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RESUMO

Apesar das diferentes estratégias reprodutivas apresentadas pelos morcegos, relativamente
pouca atencdo tem sido dada aos estudos morfoldgicos das estruturas reprodutivas nesses
animais. Com o intuito de gerar informacGes que propiciem uma descricdo mais detalhada dos
aspectos reprodutivos em Chiroptera, o objetivo do presente estudo foi descrever a morfologia
dos 6rgdos reprodutivos (Utero e ovarios) das fémeas de Artibeus planirostris (Phyllostomidae)
durante quatro fases do ciclo reprodutivo e analisar o processo de foliculogénese. As fémeas de
A. planirostris possuem um Utero simples de histologia semelhante ao padrdo geral dos
mamiferos, com a parede uterina sendo composta por trés camadas, na qual a mais interna, o
endométrio, demonstrou um processo de descamacao e necrose, que ao ser associada com
sangramento, caracteriza a menstruacdo. Artibeus planirostris produz apenas um filhote por
gestacdo e exibe um padréo poliéstrico, evidenciado pela captura de fémeas concomitantemente
gravidas e lactantes, demonstrando a existéncia de um estro pds-parto. Os ovérios de A.
planirostris, apresentaram uma polaridade aparente, com os foliculos primordiais restritos a
uma zona localizada em apenas um lado do ovario, a partir da qual os foliculos séo recrutados
para posterior crescimento e desenvolvimento. Ambos os ovarios sdo funcionais, confirmados
pela presenca do corpo lGteo, mas constatamos que eles ndo podem ser considerados
bilateralmente simétricos, uma vez que o corpo luteo foi encontrado preferencialmente no
ovario esquerdo (76,2%). Os ovarios durante a gravidez apresentam diferencas significativas
entre si, evidenciando um processo de regressdo por parte do ovario sem corpo luteo, que
apresenta grandes quantidades de foliculos atrésicos, e valores de didmetro, area e volume
significativamente menores do que o ovario que ovulou (com corpo lUteo). Quanto ao processo
de foliculogénese, A. planirostris segue o padrdo basico dos mamiferos e outros morcegos,
tendo inicio com o recrutamento de foliculos primordiais, visando seu crescimento e
desenvolvimento, podendo se tornar um foliculo maduro (de Graaf) ou morrer por um processo
de atresia. Com esses resultados, fornecemos detalhes sobre o ciclo reprodutivo de A.

planirostris, evidenciando caracteristicas reprodutivas tipicas dessa espécie.

Palavras-chave: Phyllostomidae, ciclo reprodutivo, menstruacdo, ovario polarizado,

foliculogénese.



ABSTRACT

Despite the many reproductive strategies employed by bats, there is not enough attention being
given to the morphological studies of reproductive structures of the Chiroptera. Aiming to
generate informations that enable a more detailed explanation of the reproductive aspects of
Chiroptera, the purpose of this study is to describe the morphology of the reproductive organs
(uterus and ovaries) of female Artibeus planirostris (Phyllostomidae) during four phases of the
reproductive cycle and analyse the folliculogenesis. The A. planirostis female has a simple
uterus, histologically similar to the mammalian general pattern, uterine wall formed by three
layers, of which, the inner layer, the endometrium, has showed process of necrosis and scaling
that, when combined with bleeding, typifies menstruation. Artibeus planirostis produces only
one offspring per gestation and presents a poliestric pattern, corroborated by the capture of
females concomitantly pregnant and lactating, desmonstrating the existence of a postpartum
estrus. The ovaries of A. planirostis showed an apparent polarity, with the primary follicles
restricted to an area located in only one side of the ovary, from which the follicles are recruited
to the consequent growth and development. Both ovaries are functional, confirmed by the
presence of the corpus luteum and it was found, however, that they can not be considered
bilaterally simetrical, for the corpus luteum was predominantly found in the left ovary (76,2%).
The ovaries, during pregnancy, showed significant differences among each other, evincing a
regression process of the ovary that did not present corpus luteum and showing great quantity
of atretic follicles, and with diameter, area and volume significantly smaller than the ovary
which presented corpus luteum, i.e., which has ovulated. As for the folliculogenesis process, A.
planirostis follows the basic mammalian pattern as well as other bats, starting with primary
follicle recruiting, growing and developing it, and enabling it to become a mature follicle
(graafian foliclle) or dying of a process of atresia. With such results, we provide details on the
reproductive cycle of A. planirostis, evincing typical reproductive characteristics for this
species.

Keywords: Phyllostomidae, reproductive cycle, menstruation, polaryzed ovary,

folliculogenesis
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l. INTRODUCAO GERAL

A ordem Chiroptera, representada pelos morcegos, possui aproximadamente 1200
espécies e constitui a segunda maior ordem de Mammalia, representando mais de 20% da
diversidade atual de mamiferos (SIMMONS, 2005; 2010). Apresenta-se amplamente
distribuida nas regides tropicais e temperadas do mundo, ndo sendo encontrada apenas nas
regides polares (REIS et al., 2006). No Brasil ha registros de 68 géneros e 178 espécies de
morcegos, pertencentes a nove familias (REIS et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2014).

A familia Phyllostomidae é a mais diversificada da regido Neotropical, contando
atualmente com cerca de 160 espécies divididas em 57 géneros (SIMMONS, 2005). Trata-
se de um clado endémico do Novo Mundo, com registros que se estendem do sudoeste dos
Estados Unidos da América até o norte da Argentina. No Brasil, os filostomideos estdo
representados por 92 espécies e 43 géneros, que correspondem a 51,68% e 63,23%,
respectivamente, dos morcegos ja registrados no pais (REIS et al., 2006; NOGUEIRA et
al., 2014). E, dentre todas as familias de mamiferos, a mais diversificada em termos de
estratégias alimentares (insetivoros, onivoros, frugivoros, carnivoros, nectarivoros e
hemato6fagos). Dentre os frugivoros, as espécies do género Artibeus Leach, 1821, incluida
na subfamilia Stenodermatinae, destacam-se em muitas areas em que ocorrem pela sua
intensa participacdo na dispersdo de sementes dos géneros Ficus, que € um recurso-chave
para muitas outras espécies de mamiferos (LOPEZ e VAUGHAN, 2004), e Cecropia, uma
espécie pioneira importante no processo de sucessdo ecoldgica e na recuperacdo de
ambientes degradados (LOBOVA et al., 2003).

Artibeus apresenta uma ampla distribui¢do, ocorrendo desde o México até o norte
da Argentina e sul do Brasil (KOOPMAN, 1982). Sdo conhecidas 19 espécies na regido
Neotropical (SIMMONS, 2005), das quais cinco ocorrem no Brasil: Artibeus concolor
Peters, 1865; A. fimbriatus Gray, 1838; A. lituratus (Olfers, 1818); A. obscurus (Schinz,
1821) e A. planirostris (Spix, 1823) (HANDLEY, 1987; AGUIAR e TADDEI, 1995;
NOGUEIRA et al., 2014). Dessas cinco espécies, quatro (exceto A. concolor) ocorrem na
maior parte do territdrio brasileiro, sendo que A. lituratus e A. planirostris sdo
numericamente ricas no noroeste do estado de S&o Paulo.

Artibeus planirostris ocorre desde a porgdo sul do rio Orinoco (Venezuela) e leste
dos Andes até o norte da Argentina. E um animal de porte médio, com uma variagdo de 62
a 73mm para o antebrago (HOLLIS, 2005), peso de 40 a 69 gramas (BARQUEZ et al.,

1993) e listras faciais, em geral, pouco perceptiveis.
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Por sua ampla distribuicdo geografica, os morcegos sofrem consideravel influéncia
dos fatores abidticos sobre suas estratégias reprodutivas. Varios estudos tém apontado que
a maioria dos morcegos se reproduzem sazonalmente (GUSTAFSON, 1979; KRUTZSCH,
1979; CRICHTON e KRUTZSCH, 2000). Quase invariavelmente, morcegos de regides
temperadas sdo reprodutores sazonais, reproduzindo apenas uma vez por ano
(monoéstrico), com essa caracteristica diretamente associada com a hibernacdo e baixas
temperaturas (KRUTZSCH, 1979). Para sobreviver nestes ambientes agressivos estes
animais evoluiram varias caracteristicas Unicas, tais como: regressao testicular; prolongado
armazenamento de espermatozoides na cauda do epididimo nos machos e no corno uterino
nas fémeas; assincronia entre a espermatogénese e o periodo de coOpula, e retardos na
ovulacdo, fertilizacdo e implantacdo no trato reprodutivo feminino (GUSTAFSON, 1979;
KRUTZSCH, 1979; CRICHTON e KRUTZSCH, 2000).

Morcegos tropicais ndo hibernam e, segundo alguns autores (FLEMING et al., 1972;
TADDEI, 1976), sua reproducdo é fortemente influenciada por mudancas sazonais na
temperatura, precipitacdo e recursos alimentares. Assim, 0S morcegos tropicais podem
apresentar padr6es monoéstricos ou poliéstricos ou reproducdo continua ao longo do ano
em algumas espécies (REIS, 1980; TADDEI, 1980; FAZZOLARI-CORREA, 1995;
ZORTEA, 2003).

E amplamente relatado que os testiculos de morcegos apresentam diferencas
significativas em sua relacdo epitélio-limen-estroma e produtividade de espermatozdides
durante 0 ano (KRUTZSCH, 1955; MARSHALL e CORBET, 1959; KRUTZSCH e
CRICHTON, 1987; JOLLY e BLACKSHAW, 1988; PACHECO, 2001). Segundo JOLLY
e BLACKSHAW (1988), existe uma alta correlagdo entre a maxima temperatura ambiental
e 0 numero de espermatogodnias, sugerindo que a temperatura exerce intima influéncia sobre
a reproducdo de morcegos. Para BEASLEY e ZUCKER (1984), a temperatura em certas
épocas do ano exerce maior influéncia sobre o ciclo reprodutivo de morcegos que o
fotoperiodo.

