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RESUMO. Esse estudo objetivou avaliar sazonalmente a histomorfometria do epididimo de Dermanura cinerea (Gervais, 1856) em um fragmento de
Mata Atlantica no nordeste do Brasil. Foram utilizados 18 espécimes machos adultos capturados por redes de neblina. As coletas ocorreram mensalmente
ao longo de dezoito meses, durante duas noites consecutivas e os dados meteorologicos foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia. Depois
de eutanasiados, os espécimes tiveram os epididimos coletados e esses 6rgaos foram fixados e processados. As laminas histologicas foram coradas por
Hematoxilina — Eosina e analisadas em microscopia Optica. Os parametros morfométricos analisados foram as areas do tiibulo, do lumen e do epitélio
das regides do segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do epididimo. Os dados histomorfométricos obtidos foram submetidos as analises no teste U de
Mann-Whitney. Os resultados revelaram que D. cinerea apresentou espermatozoides em todas as regides do epididimo, exceto no segmento inicial. As
maiores médias das areas tubular, do liimen e do epitélio nas quatro regides, foram constatadas durante os meses secos. Portanto, D cinerea apresentou
maior sensibilidade na regido da cauda do epididimo, ao longo dos meses com baixos indices pluviométricos. Isso indica que as condigdes ambientais
apresentam consideravel influéncia sobre a morfofisiologia epididimaria dessa espécie, sobretudo, em relagdo ao armazenamento de espermatozoides
na cauda desse 6rgdo, em area de Mata atlantica do nordeste brasileiro.

PALAVRAS-CHAVE. Epididimo, histologia, morcegos, morfometria, sazonalidade.

ABSTRACT. Description and seasonal variation in epididymal histomorphometry of Dermanuracinerea (Chiroptera: Phyllostomidae) in a
fragment of the Atlantic Forest in the Northeastern Brazil. This study aimed to evaluate seasonal patterns in the histomorphometry of the epididymis
of Dermanura cinerea (Gervais, 1856) in a fragment of the Atlantic Forest in the Northeastern Brazil. Eighteen adult male specimens captured by mist
net were used. The field-work occurred monthly over 18 months, during two consecutive nights. Meteorological data (precipitation) were obtained from
the National Institute of Meteorology. After euthanasia, specimens had the epididymis collected, which were fixed and processed. The histological slides
produced were stained by Hematoxylin - Eosin and analyzed by optical microscopy. The morphometric parameters analyzed were the tubular, lumen
and epithelium areas, of the regions of the initial segment, caput, corpus and cauda of the epididymis. The histomorphometric data were submitted to the
Mann-Whitney U test analyzes. The results showed that D. cinerea presented spermatozoa in all regions of the epididymis, except in the initial segment.
The highest averages of the tubular, lumen and epithelial areas in the four regions were observed during the dry months. Therefore, D cinerea presented
greater sensibility in the region of the cauda of the epididymis, during the months with low rainfall indices. This indicates that environmental conditions
have considerable influence on the epididymal morphophysiology of this species, especially in relation to the storage of sperm in the tail of this organ,
in area of Atlantic forest in northeastern Brazil.

KEYWORDS. Bats, epididymis, histology, morphometry, seasonality.

A dindmica reprodutiva das diferentes espécies de
morcegos que habitam a Regido Neotropical pode ocorrer
de maneira sazonal ou ao longo de todo o ano. Assim,
apresentam ciclos reprodutivos diferentes, os quais variam
dependendo da espécie ou da area de ocorréncia considerada,
posto que uma mesma espécie pode ter ciclos ¢ padroes
reprodutivos divergentes em locais distintos, isto porque pode
ser influenciada por fatores abioticos e pela disponibilidade

de recursos alimentares (FLEMING et al., 1972; WILSON, 1973,
1979; TADDEIL, 1980; FABIAN & MARQUES, 1989; CRICHTON
& KrutzscH, 2000; NEUWEILER, 2000; ZORTEA, 2003).
Com a finalidade de ajustar seu organismo as
condi¢des do meio no qual estdo inseridos, os morcegos
desenvolveram ao longo do tempo as mais diversas
estratégias reprodutivas. Dentre estas, é possivel destacar
o prolongamento da cauda do epididimo, quando comparada
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as demais regides desse orgdo, o qual é responsavel pelo
transporte, armazenamento e maturagao dos espermatozoides
(LEON-GALVAN et al., 2005; TOBON et al., 2010; BEGUELINI
etal., 2013a).

