BB Periodos | e 111; € Periodos | e 1V; PP Periodos | e V; EE Periodos | e VI; FF Periodos Il e 111; ¢
Periodos Il e IV; "1 Periodos 11 e V; "' Periodos Il e IV; ¥ Periodos Il e 1V; KK Periodos 111 e V; ' Periodos 111 e VI; MM Periodos 1V e V; NN Periodos IV e VI; ©° Periodos V e VI.
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Na literatura, sdo encontrados estudos que relatam a capacidade de algumas espécies
de morcegos, para armazenar espermatozoides viaveis na cauda do epididimo, por periodos de
varios meses, além do fim da espermatogénese (WIMSATT, 1969; HOSKEN et al., 1996;
CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; BEGUELINI et al., 2013). Tal fato, possivelmente ocorreu
no presente estudo, visto que significativamente foi identificado um aumento na regido da
cauda, em relagé@o aos diametros tubular, epitelial, bem como luminal. Essa maior proporgéo,
provavelmente estd ligada aos mecanismos de protecdo dos espermatozoides e ao espaco
necessario para acomoda-los internamente, além disso, enquanto estocados é comum
atividade secretora das células claras, as quais mantém a viabilidade desses (HERMO et al,
1994; ROBAIRE; HERMO, 1988; BEU et al., 2009).

Em geral, o ciclo reprodutor feminino é bastante variavel, conforme das condicdes
impostas pelo meio, frente a isso, muitos morcegos da familia Phyllostomidae a fim de
adequar-se, costumam armazenar continuamente seus espermatozoides para permanecer
sempre apto reprodutivamente, e assim copular com as fémeas. Recentemente, Beguelini et al.
(2013), verificaram que a espécie A. planirostris, mantinham espermatozoides na regido da
cauda no epididimo em todos os meses, de modo que, atribuiram esse resultado a capacidade
de estarem ativos constantemente.

Embora, os dados indiquem um armazenamento continuo de espermatozoides, alguns
periodos de baixa precipitacdo tiveram médias mais elevadas da (AE) que os demais,
possivelmente esses sdo 0s meses mais provaveis das fémeas reproduzirem, e assim 0s
machos intensificam tanto a atividade espermatogénica como a quantidade de
espermatozoides viaveis para a reproducdo. Muitos trabalhos tem discutido a possibilidade da
atividade reprodutiva dos machos, ser regulada pelo ciclo reprodutivo feminino (FLEMING
et. al.,1972; KRUTZSCH, 2000). Normalmente, a lactacdo consiste em uma atividade mais
energicamente dispendiosa do que a gravidez, assim fémeas de A. planirostris associam a
lactacdo e o cuidado parental em periodos de maior precipitacdo e abundancia de alimentos
(BRADBURY; VEHRENCAMP, 1977). Ja reproducdo, geralmente é ajustada a periodos de
poucas chuvas, o que explica as médias pronunciadas em alguns dos parametros considerados
no epididimo de A. planirostris.

No que se diz respeito a altura do epitélio, aumentos significativos foram evidenciados
em todos periodos, porém reduziram bruscamente nos periodos | e IV. Possivelmente, o

epitélio realiza a absorcéo de liquidos ao longo dos meses, no entanto periodos posteriores a
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estocagem de espermatozoides ele reduz. Tal reducéo no epitélio, pode ser explicada com as
regressivas alteracdes diante do aumento de autofagocitose, resultantes da presenga
lisossomos secundarios e da atividade da fosfatase acida. (CRICHTON; KRUTZSCH, 1982;
ABE; TAKANO, 1988). Quanto aos demais segmentos, mesmo que continuas as médias
observadas para o didmetro tubular e epitelial, é possivel inferir sobre seu papel constante na
absorcdo, secrecdo, sintese, e atividade metabdlica, necessarios para criar condi¢des ideais
que tornam os espermatozoides viaveis e moveis ao longo dos meses (AGUILERA-MERLO
et al. 2005; AHMED et al., 2009; BEU et al., 2009).

3.7 CONCLUSOES

Em vista dos resultados encontrados, o epididimo do morcego A. planirostris
apresenta um armazenamento continuo de espermatozoides na regido da cauda e atividade
constante do segmento inicial, cabeca e corpo, constatado com o aumento dos diametros
epitelial, tubular e luminal. Ainda assim, seu o epitélio reduz apds a estocagem de
espermatozoides, diante da sua atividade fisiologica. E mesmo que seja continua a
estocagem, apresentam dois picos de armazenamento em meses de baixa precipitagéo,
periodos Il (Dezembro/2014-Fevereiro/2015) e VI (Setembro-Novembro/2015), os quais

possivelmente sdo 0s meses mais provaveis das fémeas reproduzirem.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Embora a reproducdo seja um processo intensamente estudado em diversas
espécies de roedores, no ser humano e em outros mamiferos, relativamente poucos estudos
foram realizados em Chiroptera, considerada uma grande ordem que apresenta mais de mil
espécies distribuidas mundialmente em varios habitats. Devido a essa grande diversidade
de espécies, sua ampla distribuicdo geografica e a grande variagdo de seus aspectos
biolégicos, é possivel que processos fisioldgicos, como o0s reprodutivos, apresentem
acentuadas diferencgas entre as espécies. Diante desses aspectos, diversas variagdes foram
observadas nos testiculos, epididimos e ovarios do morcego A. planirostris durante os
periodos considerados.