No entanto, estudos recentes tém mostrado que mudancas no ambiente parecem
pouco afetar o processo reprodutivo nos machos (BEGUELINI et al., 2013a; 2013b).
Morcegos tropicais parecem apresentar espermatogénese continua durante todo o ano,
apenas com picos de producdo de espermatozoides ligados ao periodo de cépula
(BEGUELINI et al., 2013a; CRICHTON e KRUTZSC, 2000; MORAIS et al., 2012; 2013).
Alguns estudos tém apontado para um modelo de regressdo testicular em espécies
vespertilionideos mesmo em éreas tropicais (ARAUJO et al., 2013; BEGUELINI et al.,
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2013b, 2013c, 2013d). No entanto, novamente esse padrdo reprodutivo parece ser pouco
correlacionado a mudancas ambientais (BEGUELINI et al., 2013Db).

A partir desses dados € possivel admitir que o ambiente parece afetar diferentemente
0S géneros e espécies de morcegos, agindo e regulando mais fortemente as fémeas
(disponibilidade de alimentos - amamentacdo) e, indiretamente, regulando a reproducao
masculina via receptividade feminina a copula.

Estudos recentes tém demonstrado interessantes caracteristicas no padréo
reprodutivo feminino em morcegos tropicais, especialmente nas familias Molossidae e
Phyllostomidae, que vao desde a grande variagdo morfoldgica no formato do Utero - duplo,
bipartido, bicérneo e simples (CRICHTON e KRUTZSCH, 2000; KOMAR et al., 2007);
casos de menstruacdo verdadeira (RASWEILER, 1991; RASWEILER e BONILLA, 1992;
KOMAR et al., 2007; WANG et al., 2008; RASWEILER et al., 2010); ovarios polarizados
(KOMAR et al., 2007); ovulagéo preferencial (sempre o0 mesmo ovario), alternada ou dupla
(CRICHTON e KRUTZSCH, 2000); até casos de ovulacdo tardia (ABHILASHA e
KRISHNA, 1996) e retardos no desenvolvimento embriondrio (FLEMING, 1971;
RASWEILER IV e BADWAIK, 1997).

Estudos anteriores sobre a reproducdo de A. planirostris no Brasil, analisando
machos e fémeas, indicam um padréo poliéstrico bimodal para a espécie (WILLIG, 1985).
No entanto, GRAHAM (1987) e TADDEI (1976) postularam que a espécie é capaz de se
reproduzir durante todo o ano. BEGUELINI et al. (2013a) ao analisarem machos adultos
da espécie, observaram um padrdo continuamente ativo da espermatogénese ao longo do
ano, com espermatozoides dentro da cauda do epididimo em todos os meses, mas com dois
picos pronunciados de producdo espermatica, um em setembro e outro em fevereiro. Os
autores postularam que se a reproducdo de machos de A. planirostris €
influenciada/regulada por fatores abidticos essa regulacdo parece ser indireta, uma vez que
mudancas na atividade espermatogénica ndo estdo associadas diretamente a nenhuma
mudanca ambiental. Assim os autores acreditam que a reproducdo de machos de A.
planirostris é regulada baseada no ciclo reprodutivo feminino, via receptividade da fémea
a copula, o qual seguiria as mudancas ambientais.

Apesar dessa possivel ligagcdo, a maioria dos estudos sobre a reproducéo de fémeas
de A. planirostris tem sido conduzido a partir de observagbes no nivel ecologico,
visualizando apenas sinais de gestacdo e lactagdo no campo, sendo que, por essa
metodologia, os estagios iniciais de gestacdo ndo séo percebidos pelo pesquisador. Por essas

razdes, estudos de cunho morfoldgico, incluindo a anatomia e histologia dos 6rgéos
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reprodutivos femininos de A. planirostris (Phyllostomidae: Chiroptera) é interessante e
pode gerar informagdes que possibilitem um melhor entendimento do ciclo reprodutivo

dessa espécie.

1. OBJETIVOS

Diante das informacdes destacadas, 0 objetivo do presente estudo foi descrever a
morfologia dos 6rgaos reprodutivos (Utero e ovarios) das fémeas de Artibeus planirostris
durante diferentes fases do ciclo reprodutivo, a fim de gerar informacdes que possibilitem

um melhor entendimento do ciclo reprodutivo dessa espécie.

Objetivos Especificos

- Caracterizar morfologicamente os 6rgaos reprodutivos femininos (Utero e ovario)
de A. planirostris, através de analises anatdbmicas e histoldgicas.

- Avaliar as mudancas na morfologia dos ovarios por meio de analises
morfométricas, nos diferentes estagios reprodutivos;

- Analisar o processo de foliculogénese em A. planirostris.

Os resultados obtidos foram organizados em dois capitulos, representados por dois
manuscritos que foram elaborados de forma a atender especificacfes de revistas cientificas

com interesse na area:

Capitulo 1 — Manuscrito: “Morfologia dos ovarios de Artibeus planirostris
(Phyllostomidae: Chiroptera) em diferentes fases do ciclo reprodutivo, com énfase no
processo de foliculogénese”.

Capitulo 2 — Manuscrito: “Morfologia do Utero de Artibeus planirostris

(Phyllostomidae: Chiroptera) em diferentes fases do ciclo reprodutivo”.
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Resumo

Estudos recentes tém demonstrado interessantes caracteristicas no padrao reprodutivo feminino
em morcegos tropicais, que vao desde ovarios polarizados, ovulacéo preferencial, alternada ou
dupla e ovulacdo tardia e retardos no desenvolvimento embrionério. Considerando a
diversidade morfologica e fisiologica dos padrBes reprodutivos encontrados em morcegos,
ainda permanecem como um dos grupos menos conhecidos em relacdo a esses aspectos. O
objetivo do presente estudo foi caracterizar as variacdes morfoldgicas dos ovarios durante
diferentes fases do ciclo reprodutivo de Artibeus planirostris por meio de analises anatémicas,
histoldgicas, biométricas e morfométricas, com énfase no processo de foliculogénese. Os
ovarios de A. planirostris, apresentaram polaridade aparente, com os foliculos primordiais
restritos a uma zona localizada em apenas um lado do ovério, a partir da qual os foliculos sdo
recrutados para posterior crescimento e desenvolvimento. Ambos 0s ovarios apresentaram
corpo luteo, indicando que sdo funcionais, porém ndo podem ser considerados bilateralmente
simétricos, sendo o corpo luteo encontrado preferencialmente no ovario esquerdo. Os ovarios
durante a gravidez apresentaram diferencas significativas entre si, evidenciando regressao
ovariana do ovario sem corpo lateo. Quanto a foliculogénese, A. planirostris seguiu o padrédo
basico dos mamiferos, tendo inicio com o recrutamento de foliculos primordiais, visando seu
crescimento e desenvolvimento, podendo se tornar um foliculo maduro ou morrer por atresia.

Palavras-chave: Phyllostomidae, ciclo reprodutivo, ovario polarizado, assimetria ovariana,

foliculogénese.
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1. Introdugéo

A ampla distribuicdo geografica dos morcegos e a varia¢do dos fatores abi6ticos como
chuvas, temperatura e disponibilidade de alimentos, influenciam diretamente as caracteristicas
reprodutivas desses mamiferos (Fleming et al., 1972). A diversidade morfoldgica e fisioldgica
dos padrdes reprodutivos exibidos pelas espécies de Chiroptera constituem evidéncias da
grande plasticidade no seu comportamento reprodutivo. Contudo, poucos sdo 0s estudos
caracterizando detalhadamente as estruturas anatémicas reprodutivas internas das espécies
(Fazzolari-Corréa, 1995).

Artibeus planirostris (Spix, 1823) pertence a Phyllostomidae que, dentre todas as
familias de mamiferos, é a mais diversificada em termos de estratégias alimentares. E um
morcego frugivoro, considerado responsavel pela dispersdo de sementes de numerosas plantas,
cumprindo um importante papel na manutencdo da heterogeneidade de alguns ecossistemas
(Hollis, 2005).

As espécies de morcegos desta familia sdo caracterizadas por apresentar variagdes nas
suas estratégias reprodutivas (Hood e Smith, 1983). A andlise das estruturas reprodutivas em
machos de A. planirostris (Beguelini et al., 2013) revelou um padrdo continuamente ativo na
producdo de espermatozoides durante todo ano, embora apresentem dois picos, um em setembro
e outro em fevereiro. Os autores propdem que os machos desenvolveram estes picos de
espermatogénese para sincronizar com o ciclo reprodutivo da fémea, caracterizado por um
padrdo poliéstrico bimodal (Willig, 1985).

Existem vérias especializa¢fes reprodutivas desenvolvidas pelas fémeas de morcegos.
Uma das especializacGes é a polarizacdo dos ovarios (Komar et al., 2007), nos quais os foliculos
primordiais encontram-se restritos a uma area especifica, de onde sdo recrutados para o
crescimento e desenvolvimento. Outra especializacdo é a ovulacdo preferencial, alternada ou
dupla (Crichton e Krutzsch, 2000), na qual sdo exemplos a dominancia do ovario direito em
Molossidae, a dominancia completa do lado esquerdo em Megadermatidae, ou, no caso dos
Phyllostomidae, uma forte tendéncia de o ovario direito e esquerdo ovularem alternadamente
em ciclos sucessivos (Wimsatt, 1979). Ha ainda a ovulacéo tardia (Abhilasha e Krishna, 1996)
e os retardos no desenvolvimento embrionario, comum em algumas espécies hibernantes e
relatado para Artibeus jamaicensis Leach, 1821 (Fleming, 1971; Rasweiler e Badwaik, 1997),
com a utilizacdo de alguns mecanismos, entre eles, 0 armazenamento de espermatozoides, 0
retardo na implantacdo do embrido e a diapausa no desenvolvimento embrionario. Essas

estratégias visam retardar o nascimento dos filhotes para épocas mais favoraveis, com maior
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disponibilidade de alimentos e melhores condigdes climéaticas (Taddei, 1996). N&o ha até o
presente estudo qualquer informagé&o deste tipo para A. planirostris.