Além disso, os quirdpteros podem apresentar
caracteristicas peculiares no processo de armazenamento
dos espermatozoides durante um longo periodo, de forma
que a viabilidade destes seja preservada. Nos morcegos
neotropicais esse armazenamento na cauda do epididimo
pode ser viavel por um periodo de 2 a 7 meses, contudo
esse tempo pode variar de acordo com a espécie e habitat
considerado. Com isso, o conhecimento acerca da
histofisiologia epididimaria, entre as diferentes espécies
de morcegos, necessita ser averiguado para melhor elucidar
sobre as adaptagdes e variacdes existentes entre as espécies
(GUSTAFSON, 1979; ALTRINGHAM, 1996; HOSKEN et al.,
1998; CricHTON & KrUTZSCH, 2000; ENCARNAGAO et al.,
2003; RocHEL et al.,2007; ToBON et al., 2010; BEGUELINI
etal., 2015).

Essarelacgdo das variagdes sazonais na reprodugdo dos
morcegos ainda tem sido pouco estudada, sobretudo, quando
se considera os parametros morfofisioldgicos e morfométricos
do epididimo. Algumas investigacdes que abordam a
morfologia, bem como os tipos celulares encontrados nas
regides desse orgdo nos quirdpteros, foram realizadas em
algumas espécies como Corynorhinus mexicanus (G. M.
Allen, 1916) (CERVANTES et al., 2008), Eumops glaucinuss
(Wagner, 1843) e Molossus molossus (Pallas, 1766)
(BEGUELINI et al., 2010), Peropteryx macrotis (Wagner,
1843) (BEGUELINI et al., 2012), Artibeus planirostris (Spix,
1823) (BEGUELINI et al., 2012, 2013b), Artibeus lituratus
(Olfers, 1818) (OLIVEIRA et al., 2013; CAMPOLINA-SILVA ef
al., 2018), Myotis nigricans (Schinz, 1821) (BEGUELINI et
al.,2012,2013c, 2015) e Desmodus rotundus (E. Geoffroy,
1810) (CasTRO et al.,2017; Souza et al.,2018). Entretanto,
estudos com essa abordagem e com inferéncias acerca da
influéncia da sazonalidade nesse 6rgéo ainda sdo inexistentes
no estado de Pernambuco, inclusive para Dermanura cinerea
(Gervais, 1856).

Dermanura cinerea é uma espécie que era conhecida
como Artibeus cinereus (Gervais, 1856) e que integra a
familia Phyllostomidae (REDONDO ef al., 2008; SOLARI et
al.,2009). Tem habito alimentar frugivoro, atua na dispersdo
de sementes e encontra-se distribuida amplamente em areas
de matas ciliares primarias e fragmentos de Mata Atlantica
(Scurrorli et al., 2009; REis et al., 2011). As informagdes
sobre sua biologia reprodutiva ainda permanece pouco
compreendida e embora ja tenha sido relatado o padrao de
poliestria bimodal (RocHA et al., 2010; LiMA JUNIOR et al.,
2018a,b) em algumas localidades, as investigagdes referentes
ao epididimo dessa espécie sdo escassas.

Diante do exposto e tendo em vista que a sazonalidade
pode interferir no processo reprodutivo de diferentes espécies
de morcegos, o presente estudo avaliou a variagao sazonal
da histomorfometria epididimaria de D. cinerea em um
fragmento de Mata Atlantica situado no Litoral Sul do estado
de Pernambuco, na Regido Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e coleta dos dados. Foram utilizados
18 espécimes machos adultos de D. cinerea coletados em
um fragmento de Mata Atlantica. A regido apresenta clima
Tropical imido com chuvas de inverno-outono e vegetagao
caracteristica de Floresta Ombrofila Densa das Terras Baixas
e Sistema Secundario, situado a aproximadamente 100 km
ao sul — Sudoeste de Recife (08°43°35.3”’S ¢ 35°08°59.9”W)
cuja area de abrangéncia, pertence aos municipios de Rio
Formoso e Tamandaré — Estado de Pernambuco.

A captura desses animais foi realizada por meio de
redes de neblina de 12 m de comprimento x 3 m de altura, de
forma que foram utilizadas dez redes em cada noite de captura.
As coletas ocorreram ao longo de dezoito meses (junho/2014
a novembro/2015), sendo realizadas mensalmente durante
duas noites consecutivas.