A frequéncia de machos descendentes ao longo dos periodos, juntamente o
aumento do compartimento tubular e dos tipos celulares presentes (espermatdcitos,
espermatides alongadas e células de Sertoli), podem indicar uma continua producéo
esperméatica. Como foi verificado por Beguelini et al. (2013b), que machos de A. planirostris
em uma é&rea do Cerrado, estavam continuamente ativos durante todo o ano.
Provavelmente, os machos permacem aptos reprodutivamente, a fim de adequar-se ao ciclo
feminino, o qual é bastante variavel diante das diversas condi¢des climaticas oferecidas pelo
meio (KRUTZSCH, 2000). Tal inferéncia, € consolidada com o possivel armazenamento de
espermatozoides na cauda do epididimo, diante do aumento dos diametros tubular, epitelial
e luminal. Essa maior proporcdo, deve estar associada aos mecanismos de protecdo dos
espermatozoides espermatozoides e ao espaco necessario para acomoda-los internamente,
além disso, enquanto estocados € comum atividade secretora das células claras, as quais
mantém a viabilidade desses (HERMO et al, 1994; ROBAIRE; HERMO, 1988; BEU et al.,
2009).

Quanto a demana hormonal necessaria para sustentar a espermatogénese,
provavelmente seja intensificada em meses mais chuvosos (periodo Il e VI), pois ocorreu
expressao significativa da (AOCI) e aumento das células de Leydig nesses periodos. Em
geral, estudos relatam que a producédo androgénica, costumam ocorrer mais frequentemente
em periodos que antecedem a reproducao (MORAIS et al., 2013; BARROS et al., 2013).

No entanto picos significativos foram evidenciados diante das andlises

morfométricas dos testiculos e dos epididimos, durante o ano de 2015, (periodo Ill e VI),
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ambos consistiram em meses de pouca precipitacdo. Tal fato, pode estar associado com
uma maior atividade espermatica e ao maior armazenamento de espermatozoides,
respectivamente (BEGUELINI et al., 2013b; MORAIS et al., 2014). Quanto a escolha por
meses de poucas chuvas, possivelmente seja para sincronizar com a maior receptividade
das fémeas para acasalar nesse periodo, e assim os filhotes nascerem nos meses
chuvosos, pois a incidéncia de fémeas lactantes ocorreram durante esses periodos
(FLEMING et al.,1972; MATSUMOTO, 1996; BEGUELINI et al., 2011; FARIAS et al., 2014).
Em biomas como Cerrado e Caatinga, estudos indicam que fémeas de A. planirostris
tiveram dois eventos reprodutivos ao longo do ano (TADDEI, 1976; TADDEI, 1980; WILLIG,
1985).

Embora néo tenha ocorrido diferenca significativa entre os periodos quanto a (AOO),
foi percebido um aumento gradativo da area de ocupagéo associado ao numero de foliculos
antrais, a medida que se aproximava dos meses mais secos. Além disso, foi observado a
presencga de corpo luteo em fémeas capturadas nesses meses, o0 que indica resquicios de
uma recente ovulagdo. Tais ocorréncias, mostram que as fémeas ainda tentam sincronizar a
sua reprodugcdo com as estacdes, embora esteja havendo um distirbio na quantidade de
chuvas entre as estacoes.

Além desses eventos, no periodo IV ocorreu uma reducdo da altura do epitélio no
epididimo, em que segundo Crichton e Krutzsch (1982), no final da estocagem de
espermatozoides, o0 epitélio sofre em regressivas alteragcbes com aumento de
autofagocitose, resultantes da presenca lisossomos secundarios e da atividade da fosfatase
acida, ocorrendo assim, sua reducéo.

Considerando todas as analises, verifica-se que o morcego A. planirostris em meses
secos, costumam intensificar sua producdo espermatica e o armazenamento de
espermatozoides na cauda do epididimo, sincronizando assim, com a reproducao das
fémeas, as quais apresentaram um maior numero de foliculos em estagios avancados de
desenvolvimento, nesse periodo. Além disso, eles permaneceram ativos continuamente,
independente das variagfes pluviométricas e nos periodos chuvosos aumenta sua producao
androgénica, necessaria para a reproducdo que ocorrerd no proximo periodo. Em vista
desses aspectos, possivelmente os machos de A. planirostris estejam ativos
reprodutivamente ao longo do ano, porém podem apresentar picos espermatogénicos em
meses secos, 0S quais seriam para sincronizar com o padrdo de poliestria bimodal

observado nas fémeas.
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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 participacdo como autor, o
artigo sera considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitacao

encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia do Certificado de aprovagdo 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 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 numero do Certificado de aprovacéo do projeto.