Na maioria dos mamiferos, incluindo morcegos, o ovario é caracterizado por constituir-
se histologicamente de duas regides principais, 0 cortex e a medula. Em individuos adultos o
cortex é constituido principalmente pelos foliculos e pelo corpo luteo (quando presente); e a
medula, por sua vez, contém vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. A producdo de
gametas (ovogénese) e de hormdnios esteroides sdo as duas fungdes principais do ovario
(Crichton e Krutzsch, 2000).

A foliculogénese € o processo que envolve o crescimento e desenvolvimento de um
foliculo primordial até alcancar a maturidade total e ser liberado do ovario. Este processo é
dividido em trés passos principais, a iniciacdo, o crescimento do foliculo, e a selecdo e
maturacdo do foliculo pré-ovulatorio (Gougeon, 2004). O crescimento se da por proliferacao
celular e formacéo do antro folicular, e o desenvolvimento (maturacgdo), por citodiferenciagéo
de celulas e tecidos do foliculo. Os foliculos ndo selecionados (maioria) ndo completam o
processo e acabam morrendo por atresia - processo apoptético (Gougeon, 2004; Erickson,
2012).

As transformaces ocorridas nos foliculos no processo de maturacdo séo reconhecidas
como estégios foliculares de maturacdo, e no esforco de entender os eventos da foliculogénese
em mamiferos, foram propostos alguns modelos de classificacdo para esse evento em animais,
contudo os varios estudos mostram que ha algumas variacfes entre as espécies, 0 que ocasiona
uma variac¢ao no numero de estagios reconhecidos (Pedersen e Peters, 1968; Myers et al., 2004;
Gougeon, 2004; Griffin et al., 2006).

No modelo de classificacdo de Pedersen e Peters (1969), proposto para o ovario de
camundongos, foram reconhecidos oito tipos foliculares, levando em conta, principalmente o
diametro do odcito, a morfologia e o envoltério dos foliculos (nimero de células foliculares).
Os estudos mais recentes, tém preferido utilizar outras caracteristicas para diferenciar os
estagios, e nessas, além do nimero de camadas de células na granulosa, tem sido considerada
a morfologia das células que compdem a camada, bem como o tamanho e presenca do antro
(Myers et al., 2004; Gougeon, 2004; Griffin et al., 2006). De forma geral em um mamifero
modelo serdo reconhecidas quatro categorias para os foliculos, primordial, primario, secundario
e terciario, sendo este ultimo subdivido em varios estagios de acordo com a presenga e tamanho
do antro (Griffin et al., 2006; Erickson, 2012).

Os foliculos também sdo responsaveis pela producdo de hormoénios esteroides e

proteicos requeridos para a manutengdo do ciclo ovariano, das caracteristicas sexuais
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secundarias e preparacao do Utero para a implantacdo e, apds a ovulagéao, o corpo lteo fornece
0s horménios essenciais para a manutencdo da gravidez. A manutencdo desse padrdo ciclico
funcional é controlada por gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) e hormonios esteroides
ovarianos (estradiol e progesterona) que se ligam aos seus receptores especificos no ovario
(Findlay et al., 2009).

As analises desses eventos em espécies de morcegos tém revelado que o
desenvolvimento dos foliculos segue o padréo tipico dos mamiferos eutherianos, como é o caso
de Miniopterus fraterculus Thomas e Schwann, 1906 (Bernard, 1980) e de muitos
filostomideos, entre eles A. jamaicensis, Glossophaga soricina (Pallas, 1766) e Sturnira lilium
(E. Geoffroy, 1810) (Antonio-Rubio, et al., 2013).

Considerando a diversidade morfologica e fisiologica dos padrdes reprodutivos
encontrados em Chiroptera e a escassez de informac6es para A. planirostris, o objetivo do
presente estudo foi caracterizar as variacfes morfolégicas dos ovarios durante diferentes fases
do ciclo reprodutivo de Artibeus planirostris por meio de analises anatdmicas, histoldgicas,

biométricas e morfométricas, com énfase no processo de foliculogénese.

2. Material e Métodos

2.1. Espécimes Analisados, Coletas e Licenga

Foram utilizadas 32 fémeas sexualmente adultas de A. planirostris, capturadas em
coletas realizadas entre setembro de 2013 a setembro de 2014, no noroeste do estado de S&o
Paulo - Brasil (20°49°11”° S, 49°22°45°°W), autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente — IBAMA (Processo: 02027.001957/2006-02). Estas coletas foram realizadas no
periodo noturno e consistiram na montagem de “redes de espera”, também conhecidas como
redes de neblina ou “mist nets”, onde 0s morcegos, ao se chocarem, ficam retidos. A condicéo
adulta dos espécimes foi confirmada com base no peso corporal e completa ossificacdo das
epifises das falanges e metacarpos (de KNEGT et al., 2005).

Apbs a captura e identificacdo dos animais, as fémeas foram devidamente
acondicionadas em gaiolas individuais (40 x 20 x 20 cm) com agua ad libitum, durante o tempo
minimo necessario aos procedimentos em laboratorio (geralmente uma noite). Na manha
posterior, as amostras foram coletadas para as analises, sendo 0s procedimentos experimentais
autorizados pela Comisséo de Etica no Uso do Animal do IBILCE/UNESP (Processo: 013/09-
CEEA).
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2.2. Delineamento Experimental

A condicdo reprodutiva de cada fémea foi avaliada, e as mesmas separadas em trés
grupos amostrais: lactantes (glandulas mamarias e mamilos evidentes, com secrecdo de leite
apos leve compressao das mamas), gravidas (gravidez detectada por inspecdo/exame abdominal
e apos dissecacdo) e ndo ativas reprodutivamente (abdome normal e mamilos ndo evidentes)
(Zortéa, 2003). As fémeas gravidas, por sua vez, foram divididas em trés subgrupos de acordo
com o peso do complexo Utero-ovarios: gravida | (média dos pesos: 0,16g * 0,02); gravida Il
(média: 2,59¢g £ 0,13) e gravida Il (peso do complexo maior que cinco gramas). Este Gltimo
subgrupo, com maior peso do complexo, ndo foi utilizado nas analises estatisticas por
apresentarem um namero de individuos abaixo do aceitavel para as analises (n>5).

Apo6s a morte dos animais pelo aprofundamento da anestesia (80mg ketamina + 20mg
de xilasina por quilograma do animal), foi feita uma incis&o no tergo inferior do abdome e os
ovarios foram retirados, pesados, fixados em solucdo de metanol: cloroférmio: acido acético
(6:3:1) durante trés horas a 4°C, desidratados em série graduada de etanol, clarificados em xilol
e entdo incluidos em parafina. Posteriormente foram obtidas sec¢des seriadas de 5 um de
espessura, as quais foram submetidas as andlises histoldgicas e morfométricas.

Os animais foram fixados com formol, preservados em alcool 70°GL e depositados
como espécimes-testemunho na Colecdo Cientifica de Chiroptera (DZSJRP) do Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE/UNESP) de Sao José do Rio Preto, SP.

2.3. Andlise Histologica

As seccles foram coradas com Hematoxilina-Eosina (Ribeiro e Lima, 2000) e Periodic
— Acid & Schiff (PAS), e as laminas foram primeiramente analisadas e fotografadas em
microscopia Optica (Scanner de imagens Olympus BX-VCB), com auxilio de software de
captura e analise de imagem (software VS-ASW), para visualizacdo completa do ovario e,
posteriormente, analisadas e fotodocumentadas em fotomicroscépio Olympus BX60 com
analisador de imagens Image-Pro-Plus para Windows, para analise especifica dos componentes

da estrutura ovariana.

2.4. Analise Biométrica e Morfométrica

Foram avaliados para cada animal os pesos: corporal, do complexo Gtero-ovarios e dos
ovarios direito e esquerdo. Foram registrados também, para cada ovario, 0s seguintes
parametros: didmetro, area e volume dos ovéarios e do corpo ldteo (quando presente), e

frequéncia de cada tipo de foliculo.
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Utilizando-se o software para analise de imagens, Image-Pro-Plus, versdo 6.0 (© Media
Cybernetics) para Windows ®, e assumindo o formato esférico dos ovarios e do corpo luteo,

foram calculados os diametros usando a seguinte equacao:
Diametro (D) (mm) = Vab

Onde (a) refere-se a medida do didametro dos ovarios e do corpo luteo, e (b) o diametro
no angulo de 90° (Willians, 1977). A média do diametro (D) foi calculada para cada ovario e

corpo luteo e posteriormente utilizada para o calculo da area e do volume.

x 7 - , D

Area do ovario/corpo luteo (mm2) = 4mr?, onde r = >
;- , 4

VVolume do ovario/corpo liteo (mms3) = 3 mre

A frequéncia dos tipos de foliculos foi avaliada em no minimo cinco cortes para cada
animal, com inicio no primeiro corte e os demais a cada multiplo de cinco, ou seja, no 1°, 5°,
10° e assim por diante. A frequéncia foi estimada pela contagem de foliculos (primordial,
primario, secundario, antral, etc.), com o ndcleo do ovécito incluido no plano de corte, e

expressa como percentagem da populagéo total.

2.5. Analise Estatistica

Os valores dos pesos e medidas foram representados pelas médias e desvios padrdo, e
analisados inicialmente pela Andlise de Variancia (One-way ANOVA) e, posteriormente pelo
teste de Tukey para comparacdes multiplas, com nivel de significancia P<0.05, usando o
programa Statistica 6.0 (Copyright©Statsoft, Inc. 1984-1996).