Em cada noite de captura as redes eram abertas
as 17h00min, permanecendo operantes até as 00hOOmin
e verificadas em intervalos regulares de 15 minutos. O
esforco de captura foi calculado com base na metodologia
de STRAUBE & Bianconi (2002), de modo que ao longo do
periodo de coleta considerado obteve-se um esforgo total
de 90720 m*.h.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) com o nimero de protocolo
23076.037360/2014-92.

Dados meteorologicos. As médias referentes
a temperatura (°C) (Tab. I) e precipitacdo (mm) foram
disponibilizadas pelo Instituto Nacional de Meteorologia
— INMET. A partir dos dados mensais da precipitacdo, foi
definida a mediana de valor 130,95 milimetros (mm), de
modo que dois agrupamentos foram organizados compostos
por nove meses cada. Os meses com indices pluviométricos
maiores que a mediana foram classificados como meses
chuvosos (junho, julho, agosto, setembro, outubro/2014 e
marco, maio, junho, julho/2015) e os meses que tiveram a
pluviosidade inferior 8 mediana foram categorizados como
secos (novembro, dezembro/2014 e janeiro, fevereiro, abril,
agosto, setembro, outubro, novembro/2015) (LiMA JUNIOR
et al., 2018b).

Eutanasia dos animais. Os animais utilizados
nas analises histomorfométricas receberam inicialmente,
anestesia na regido intraperitoneal do corpo, sendo a mesma
constituida pelo farmaco pentobarbital soédico em uma
concentragdo de 40 mg/kg!. Na sequéncia, foi aplicada
uma solucdo saturada constituida por cloreto de potassio
(MoRrars et al., 2013).

Coleta dos orgaos e analise histologica. Apds a
eutanasia, os epididimos foram coletados juntamente com os
testiculos por meio de uma incisdo da pele e fascias escrotal
na regido inguinal, para expor o tecido subjacente até que
esses orgaos fossem expostos e coletados.

Depois de removidos, os epididimos foram fixados
em formalina a 10% neutra tamponada (NBF), durante 24
horas, e conservados em alcool a 70% e glicerinado a 5%. Na
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Tab. I. Médias mensais referentes a temperatura (°C) de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)/Sec¢éo de Observagao e Meteorologia

Aplicada (SEOMA) — Pernambuco, Mata Sul — 2014 e 2015.

Meés Ano Temperatura (°C)
Junho 2014 24,9
Julho 2014 24,4

Agosto 2014 24,0
Setembro 2014 24,8
Outubro 2014 25,7

Novembro 2014 26,3
Dezembro 2014 26,7

Janeiro 2015 26,9
Fevereiro 2015 27,4

Margo 2015 26,8

Abril 2015 27,2
Maio 2015 26,4
Junho 2015 25,0
Julho 2015 24,3

Agosto 2015 24,6
Setembro 2015 25,7
Outubro 2015 26,4

Novembro 2015 27,0

sequéncia, foram processados seguindo a técnica histologica
de rotina (BEHMER et al., 1976; RIEDER & SCHMIDT, 1987).

Os drgaos foram impregnados em Paraplast, produzidos
os blocos e cortados no microtomo em espessura de 4 um.
As laminas histologicas foram coradas por Hematoxilina
— Eosina (H.E.) e submetidas as analises em microscopia
oOptica para observar os tipos celulares e demais estruturas
no epididimo.

Analises morfométricas. As laminas histologicas
foram fotografadas em aumento total de 100X, por meio
do software Motic Images Plus 2.0. A mensuracdo da area
tubular (AT), area do limen (AL) e area do epitélio (AE) de
cada regido do epididimo foi realizada por meio do programa
ImageJ. Para isso, foram utilizadas 10 fotomicrografias
e considerados 15 tibulos por regido de cada animal. Os
resultados obtidos para AT, AL e AE foram expressos em
micrometros quadrados (um?).

Anadlise estatistica. Os resultados obtidos na
morfometria, para cada uma das regides do epididimo,
foram submetidos ao programa SPSS (Statical Package of
the Social Sciences, SPSS inc. Chicago, EUA) versao 15.0.
Primeiramente, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov,
para averiguar se a distribui¢ao dos dados era normal. Em
seguida, foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para avaliar
os parametros morfométricos do epididimo, de forma que
foi considerada a significancia de 5% (p<0,05) nas analises
realizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises histologicas indicaram que
o epididimo de Dermanura cinerea apresenta quatro regioes:

segmento inicial (SI), cabega (CA), corpo (CP) e cauda (CAU)
(Figs 1-4). O Sl esta localizado entre a convergéncia tubular
da rede testicular e a CA do epididimo. O CP consiste em
uma regido intermediaria entre a cabega e a regido terminal
(cauda). Esta ultima regido mantém comunicacdo direta
com o ducto deferente.