Tipos de artigos aceitos para publicacéo:

¢ Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que o0s
resultados séo posteriores ao planejamento da pesquisa. Secfes do texto: Titulo
(portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo, Abstract, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados, Discussao (ou Resultados e Discussao), Conclusoées,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias. O niumero de péginas ndo deve
exceder a 15, incluindo tabelas e figuras. O numero de Referéncias ndo deve

exceder a 30.

e Relato de caso
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Contempla principalmente as areas médicas, em que o resultado & anterior ao
interesse de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados ndo € planejada.
Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagcdo, Resumo, Abstract,
Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes),
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias. O numero de paginas ndo deve
exceder a 10, incluindo tabelas e figuras. O niumero de Referéncias ndo deve
exceder a 12.

e Comunicacéao
E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de
publicagdo, 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 distingdo das secdes do texto especificadas para “Artigo cientifico”,
embora seguindo aquela ordem. Quando a Comunicacao for redigida em portugués
deve conter um “Abstract” e quando redigida em inglés deve conter um “Resumo”.
O numero de péaginas nao deve exceder a 8, incluindo tabelas e figuras. O niamero

de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparagao dos textos para publicacéo

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

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

e Na&o 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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Secbes de um artigo

e Titulo.

Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e né&o

ultrapassar 150 digitos.

e Autores e Filiacao.

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. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiagao.

2. o texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiagao.

Resumo e Abstract. Deve ser 0 mesmo apresentado no cadastro contendo até
2000 digitos incluindo os espacgos, em um sO paragrafo. Nao repetir o titulo e nédo
acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numeéricos, citando-
0os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma informacéo.
Atencao especial as conclusées.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducdo. Explanagéo concisa, na qual séo 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 descrigdo
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 Certificado de aprovacdo 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 separacdo 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 ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida como
Tab seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se
referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espagamento
simples e fonte de tamanho menor que 12 (0 menor tamanho aceito € 8). A legenda

da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas
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devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apés a
sua primeira citagao.
- Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, gréafico, 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 qualidade, em um arquivo zipado, anexado no
campo préprio de submissdo 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 dal
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.
Discusséo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As sec¢bes
Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor,
sem prejudicar qualquer das partes e sem subitens).
Conclusofes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada
e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discusséo,
repeticdo de resultados e especulacoes.
Agradecimentos. Nao obrigatorio. 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
guando indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o
ABMVZ conforme exemplos:
Como referenciar:
1. Citacdes no texto
- A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrupcéo
na sequéncia do texto, conforme exemplos:
autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou| Anuério...
(1987/88)

dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974))
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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 citacdo. Todo esfor¢co deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situacdes excepcionais pode-se reproduzir a informacado
ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento
ndo consultado com o ano de publicacdo, seguido da expressédo citado por e 0
sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias, deve-se
incluir apenas a fonte consultada.

- Comunicacédo pessoal. Ndo fazem parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se
0 sobrenome do autor, a data da comunicagdo, nome da Instituicao a qual o autor

é vinculado.

Periddicos (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.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

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

DUNNE, HW. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.
LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriol6gicos de ostras, mariscos e
mexilndes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14.,
1974, Sao 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
carcaga e de carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte.
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4. Documentos eletronicos (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: .
Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami
Herald, 1994. Disponivel em: . Acessado em: 5 dez. 1994.

Nota:

- Artigos que nado estejam rigorosamente dentro das normas acima nao serao
aceitos para avaliacdo. - O Sistema reconhece, automaticamente, como
“Desisténcia do Autor” artigos em diligéncia e/ou “Aguardando liberacdo do

autor”, que nao tenha sido respondido no prazo dado pelo Sistema.

Taxas de submisséo e de publicacéo:

e Taxa de submissdo. A taxa de submissdo de R$50,00 devera ser paga por
meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletrénico de submisséo de artigos.
Ao solicitar o boleto bancério, o autor informara os dados para emissao da nota
fiscal. Somente artigos com taxa paga de submissédo serédo avaliados. Caso a taxa
nao seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do autor.

e Taxa de publicacdo. A taxa de publicacdo de R$150,00, por pagina, por
ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacao devera ser paga por meio de
boleto bancario emitido pelo sistema eletrénico de submissdo de artigos. Ao

solicitar o boleto bancério, o autor informara os dados para emisséo da nota fiscal.

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
0 autor julgar pertinente encaminhar recurso, o0 mesmo deve ser feito pelo e-mail

abmvz.artigo@abmvz.org.br.


mailto:abmvz.artigo@abmvz.org.br

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéneias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

“ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.bx
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 Vitoria - CAV
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n® 23076.037360/2014-92

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de ‘pesquisa intituladd, “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 utilizagdo 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 s3o
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da quest@o 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,
Bioldgica de Saltinho, localizada nos municipios de Rio
Formoso e Tamandaré - PE; Animais: morcegos; ldade:
adultos; Sexo: machos e fémeas; N° total de animais: 20.
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* i CCB: Integrar para desenvolver
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