3. Resultados

3.1. Histologia geral do ovario

O ovario de A. planirostris é constituido por duas regides distintas: a medula, na por¢ao
central do ovario, formada por tecido conjuntivo frouxo contendo uma massa de vasos
sanguineos, vasos linfaticos e nervos; e o cortex (periférico), circundando a medula, contendo

foliculos ovaricos em diversos estagios de maturacao inseridos em tecido conjuntivo, e 0 corpo
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luteo (quando presente) (Figura 1A e 1B). Cabe destacar que o limite entre a medula e o cOrtex
é indistinto. A superficie do ovario é revestida por um epitélio, que varia do tipo cubico a
pavimentoso, e uma camada de tecido conjuntivo denominada tunica albuginea, pode ser vista
entre o epitélio do ovario e o cortex subjacente (Figura 1C e 1D).

Foi observada uma regionalizacdo (polaridade) aparente quanto a localizagdo dos
foliculos, de tal forma que todos os foliculos primordiais se dispem ou concentram-se
(restritos) em uma zona localizada em apenas um lado do ovario, a partir da qual sdo recrutados
para posterior crescimento e desenvolvimento (Figura 1A e 1B).

O corpo luteo foi observado nos dois ovarios, ou seja, no direito ou no esquerdo,
indicando que ambos os ovarios sdo funcionais (aptos a ovular). Contudo houve diferenca entre
0s ovarios quanto a presenca de corpo lateo. Dos 32 animais analisados, 21 apresentaram ovario
com corpo lateo, e destes 16 foram observados no ovario esquerdo (76,2%), contra apenas cinco

no ovario direito (23,8%).

3.2.  Foliculogénese

Segundo Erickson (2012), foram reconhecidos cinco tipos/categorias para os foliculos:
primordiais, primarios, secundarios, terciarios e antral.

Os foliculos primordiais (Figura 2A), sdo caracterizados por apresentar uma Unica
camada de células foliculares pavimentosas envolvendo um pequeno odcito, e a superficie
externa limitada por uma lamina basal. Foram encontrados em grandes quantidades nos ovarios
direito e esquerdo, localizados logo abaixo da tdnica albuginea, em uma regido especifica do
ovario. Com o desenvolvimento, o foliculo passa a ser denominado primario, e nesses as células
achatadas circunvizinhas proliferam e tornam-se cubicas, mas ainda permanecem arranjadas
em uma Unica camada, podendo ser visivel 0 aumento de tamanho do odcito (Figuras 2B e C,
3A).

Apos sucessivas divisdes mitdticas, a Unica camada de células foliculares forma um
epitélio estratificado, com multiplas camadas de células granulosas dispostas circundando o
nucleo, caracterizando um foliculo secundéario. Nesse estagio o foliculo encontra-se envolto por
uma bainha de células de tecido conjuntivo, conhecida como teca folicular (Figuras 2D e E, 3B
e C). A porcdo interna dessa bainha € denominada teca interna e a porg¢ao externa é denominada
teca externa. A teca interna é a camada mais fina constituida de células secretoras cubicas e é
ricamente vascularizada. A teca externa contém, principalmente, células de musculo liso e
feixes de fibras colagenas; o o0cito, por sua vez, segrega a zona pellcida, rica em

glicosaminoglicanas evidenciada pela reacdo com PAS (Figura 3B-D).
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No foliculo terciario, o foliculo e o odcito aumentam de tamanho e forma-se uma
pequena cavidade nas células da granulosa caracterizada pelo acimulo de liquido folicular
(Figura 2F).

Os foliculos nesses estagios iniciais de desenvolvimento, ou seja, primario, secundario
e tercidrio também podem ser denominados foliculos pré-antrais, pois ndo ha ainda a formacéo
do antro, e sdo divididos com base no nimero de células da camada da granulosa, no
desenvolvimento das camadas da teca e na formacéo de uma pequena cavidade.

A medida que o foliculo aumenta, o acimulo de liquido folicular também aumenta,
resultando na formacdo de uma cavidade interna denominada antro. A presenca do antro é
caracteristica de um foliculo pré-ovulatério, também denominado foliculo antral (Figura 2G).
Este sofre um aumento progressivo de tamanho, mas mantém a mesma complexidade
morfologica, até tornar-se um foliculo maduro, em que o o6cito encontra-se incrustado no
cumulus oophorus, cujas células permanecem apés a ovulagdo, formando a corona radiata
(Figura 2H).

As analises histologicas evidenciaram a existéncia do corpo hemorragico, consequente
do rompimento de um foliculo pré-ovulatério, em que a membrana basal se rompe, 0s vasos
sanguineos da teca interna invadem a camada de células foliculares e a cavidade antral é
preenchida por sangue (Figura 4A). Em A. planirostris apenas um foliculo torna-se maduro e
0s outros, que ndo atingiram a maturidade, foram reconhecidos como foliculos atrésicos. O
processo de atresia pode ser observado em diferentes estagios da foliculogénese, apresentando
algumas caracteristicas citoldgicas de morte celular, incluindo a presenca de ndcleos picnoticos,
condensacdo de cromatina e liberacdo de corpos apopt6ticos, muitas vezes, espalhados por todo
o antro (Figura 4B). Além disso, a atresia pode ser observada em foliculos que apresentam uma
lacuna entre a camada da granulosa e a zona pellcida (Figura 4C), o que ndo ocorreu nos
foliculos saudaveis, pois as camadas encontravam-se adjacentes; ou pela permanéncia da zona
peltcida no local onde havia o foliculo, por ser mais resistente que as células da granulosa
(Figura 4D).

3.3. Quantificacéao folicular

A composicdo dos foliculos mostrou-se importante na diferenciagdo das fases do ciclo
reprodutivo. Nas fémeas néo ativas reprodutivamente, os ovarios direito e esquerdo mostraram
um padrdo semelhante na sua composicdo, apresentando um aglomerado de foliculos
primordiais (cerca de 80% do total de foliculos), bem como foliculos nos diferentes estagios de

maturacao (pre-antrais e antrais) migrando em direcao a regido medular. Ambos os ovarios se
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apresentaram ativos, ou seja, passiveis de ovular, mas também exibiram quantidades
significativas de foliculos atrésicos (cerca de 10% do total) (Figura 5A e B).

As analises das fémeas gravidas | e Il mostraram diferencas acentuadas nos ovarios
durante gravidez. No ovario em que a ovulacdo ocorreu o corpo luteo foi observado. No ovario
que ndo ovulou, ndo houve formacéo do corpo luteo, ocorrendo um processo de regressdo. Isto
fez com que houvesse uma diferenca na composicdo de foliculos entre esses ovarios,
principalmente quanto ao numero de foliculos atrésicos, que no ovario com corpo luteo chegou
a 20% (Figura 6 A-D), enquanto no regredido alcancou valores proximos a 30% (Figura 5 C-
F).

No ovario com corpo liteo notou-se que este ocupa uma porcao consideravel do ovério
durante a gravidez, chegando a 70% do volume total e, portanto, reduzindo o espacgo ocupado
pelos foliculos. Em consequéncia foi encontrado um numero menor de foliculos, em todos os
estagios de maturacdo, no ovario com corpo ldteo, quando comparado ao ovario regredido (sem

corpo luteo) (Tabela 1).

Tabela 1. Namero total de foliculos, em todos os estagios de maturacdo, presentes nos ovarios
com e sem corpo luteo das fémeas de Artibeus planirostris nas quatro fases do ciclo reprodutivo.

Numero de Foliculos

Grupos amostrais Ovério sem Corpo Luteo Ovério com Corpo Luteo
Né&o ativas reprodutivamente 1104 -
Gréavida | 1023 642
Gravida Il 875 559
Lactantes 679 420

A diferenca entre os ovarios durante a gravidez, persistiu na fase de lactagdo, ou seja, 0
ovario que sofreu a regressdo apresentou um ntmero maior de foliculos atrésicos (cerca de
40%) (Figura 5G e 5H) se comparado ao ovario que ovulou (quase 30%) (Figura 6E e 6F).

A comparacdo das variagfes nos ovarios entre as trés condi¢cdes analisadas (ndo ativas
reprodutivamente, gravidas e lactantes), mostrou um aumento significativo de foliculos
atrésicos em ambos 0s ovarios (em proporgdes diferentes no ovario com e sem corpo luteo,
como visto acima), acompanhado de uma reducdo, também significativa, da porcentagem de

foliculos primordiais (Figuras 5 e 6).
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3.4. Andlises Biométricas e Morfométricas

O peso dos animais diferiu significativamente apenas entre os grupos de fémeas ndo
ativas reprodutivamente e fémeas gravidas Il (Figura 7), ou seja, aquelas que apresentavam o
peso do complexo Utero-ovarios proximo a 2,5 gramas. Os pesos observados nas duas
categorias apresentaram valores maximos para o peso corporal de 50,099 e 55,649
respectivamente.

Em relacdo aos pesos do complexo Utero-ovarios houve diferenca significativa entre
todos os grupos amostrais (Figura 8), o que ja era esperado, uma vez que o peso do complexo

aumenta & medida que a gravidez se desenvolve.

Peso Corporal

60,00 b
ab T ab
50,00 a I
' T i 51,42 4953

40,00 45,10 e
30,00
20,00
10,00

0,00

Nao ativas Gravida | Gravida Il Lactantes

reprodutivamente
*Valores com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05).

Figura 7. Comparacdo dos pesos corporais (gramas) das fémeas de Artibeus planirostris nas
quatro fases do ciclo reprodutivo.