O epididimo ¢ constituido por epitélio, lamen e tunica
propria. Circundando esse 6rgao, encontra-se o intertibulo
que ¢ composto por tecido conjuntivo contendo vasos
sanguineos e células musculares lisas. Esse tecido continua-se
com a tiinica propria, que envolve os tubulos epididimarios,
sobre a qual repousa o epitélio pseudoestratificado com
estereocilios que possui diferentes tipos de células (basal,
principal, halo, clara, estreita e apical). O SI apresentou um
epitélio irregular e mais baixo, enquanto que a CA exibiu um
epitélio mais alto. O CP apresentou-se como a mais alongada
e a CAU como a de maior espago luminal (PASTOR-SOLER
et al., 2010; ROBAIRE & HINTON, 2015).

Os espécimes apresentaram espermatozoides nas
regides (CA, CP e CAU), exceto no SI do epididimo. A
medida que se direcionava para a regido terminal do 6rgdo,
observou-se aumento na concentragdo de espermatozoides,
sobretudo, na CAU. De acordo com BEGUELINI et al. (2013a),
a regido da cauda do epididimo ¢ o local onde ha maior
concentragdo de espermatozoides, independentemente da
posicdo testicular (TOBON ef al., 2010; LiMA JUNIOR et al.,
2014). Este fato pode estar associado a funcionalidade e
atuagdo dessa regido no processo de metabolismo do esperma,
bem como na maturagao dos espermatozoides até que sejam
liberados durante a ejaculagdo, como ocorre na cauda do
epididimo dos demais mamiferos (BUDRAS & SAUER, 1975;
ARTONI et al., 1999; COOPER, 1999).
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Nas analises morfométricas das areas tubular (AT), do
lamen (AL) e do epitélio (AE) de cada regido ficou constatado
que para todos esses trés parametros avaliados, D. cinerea
apresentou as maiores médias ao longo de meses secos e
esses resultados foram significativos para todas as regides

(SI, CA, CP e CAU) do epididimo. Além disso, de maneira
geral, nota-se que a AT, AL e AE aumentaram entre as regides
a medida que se direciona para a por¢do da cauda. Assim, o
ST apresentou as menores médias e a CAU as maiores quando
comparadas as demais regides desse orgdo (Figs 5-7; Tab. II).

Figs.1-4. Fotomicrografias das quatro regides do epididimo de Dermanura cinerea (Gervais, 1856): 1, segmento inicial; 2, cabega; 3, corpo; 4, cauda
(E, epitélio; L, lamen; setas, espermatozoides). Coloragdo: H.E. Aumento total: 400X. Barra de escala: 20 pm.

Tab. II. Média e desvio padrdo da area do tiibulo (AT), area do limen (AL) e area do epitélio (AE) das regides do epididimo de Dermanura cinerea
(Gervais, 1856) coletados durante os meses chuvosos e secos em area de Mata Atlantica no Litoral Sul de Pernambuco. *, Pardmetros mensurados em

micrémetros quadrados (um?).

Meses chuvosos

Meses secos

(n=11) (n=07) Valor de p
Regides do epididimo Parametros* Meédia e desvio padrao Média e desvio padrdo <0,0001
AT 4098,68 +3175,99 8611,63 +4761,72 <0,0001
SI AL 1208,42 +1192,56 2305,01 = 1633,99 <0,0001
AE 2890,26 +2252,07 6306,62 £ 3631,40 <0,0001
AT 7150,68 +5399.61 12109,25 + 7384,70 <0,0001
CA AL 2207,38 +2336,39 3441,06 = 3056,48 <0,0001
AE 5017,26 + 3326,39 8668,19 + 5068,81 <0,0001
AT 6693,87 +£3719,11 11779,22 + 592275 <0,0001
Cp AL 2046,77 + 1176,15 3593,94 + 3206,08 <0,0001
AE 4646,09 + 2233.47 8185,28 +3957,74 <0,0001
AT 14138,17 £ 13255,17 22186,53 = 15878,33 <0,0001
CAU AL 7735,22 +9499,74 12708,20 + 10845,12 <0,0001
AE 6424,00 + 4430,45 9478,32 £ 6548,14 <0,0001
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Figs 5-7. Graficos referentes as médias da area do tibulo - AT (Fig. 5), area do lumen - AL (Fig. 6) e area do epitélio — AE (Fig. 7) das quatro regides
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) do epididimo de Dermanura cinerea (Gervais, 1856), coletados em meses chuvosos e secos, em area de Mata

Atlantica no litoral Sul de Pernambuco, Brasil.