Peso Complexo Utero-Ovarios

3,50
3,00 c
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50 - b

0,04
0,00 -

2,59

0.16 228

Nao ativas Gravida | Gravida Il Lactantes
reprodutivamente

*Valores com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenga significativa (P>0,05).

Figura 8. Comparacgdo dos pesos (gramas) do complexo Utero-ovarios das fémeas de Artibeus
planirostris nas quatro fases do ciclo reprodutivo.
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Em relacéo aos pesos dos ovarios é possivel notar que ndo houve diferenca significativa
entre os grupos amostrais (Figura 9). Cabe ressaltar que os ovarios com corpo luteo apresentam
um peso relativamente maior quando comparados com 0s ovarios sem corpo liteo, tanto nas
gravidas quanto nas fémeas lactantes, evidenciando o processo de regressao do ovario que ndo

ovulou (sem corpo luteo).

Peso dos Ovarios

0,018 a
0,016
0,014 a
0,012
0,010 a
0,008 0,010
0,006 | Toa a
0,004 0,006 - 0,006 | T T
0,002 0,003 0,004 903 0,004
0,000
Gréavida | Gréavida Il Lactantes Néo ativas
reprodutivamente
com Corpo Luteo sem Corpo Luteo

*Valores com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenga significativa (P>0,05).

Figura 9. Comparacao dos pesos (gramas) dos ovarios com e sem corpo luteo das fémeas de
Artibeus planirostris nas quatro fases do ciclo reprodutivo.

No ovario com corpo ltteo, onde ocorreu a ovulagéo, percebe-se um pequeno aumento
no diametro e na area durante a gravidez, tornando-se significativo se avaliarmos o volume.
Com o desenvolvimento da gravidez, o corpo luteo regride, e os ovarios sofrem uma reducao
significativa do diametro, area e volume no periodo de lactacdo. Ja no ovario sem corpo lUteo,
onde ndo ocorreu a ovulacdo, o processo de regressao do ovario é antecipado, ou seja, ocorre
uma diminuicdo do diametro, area e volume no inicio da gravidez e na fase de lactacdo,

caracteristica do processo de regressao.
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Ovério com Corpo Luteo

20,00 n
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5,00 a 6T54
0.00 1,87 2,23 1724 1,59
Gravida | Gravida Il Lactantes
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*Valores com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenga significativa (P>0,05).

Figura 10. Comparacao do diametro, area e volume dos ovarios com corpo lateo das fémeas
de Artibeus planirostris durante trés fases do ciclo reprodutivo.

Ovério sem Corpo Luteo
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*Valores com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenga significativa (P>0,05).

Figura 11. Comparacdo entre o diametro, area e volume dos ovarios sem corpo lGteo das
fémeas de Artibeus planirostris nas quatro fases do ciclo reprodutivo.

Na comparacdo entre 0s ovarios com e sem corpo liteo na mesma fase do ciclo
reprodutivo, percebe-se que o didmetro, area e volume do ovario sem corpo liteo sdo menores
que do ovario com corpo lateo, evidenciando, mais uma vez, o processo de regressdo do ovario

que ndo ovulou (Figuras 12, 13 e 14).
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Diametro dos Ovérios (mm)
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Houve diferenga significativa (P<0,05) entre os ovarios das fémeas gravidas I e I1.

Figura 12. Comparacédo do diametro dos ovarios com e sem corpo lateo das fémeas de Artibeus
planirostris em cada fase do ciclo reprodutivo.
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Houve diferenca significativa (P<0,05) entre os ovéarios das fémeas gravidas | e II.

Figura 13. Comparacdo da area dos ovarios com e sem corpo liteo das fémeas de Artibeus
planirostris em cada fase do ciclo reprodutivo.
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Volume dos Ovérios (mm3)
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Figura 14. Comparacdo do volume dos ovarios com e sem corpo luteo das fémeas de Artibeus
planirostris em cada fase do ciclo reprodutivo.

Em relacdo ao corpo luteo, verifica-se que eles mostram um pequeno aumento nos

estagios iniciais da gravidez e uma diminuicdo significativa durante a fase de lactacdo (Figura

15), confirmando que 0 aumento e a posterior redu¢do encontrados nos ovarios com corpo luteo

se devem ao aumento e a reducdo do mesmo. Cabe ressaltar que durante a gravidez o corpo

luteo chegou a ocupar cerca de 70% do ovario.
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Figura 15. Comparacdo do didmetro, area e volume do corpo luteo nos ovarios das fémeas de
Artibeus planirostris durante trés fases do ciclo reprodutivo.
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4. Discusséo

A estrutura do ovéario de mamiferos apresenta um padrao geral bem definido, com uma
regido medular formada por tecido conjuntivo, onde se encontram células intersticiais, nervos,
vasos sanguineos e linfaticos; e um cértex amplo, que circunda a medula, formado por tecido
conjuntivo, onde se encontram os foliculos em diversos estadgios de maturacdo (Junqueira e
Carneiro, 2008; Crichton e Krutzsch, 2000). Este padrdo também é encontrado em muitas
especies de morcegos (Crichton e Krutzsch, 2000), como em Pteropus giganteus Briinnich,
1782 (Dorlikar et al., 2013), Sturnira lilium, Sturnira tildae de la Torre, 1959, Artibeus
fimbriatus, Artibeus lituratus e Artibeus obscurus (Fazzolari-Corréa, 1995).

No entanto, algumas espécies de morcegos desviam-se desse padrdo geral, como é o
caso de G. soricina que exibe uma polaridade ovariana, caracterizada por apresentar apenas
uma porcao do ovario recoberta por epitélio e ao fato de todos os foliculos primordiais ficarem
restritos a essa area. E dessa parte especifica do ovario que os foliculos s&o recrutados para o
desenvolvimento e onde ocorre a ruptura folicular no momento da ovulagdo (Komar et al.,
2007). Essa distribuicdo restrita dos foliculos primordiais é encontrada em outros morcegos da
familia Phyllostomidae, como Leptonycteris curasoae Miller, 1900 (Hood e Smith, 1983) e da
familia Pteropodidae, como Ptenochirus jagori (Peters, 1861) (Heideman e Powell, 1998).

Artibeus planirostris, assim como outros filostomideos, entre eles A. jamaicensis, G.
soricina e S. lilium (Antonio-Rubio et al., 2013) apresentou ovarios com uma polaridade
aparente, com os foliculos primordiais restritos a uma zona localizada em apenas um lado do
ovario, a partir da qual os foliculos sdo recrutados para posterior crescimento e
desenvolvimento. Apesar disso, esse padrdo ndo ocorre em todos os filostomideos, pois 0s
ovarios das fémeas de C. perspicillata e Desmodus rotundus ndo se mostraram polarizados
(Bonilla e Rasweiler, 1974; Quintero e Rasweiler, 1973).

A organizacdo anatbmica do ovario de forma polarizada, pode ser interessante para
analisar os fatores responsaveis pelo recrutamento e desenvolvimento dos foliculos, bem como
da ruptura folicular, pois nos animais que apresentam essa polaridade, todos esses eventos séo
restritos a areas especificas, o que facilitaria o estudo (Crichton e Krutzsch, 2000).

Essa variacdo no arranjo dos ovarios das diferentes espécies de morcegos ndo € surpresa,
tendo em vista que os quirdpteros apresentam caracteristicas variadas no ciclo reprodutivo, bem
como inumeras especializagdes, entre as quais pode-se destacar a assimetria dos Orgaos
reprodutivos, caracterizada pela dominancia unilateral de um ovario, do Utero ou de ambos
(Wimsatt, 1979). Padrbes de assimetria foram documentados em diversas espécies de

morcegos, com casos de dominancia completa ou parcial do ovéario direito em espécies das
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familias Molossidae, Emballonuridae, Mormoopidae, Rhinolophidae; e do ovario esquerdo em
Emballonuridae, Megadermatidae, Mormoopidae, Natalidae, Rhinolophidae (Pillai e Sastry,
2012). A assimetria também tem sido verificada em outras espécies de mamiferos, como, por
exemplo, um roedor da Patagbnia que ovulava apenas pelo ovario direito (Weir, 1971). Embora
tenha sido documentada em outras ordens de mamiferos (Mossman e Duke, 1973) em nenhuma
delas o padrdo de assimetria foi tdo frequente quanto os registrados em morcegos (Wimsatt,
1979; Pillai e Sastry, 2012).

Essa assimetria reprodutiva observada em Chiroptera, tem sido interpretada como
estando diretamente relacionada ao nimero de filhotes, que em geral € um por gestacdo, uma
vez que, as poucas especies que tem mais de um filhote sdo consideradas bilateralmente
simétricas, ou seja, ambos 0s ovarios sdo funcionais e ovulam com a mesma frequéncia (Pillai
e Sastry, 2012).

Apesar de Wimsatt (1979) ter pressuposto que existe uma forte tendéncia em
filostomideos de que os ovarios direito e esquerdo ovulem alternadamente em ciclos sucessivos,
como observado em G. soricina (Rasweiler, 1974), C. perspicillata (Bonilla e Rasweiler, 1974)
e D. rotundus (Quintero e Rasweiler, 1973), algumas espécies sdo assimétricas, apresentando
dominancia do lado direito, como é o caso de Macrotus californicus (Bradshaw, 1962)
(Crichton e Krutzsch, 1985) e Macrotus mexicans Wimsatt (citado por Rasweiler e Badwaik,
2000)

A funcionalidade de ambos os ovarios em A. planirostris (Vicente et al., 2006) foi
confirmada pela presenca de corpo luteo tanto no ovario esquerdo (76,2%), quanto no ovario
direito (23,8%). Mesmo apresentando ambos 0s ovarios funcionais, estes ndo ovularam na
mesma frequéncia revelando um padrdo preferencial, caracterizado pela dominancia, a0 menos
parcial, do ovario esquerdo, 0 que poderia caracterizar uma assimetria parcial para os ovarios,
ou seja, A. planirostris ndo pode ser considerado bilateralmente simétrico.

De acordo com Erickson (2012) o processo de foliculogénese ocorre no cortex ovariano,
onde é possivel encontrar foliculos nas diferentes fases de maturacao, e esta pautado em quatro
eventos regulatérios que tem inicio com o recrutamento, crescimento e desenvolvimento de
foliculos primordiais, alcancados por meio de proliferacdo celular; o desenvolvimento do
foliculo pré-antral, envolvendo a citodiferenciagdo das células e tecidos do foliculo e a
formacéo do antro folicular. Por fim, apos o desenvolvimento e maturacgéo, o foliculo pode ser
selecionado e ter o odcito (circundado por células do cumulus e corona radiata) liberado do

ovario, ou entdo morrer, por um mecanismo de morte programada chamado apoptose.



CAPITULO 1

As andlises histoldgicas realizadas em A. planirostris demonstraram que o crescimento
e desenvolvimento dos foliculos segue o padrao tipico dos mamiferos, bem como o de outros
morcegos, como P. giganteus (Dorlikar et al., 2013) e Miniopterus fraterculus Thomas e
Schwann, 1906 (Bernard, 1980), sendo muito semelhante ao padrdo observado em outras
espécies de Stenodermatinae, como S. lilium, S. tildae, A. fimbriatus, A. lituratus e A. obscurus
(Fazzolari-Corréa, 1995). Nesses casos, o processo de foliculogénese da-se inicio com um
foliculo primordial, onde o ovdcito é envolto por uma Gnica camada de células achatadas, que,
ao tornarem-se cubicas, dardo origem ao foliculo priméario. A multiplicacdo dessas células
formando uma camada (granulosa) origina um foliculo secundario e, por fim, o acimulo de
liquido folicular entre essa camada, formando uma cavidade (antro), caracteriza um foliculo
terciario ou antral (Mossman e Duke 1973).

Os resultados do presente estudo mostraram que as fémeas de A. planirostris, assim
como outras espécies de morcegos (Fazzolari-Corréa, 1995), sdo monovulares, uma vez que
apenas um foliculo torna-se maduro. Temos, entdo, a formacdo do corpo hemorrégico,
consequente do rompimento do foliculo pré-ovulatorio, que sofrera alteracdes morfofuncionais
para originar o corpo luteo. Dos inumeros foliculos observados no ovario, poucos atingem a
maturidade, ou seja, a maioria acaba morrendo por um mecanismo de morte celular programada
denominado apoptose. Os foliculos em apoptose sdo denominados foliculos atrésicos e sdo
reconhecidos por apresentarem algumas alteragdes estruturais e funcionais, como, por exemplo,
a formacdo de uma lacuna entre a camada da granulosa e a zona pelucida; a permanéncia da
zona pelucida no local onde havia o foliculo, por ser mais resistente que as células da granulosa;
ou a presenca de nucleos picnoticos, condensacdo de cromatina e liberagdo de corpos
apoptéticos encontrados espalhados pelo antro (Bernard, 1980; Fazzolari-Corréa, 1995;
Krishna e Abhilasha, 2000; Dorlikar et al., 2013).

Apds a ruptura do unico foliculo maduro, ocorre, por consequéncia, a formacdo de um
unico corpo luteo, uma glandula endécrina e transitoria, formada a partir do foliculo ovulado,
responsavel pela manutencdo inicial da gravidez. O corpo luteo pode permanecer até o final da
gravidez ou inicio da lactacdo, chegando a ocupar mais de 70% da area em corte do ovario
(Fazzolari-Corréa, 1995; Junqueira e Carneiro, 2008; Dorlikar et al., 2013).

A composicao de foliculos encontrada nas fémeas gravidas de A. planirostris mostrou-
se semelhante a encontrada em outras espécies de Artibeus, como em A. fimbriatus, A. lituratus
e A. obscurus; e também em Sturnira (S. lilium e S. tildae) (Fazzolari-Corréa, 1995). No ovario
com corpo lateo foram encontradas grandes quantidades de foliculos primordiais, menor

numero de foliculos primarios e secundarios, alguns foliculos antrais, geralmente em atresia e
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inimeras cicatrizes de foliculos atrésicos, com os restos de zona pelucida no centro. O ovério
sem corpo luteo é menor e apresenta foliculos primordiais, primarios e secundarios, além de
uma grande quantidade de foliculos antrais em atresia e de cicatrizes de corpos atrésicos.

Algumas caracteristicas do ovario sem corpo luteo (que ndo ovulou) foram semelhantes
a outras espéecies de morcegos: grande quantidade de foliculos atrésicos, tamanho relativamente
menor do que o ovario com corpo luteo (Fazzolari-Corréa 1995) e diminuicéo significativa do
diametro, area e volume no inicio da gravidez, tanto em P. giganteus (Dorlikar et al., 2013),
como em A. planirostris (presente estudo). Essas semelhancas revelam um processo de
regressdo sofrido por esse ovario, uma vez que, a manutencdo inicial da gravidez se da pelo
corpo lateo (Tomac et al., 2011) e, por consequéncia, pelo ovario que ovulou.

A analise conjunta dos resultados demonstrou algumas caracteristicas reprodutivas
tipicas de A. planirostris, como a polarizacdo dos ovarios, 0 processo de regressdo ovariana,
bem como a assimetria reprodutiva, com dominancia, a0 menos parcial, do ovario esquerdo.
Quanto ao processo de desenvolvimento dos foliculos, A. planirostris segue o padrdo basico

dos mamiferos em geral e de outros morcegos, em particular.
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Figura 1. Cortes transversais de regides medianas do ovario de fémeas ndo-reprodutivas de
Artibeus planirostris corados com Hematoxilina-Eosina. A e B. Ovério constituido por duas
regides: a medula, na porcdo central, e o cortex, periférico, onde se encontram os foliculos.
Nota-se os foliculos primordiais (FP) restritos a regides especificas, caracterizando um ovario
polarizado. C e D. Destaque para o cortex com estruturas foliculares e superficie gonadal com
revestimento epitelial simples do tipo cubico (C) ou pavimentoso (D), e tunica albuginea em
poisicao subepitelial.
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Figura 2. Etapas da foliculogénese em Artibeus planirostris. A. Foliculo primordial circundado
por células foliculares (CF) pavimentosas com ou sem o nucleo (N) do ovacito incluido no
plano de corte. B. Foliculo primario com uma camada de células foliculares (CF) cubicas.
Foliculos primordiais podem ser vistos no canto direito (asteriscos). C. Foliculo primario com
células foliculares em proliferacdo mitética. D. Foliculo secundario, circundado pela camada
da granulosa (CG), cuja superficie externa é limitada pela 1dmina basal (LB) e a interna pela
zona pelucida (ZP). E. Foliculo secundario envolto por uma bainha de células de tecido
conjuntivo: a teca interna (TI) e a teca externa (TE). F. Foliculo tercidrio com uma pequena
cavidade (asterisco) nas células da granulosa. G. Foliculo antral contendo uma cavidade em
forma de crescente lunar, o antro (A). H. Foliculo pré-ovulatério, com destaque para o antro
(A), o cumulus oophorus (CO) e a corona radiata (CR).
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Figura 3. Foliculos em diferentes estagios de maturacdo corados pela reacdo com PAS. A.
Foliculo primario circundado por uma camada de células foliculares (CF) cubicas. Alguns
foliculos primordiais (asterisco) podem ser vistos ao redor do foliculo primério. B e C. Foliculos
secundarios. D. Foliculo terciario. Note em B, C e D a zona pelucida (ZP).
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Figura 4. Corpo hemorragico e foliculos atrésicos. A. Corpo hemorragico, cuja cavidade antral
(A) é preenchida por sangue. B. Foliculo pré-ovulatério em atresia, evidenciada pelos ndcleos
picndticos (NP) encontrados espalhados por todo o antro. C. Foliculo atrésico com a formacéo
de uma lacuna entre a camada da granulosa (CG) e a zona pelucida (ZP). D. Foliculo secundario,
cujas células foliculares da camada da granulosa (CG) encontram-se em apoptose. Por ser mais
resistente que as células da granulosa, a zona peltcida permanece nos locais onde antes havia
foliculos (asteriscos).
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Figura 5. Frequéncia dos foliculos em porcentagem e cortes transversais de regides medianas
do ovario sem corpo luteo das fémeas de Artibeus planirostris. A e B. Fémea ndo-reprodutiva
apresentando foliculos em varios estagios de maturagdo. C e D. Fémea gravida I. E e F. Fémea
gravida Il com uma elevada quantidade de foliculos atrésicos. G e H. Fémea lactante com ovério
regredido, evidenciando a abundéancia de foliculos atrésicos e primordiais (ndo se vé foliculos
antrais).
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Figura 6. Frequéncia dos foliculos em porcentagem e cortes transversais de regides medianas
do ovario com corpo luteo das fémeas de Artibeus planirostris. A e B. Fémea gravida I. C e D.
Fémea gravida Il. E e F. Fémea lactante com corpo liteo em atresia, devido ao processo de
regressao.
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V. CAPITULO 2

Morfologia do utero de Artibeus planirostris
(Phyllostomidae: Chiroptera) em diferentes fases do

ciclo reprodutivo

Artigo a ser submetido a publicacdo na revista “Journal of Morphology”.
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Resumo

Alguns estudos demonstram caracteristicas interessantes no padrdo reprodutivo feminino de
morcegos tropicais, especialmente nas familias Molossidae e Phyllostomidae, como a grande
variacdo morfoldgica no formato do Utero e casos de menstruacdo verdadeira. Considerando a
importancia dos aspectos reprodutivos para a viabilidade da espécie, uma melhor compreensdo
e caracterizacdo dos 6rgaos reprodutivos é interessante. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi caracterizar morfologicamente o Gtero de Artibeus planirostris (Phyllostomidae:
Chiroptera), através de analises anatbmicas e histoldgicas; e avaliar as mudangas que ocorrem
na morfologia durante os diferentes estagios reprodutivos (inatividade reprodutiva, gravidez e
lactacdo). As fémeas de A. planirostris possuem um utero simples, de histologia semelhante ao
padrdo geral dos mamiferos, com a parede uterina composta por trés camadas: perimétrio,
miométrio e endométrio. Ndo observamos sinais externos de menstruacdo, mas a analise
histologica evidenciou um processo de descamacdo e necrose de porcBes do endométrio.
Artibeus planirostris produz apenas um filhote por gestacdo e exibe um padréo poliéstrico,
confirmado pela captura de fémeas concomitantemente gravidas e lactantes, nos meses de
outubro, novembro e dezembro, demonstrando a existéncia de um estro pos-parto.