As maiores médias apresentadas na cauda do
epididimo reforgam as registradas para outras espécies.
Assim, dentre as regides do epididimo, a mais sensivel as
mudangas ocasionadas pela sazonalidade consistiu na regido

da cauda, indicada pelo aumento das areas do tibulo, [limen
e epitélio. Essas variagdes sazonais possivelmente tém
relagdes com as alteragdes nos niveis séricos de testosterona
ao longo do ciclo reprodutivo anual, visto que esse horménio,
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associado aos diferentes tipos celulares existentes no epitélio
desse orgdo, tem fundamental importancia no processo de
maturagdo e viabilidade dos espermatozoides ao longo
de todas as regides do epididimo e, sobretudo, na regido
caudal na qual essas células ficam armazenadas até serem
expelidas por meio da ejaculagdo (CALvO et al., 1997, 1999;
AGUILERA-MERLO et al., 2005; BEGUELINI et al., 2013c,
2015; CasTRO et al., 2017).

O armazenamento, bem como o tempo de duragéo
dos espermatozoides na cauda do epididimo, pode variar,
pois apos o fim da espermatogénese, ainda € possivel que a
estocagem permaneca. Essa funcionalidade possibilita que os
machos sincronizem sua atividade reprodutiva com a chegada
de fémeas receptivas apos o término da espermatogénese, de
forma que o acasalamento e a fecundag@o possam acontecer
de maneira eficaz. Assim, essa regido do epididimo tem
importancia histofisioldgica no armazenamento € manutengao
dos espermatozoides viaveis por um longo periodo de tempo
(CooPER, 1999; TOBON et al., 2010; LiMAa JUNIOR et al.,
2018a,b).

A elevagdo das médias constatadas nos meses secos,
sobretudo na regido da cauda, esta relacionada com as
alteragdes fisiologicas das regides do epididimo de D.
cinerea, influenciadas pelas condi¢des ambientais. A maior
area do limen indica um aumento e, consequentemente,
uma maior quantidade de espermatozoides que poderdo
estar distribuidos ao longo desse espago. Por outro lado,
quando ocorre uma diminui¢do na area luminal dessa
regido, possivelmente ha também uma diminui¢do na
quantidade de espermatozoides. Desse modo, D. cinerea
apresentou o ambiente luminal do epididimo mais propicio
para motilidade dessas células reprodutivas masculina nos
meses secos, pois nestes, tal orgdo passa por mudangas
morfofisioldgicas importantes para promover maior
desempenho na atividade reprodutiva dos machos e também
para sincronizar com o periodo fértil das fémeas, o que
possibilita a ocorréncia do acasalamento em meses secos,
j& que durante estes as fémeas encontram-se receptivas para
entrar em periodo gestacional e parir em meses chuvosos,
0s quais apresentam recursos favoraveis para manter a
prole (LiMA JUNIOR et al., 2018a,b). De forma analoga, as
maiores médias da area do tiibulo e do epitélio expressam
uma preparagao tecidual para a produgio dos diferentes tipos
celulares (basal, principal, halo, clara, estreita e apical) que
atuardo com fungdes especificas de acordo com a regido do
epididimo na qual se encontram, podendo, por exemplo,
atuar na absor¢do, secre¢do, sintese ¢ metabolismo durante
os meses com baixos indices pluviométricos (HINTON, 1990;
TURNER, 1991; SERRE & ROBAIRE, 1998; BEGUELINI ef al.,
2010, CASTRO et al., 2017).

Os resultados apresentados revelam que D. cinerea
demonstra maior sensibilidade as variagdes sazonais na
regido da cauda do epididimo. Ademais, essa espécie possui
caracteristicas morfofisiologicas no seu epididimo mais
propicias a reprodugdo durante os meses secos na Mata
Atlantica do Litoral Sul de Pernambuco.
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primeiro autor.
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