Palavras-chave: Phyllostomidae, ciclo reprodutivo, Utero, menstruacédo, poliestria.
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1. Introdugéo

Artibeus planirostris esta incluida na subfamilia Stenodermatinae, a mais numerosa de
Phyllostomidae, com 67 espécies (Simmons, 2005). Com héabito alimentar predominantemente
frugivoro, atua como excelente dispersor de sementes, pois possui 0 comportamento de retirar
os frutos da planta mée e leva-los até um abrigo, para s6 entdo consumi-los (Reis at al., 2007).
Como os demais morcegos frugivoros, sua reproducéo esta associada com a disponibilidade de
alimento, ocorrendo, portanto, em diferentes épocas do ano, juntamente com a frutificacao das
plantas (Bredt e Silva, 1996).

Os padrdes reprodutivos de morcegos neotropicais podem ser divididos em quatro
padrbes bésicos (Fleming et al., 1972). 1)- monoestria sazonal, indicada por um Unico pico de
gravidez e de lactacdo; 2)- poliestria sazonal (bimodal), com dois picos de gravidez seguidos
de dois picos de lactacdo, ou seja, as fémeas podem produzir dois filhotes por ano; 3)- poliestria
com um curto periodo de inatividade sexual, podendo produzir até trés filhotes por ano; 4)-
poliestria asazonal, padréo de reproducédo continuada durante todo ano, indicada pela presenca
de fémeas gravidas, lactantes e gravidas-lactantes nos mesmos periodos, sem picos distintos de
nascimentos ou lactacéo.

A maioria dos filostomideos frugivoros exibe o padrdo poliéstrico bimodal (Fleming et
al., 1972), coincidindo os picos de nascimentos com a frutificagdo. Estudos anteriores sobre a
reproducéo de A. planirostris no Brasil, analisando machos e fémeas, tem sugerido um padréo
poliéstrico bimodal para a espécie (Willig, 1985). No entanto, Taddei (1976) e Graham (1987)
postularam que a espécie é capaz de se reproduzir durante todo o ano, gerando apenas um filhote
a cada gestacao.

Beguelini et al. (2013) ao analisarem machos adultos de A. planirostris, observaram um
padrdo continuo de espermatogénese, com espermatozoides dentro da cauda do epididimo em
todos os meses do ano, mas apresentando dois picos de producdo espermatica, em setembro e
fevereiro. Os autores postularam que a regulacdo da reproducdo de machos de A. planirostris
por fatores abiodticos parece ser indireta, uma vez que as mudangas na atividade
espermatogénica ndo estdo associadas diretamente as mudancas ambientais; e acreditam que
essa regulacdo ¢é baseada no ciclo reprodutivo feminino, via receptividade da fémea a copula, o
qual seria diretamente influenciado pelas mudangas ambientais.

As estruturas reprodutivas dos mamiferos sdo diversificadas, principalmente quanto a
morfologia. A maior diversidade é observada nos euterianos, nos quais sdo observados Uteros
dos tipos, duplo, bicorneo, bipartido e simples, morfologias definidas com base no grau de fusédo

dos cornos uterinos, sendo o ultimo a apresentar maior fusdo (Mossman, 1977).
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Apesar das variacbes morfolégicas exibidas pelos diferentes grupos, o Utero dos
euterianos é caracterizado, de forma geral, por apresentar paredes musculares espessas, no
interior das quais ocorre 0 desenvolvimento embrionario, divididas em trés camadas distintas:
0 perimétrio (tdnica serosa externa); o miométrio (tunica mediana relativamente grossa,
constituida de fibras musculares) e o endométrio (tunica interna, com glandulas associadas)
(Kardong, 2010). O endométrio sofre alteragdes morfoldgicas durante o periodo reprodutivo,
sendo fino quando inativo e espesso em condi¢do de gestacao.

Alguns estudos demonstram caracteristicas interessantes no padrédo reprodutivo
feminino de morcegos tropicais, especialmente nas familias Molossidae e Phyllostomidae, que
vao desde a grande variagdo morfoldgica no formato do utero — duplo, bipartido, bicérneo e
simples (Crichton e Krutzsch, 2000; Komar et al., 2007), até casos de menstruacao verdadeira,
envolvendo necrose e descamacao do endométrio, com sangramento associado, com destagque
para Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758) e Glossophaga soricina (Pallas, 1776) de
Phyllostomidae e Molossus rufus (E. Geoffroy, 1805) de Molossidae (Rasweiler, 1991,
Rasweiler e Bonilla, 1992; Komar et al., 2007; Wang et al, 2008; Rasweiler et al., 2010).

Considerando a funcdo ecoldgica dos morcegos, em especial de A. planirostris, e a
importancia dos aspectos reprodutivos para a viabilidade da espécie, uma melhor compreensédo
e caracterizacdo dos 6rgdos reprodutivos sao interessantes. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi caracterizar morfologicamente o Gtero de Artibeus planirostris, através de analises
anatdmicas e histoldgicas; e avaliar as mudancas que ocorrem na morfologia durante os
diferentes estagios reprodutivos, provendo informacBes adicionais que propiciem uma

descricdo mais detalhada dos aspectos reprodutivos dessa espécie.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo e método de captura

Os animais foram coletados em areas urbanas e rurais da regido noroeste do estado de
Sao Paulo, Brasil (20°49°11”° S, 49°22°45°*W), com “mist-nets” armadas no periodo noturno,
em trilhas, &rea de vegetacdo e areas abertas durante cinco excursdes mensais realizadas entre
setembro de 2013 a setembro de 2014.

A captura e manuseio dos animais, assim como 0s procedimentos experimentais foram
autorizados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente — IBAMA (Processo:
02027.001957/2006-02); e pela Comissdo de Etica no Uso do Animal do IBILCE/UNESP
(Processo: 013/09 - CEEA).
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Os animais foram tratados de acordo com as recomendagdes do Comité no Cuidado e
Uso de Animais de Laboratério do Institute of Laboratory Animal Resources, Conselho
Nacional de Pesquisas, "Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratdrio”. Apos a
captura, os animais foram mantidos em gaiolas individuais (40 x 20 x 20 cm) com agua ad
libitum, em uma sala especifica, no escuro a 25-30 °C, até a manhd seguinte, quando foram

eutanasiados e processados.

2.2. Espécimes analisados

Foram utilizadas 32 fémeas adultas de Artibeus planirostris, cuja condi¢do adulta foi
determinada com base no peso corporal e completa ossificacdo das epifises (de Knegt et al.,
2005). A condicao reprodutiva de cada fémea foi avaliada e as mesmas foram separadas em trés
grupos amostrais: lactantes (glandulas mamarias e mamilos evidentes, com secrecdo de leite
apos leve compressdo das mamas), gravidas (gravidez detectada por inspecao/exame abdominal
e apoOs dissecagdo, podendo ou ndo apresentar glandulas mamaérias) e ndo ativas

reprodutivamente (abdome normal e mamilos néo evidentes) (Zortéa, 2003).

2.3. Processamento dos animais

Ap0s os animais serem profundamente anestesiados (80mg ketamina + 20mg de xilasina
por quilograma do animal), o Utero e ovarios (complexo uterino) foram retirados por meio de
uma incisdo realizada na regido abdominal com o auxilio de bisturis e tesoura. Logo que
exposto, o Utero foi pesado e fixado em solucdo fixadora de metanol: cloroférmio: acido acético
(6:3:1) durante trés horas a 4°C, desidratado em série graduada de etanol, clarificado em xilol,
incluido em parafina, seccionado seriadamente (5 um de espessura) e submetido a analises
anatdmicas e histoldgicas (macroscopica e microscopica, respectivamente). Apds a retirada das
amostras, os animais foram fixados e depositados na Colecéo de Chiroptera do IBILCE-UNESP
(DZSJRP).

2.4. Andlise histoldgica

Ap0s serem colocadas sobre l[aminas para microscopia, as sec¢des foram coradas com
Hematoxilina-Eosina (Ribeiro e Lima, 2000), para identificacdo da estrutura geral do Utero e
Tricrdmico de Gomori, para marcacao de tecido conjuntivo e muscular. As laminas resultantes
foram analisadas e fotografadas em microscopia Optica (Scanner de imagens Olympus BX-
VCB), com auxilio de software de captura e analise de imagem (software VS-ASW), para

visualizacdo completa do Utero; e analisadas e fotodocumentadas em fotomicroscépio Olympus
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BX60 com analisador de imagens Image-Pro-Plus para Windows, para observacao dos tecidos

componentes da estrutura uterina.

2.5. Analise Estatistica

Para cada condicdo reprodutiva (lactante, gravida e ndo ativa reprodutivamente) foi
obtido o peso do complexo uterino. Os valores foram expressos pelas médias e desvios padrdo
e analisados inicialmente pela Andlise de Variancia (One-way ANOVA) e, posteriormente pelo
teste de Tukey para comparacdes multiplas, com nivel de significancia P<0.05, usando o
programa Statistica 6.0 (Copyright©Statsoft, Inc. 1984-1996).

As fémeas gravidas apresentaram grande variacdo no peso do complexo e, por
consequéncia, um grande desvio padrdo, ndo sendo, portanto, representadas nas analises

estatisticas.

3. Resultados

3.1. Condicao geral das fémeas

Do total de 32 fémeas, sete estavam lactantes, com glandulas mamaérias e mamilos
evidentes, apresentando secre¢do de leite ap6s compressdo das mamas; 17 estavam gravidas,
com o feto visivel macroscopica ou microscopicamente, sendo que, destas, nove (coletadas nos
meses de outubro, novembro e dezembro) apresentaram glandulas mamarias; e oito fémeas
estavam ndo ativas reprodutivamente, com abdome normal e mamilos ndo evidentes (Tabela
1).

Tabela 1. Condigdes reprodutivas das fémeas analisadas de A. planirostris, de acordo com os
meses do ano.

Fase reprodutiva set/13 out/13 nov/13 dez/13 jan/14 fev/14 mar/l4 set/14 Total
Lactantes 0 1 0 1 0 1 4 0 7
Gravidas 3 4 5 3 1 0 1 0 17
N&o ativas 0 0 0 1 4 2 0 1 8
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3.2. Histologia geral do Gtero

As fémeas de A. planirostris possuem um Gtero simples, com fundo proeminente e
redondo, que se comunica com os dois ovidutos e dois ovarios situados lateralmente em relacéo
ao (tero.

A parede uterina é composta por trés camadas, sendo sua histologia bem definida
(Figura 1A e 1B). O perimétrio, representado pela camada serosa externa, consiste de um
mesotélio e uma fina camada de tecido conjuntivo frouxo longitudinalmente a extensao do
orgdo. O miomeétrio, que é a camada intermediaria e mais espessa da parede uterina, apresenta
camadas de tecido muscular e conjuntivo, sendo que os feixes de fibras musculares parecem
assumir um arranjo aleatorio, uma vez que sua orientacdo ndo é distinta. O endomeétrio, tlnica
interna altamente vascularizada que representa a mucosa do Gtero, formado por epitélio simples,
apresenta glandulas em sua constituicdo e encontra-se sustentado por tecido conjuntivo.

O endométrio sofre alteragdes ciclicas que o preparam para a implantacdo do embrido,
sendo que, ao final de cada ciclo ocorre sua destruicdo parcial e descamacéo, podendo ser
acompanhadas de sangramento, caracteristicas da menstruacdo. Apesar da auséncia de sinais
externos de menstruacdo nas fémeas analisadas, a analise histologica evidenciou um processo
de descamacéo e necrose de por¢des do endométrio (Figura 1C e 1D).

O peso do complexo uterino variou de 0,126 a 15,88 gramas nas fémeas gravidas, devido
a variacOes no estagio da gravidez, que ndo puderem ser padronizadas. Por consequéncia,
produziu um elevado desvio no calculo da média e, portanto, ndo foi utilizada nas analises
estatisticas.

Nos outros dois grupos, ou seja, lactantes e ndo ativas reprodutivamente, os pesos do
complexo apresentaram diferencas significativas entre si. As fémeas lactantes cujo peso do
complexo uterino variou de 0,072 a 0,112 gramas, apresentaram uma média de 0,09g para o
complexo, mais que o dobro do encontrado nas fémeas ndo ativas reprodutivamente (0,049),

cujo peso do complexo variou de 0,032 a 0,053g (Figura 2).
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*Valores com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenga significativa (P>0,05).

Figura 2. Comparacao entre o peso do complexo utero-ovarios de Artibeus planirostris durante
duas fases do ciclo reprodutivo.

Além da diferenca quanto ao peso do complexo uterino observada entre os estagios
reprodutivos, houve diferencas morfoldgicas entre eles, observadas principalmente no tamanho
do utero (Figura 3). Nas fémeas ndo ativas reprodutivamente, ou seja, fémeas cujo endométrio
se encontra inativo e, portanto, fino, o utero foi significativamente menor. Em condicdo de
gestacdo e com o espessamento do endométrio, ocorre um crescimento consideravel do Utero,
0 que pode ser notado em corte transversal, pela formagdo de uma luz no seu interior, onde é
possivel encontrar o trofoblasto ou até mesmo o embrido, dependendo do estagio de gravidez
em que a fémea se encontra. Ja as fémeas lactantes, apresentaram um utero relativamente maior
guando comparadas as fémeas ndo ativas reprodutivamente, com o endométrio

proporcionalmente mais espesso.

4. Discussdo

O utero em mamiferos apresenta uma consideravel variagdo morfolégica, indo desde
utero duplo, ou seja, com cornos completamente separados, encontrado em monotremados,
marsupiais (Kardong, 2010) e roedores (Martins et al., 2011); Gtero bipartido, apresentando
uma fusdo discreta na regido inferior dos cornos, encontrados em carnivoros, ungulados e
alguns morcegos (Weichert, 1966), como Noctilio albiventris Desmarest, 1818 (Vicente et al.,
2006); utero bicorneo, com boa parte dos cornos uterinos fusionados, encontrados nos Gtero de
mamiferos domésticos (Konig e Liebich, 2004), ovelhas, baleias e na maioria dos morcegos
(Weichert, 1966), como Molossus molossus (Pallas, 1766) (Vicente et al., 2006); e, por fim,

utero simples, apresentando uma unica cavidade uterina decorrente da completa fusdo dos



CAPITULO 2

cornos, encontrado na maioria dos primatas (Weichert, 1966) e na maioria das espécies de
Phyllostomidae (Hood e Smith, 1983).

Dentre a variedade morfoldgica encontrada no Gtero de mamiferos, a condicao derivada,
segundo Hood e Smith (1982), demonstra fusdo progressiva dos cornos uterinos resultando em
um corpo uterino comum. Em C. perspicillata, por exemplo, o Utero é considerado simples
externamente, mas a presenca de um septo interno colocou essa espécie numa posi¢do basal
quanto a morfologia uterina (Taddei, 1980). As analises histoldgicas realizadas em A.
planirostris confirmam, assim como na maioria dos Phyllostomidae, a presenca de um utero
simples sem septo interno, condi¢do notadamente derivada (Vicente et al., 2006).

Os padrbes reprodutivos descritos por Fleming et al. (1972) estdo normalmente
relacionados com a sazonalidade dos recursos alimentares, como é o caso da maioria dos
filostomideos frugivoros que exibem o padrdo poliéstrico bimodal, onde os picos de
nascimentos coincidem com o de frutificagdo. Esse padréo foi detectado em Pygoderma
bilabiatum (Wagner, 1843), Sturnira lilium (E. Geoffroy, 1810), A. fimbriatus, A. lituratus e A.
obscurus (Fazzolari-Corréa, 1995). A captura de algumas fémeas de A. planirostris
concomitantemente gravidas e lactantes, nos meses de outubro, novembro e dezembro,
demonstra a existéncia de um segundo estro logo ap6s o parto (estro pos-parto), implicando no
nascimento de dois filhotes por estagéo reprodutiva, confirmando o que foi postulado por Willig
(1985) que indicou o padréo poliéstrico bimodal para a espécie, confirmando a ocorréncia desta
condicdo em Artibeus, tendo em vista analises de Rocha e Mikalauskas (2010) também
reportando a ocorréncia de estro pds- parto para outras trés espécies, A. cinereus (Gervais,
1856), A. fimbriatus e A. obscurus, baseados nestas mesmas condicGes, em espécimes do
Sergipe.

A. planirostris produz apenas um filhote por gestacdo, como a maioria das espécies de
morcegos, como N. albiventris, M. molossus e Myotis nigricans (Schinz, 1821) (Vicente et al.,
2006), onde o periodo de desenvolvimento embrionario é relativamente longo. As fémeas de
vespertilionideos, por sua vez, podem dar & luz, ocasionalmente, a dois ou cinco filhotes por
evento reprodutivo, como é o caso do género Lasiurus, cujas fémeas costumam apresentar
quatro mamas, podendo dar a luz a até cinco filhotes por gestagéo (Reis at al., 2007).

A histologia do Utero de A. planirostris é semelhante ao padrdo dos mamiferos, com a
parede uterina composta de trés camadas: a mais externa e serosa, 0 perimetrio; a mais espessa,
composta por células de musculo liso, 0 miométrio; e a camada mais interna, representando a

mucosa do Utero, denominada endométrio. Esta, sofre algumas alteragbes morfologicas,
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levando ao seu espessamento ou a sua descamacéo caso a fecundagdo néo ocorra, originando a
menstruacdo (Junqueira e Carneiro, 2008).

O processo de menstruacdo ndo € tdo comum em mamiferos, sendo encontrado em
alguns primatas e macroscelideos (van der Horst e Gillman, 1942). Dentre os morcegos existe
evidéncia de menstruacdo verdadeira em molossideos e filostomideos (Komar et al., 2007;
Rasweiler, 1991; Rasweiler e Bonilla, 1992).

Dentre as espécies que apresentam menstruacao verdadeira, grande parte possui o utero
simples como uma carateristica em comum, ou seja, hdo possuem outro corno (como no caso
do Gtero duplo, ou mesmo nos que apresentam graus de fusdo variados) pronto para receber
uma possivel gestacdo no proximo ciclo, sendo necessaria, entdo, a renovacdo da mucosa da
Unica cavidade uterina. Mesmo em espécies com Utero bicdrneo, como Desmodus rotundus (E.
Geoffrey, 1810) e M. ater (M. rufus), os cornos sao relativamente curtos e ndo sdo estimulados
diferencialmente (Rasweiler e Badwaik, 2000).

G. soricina, embora apresente uma degradacdo substancial do endométrio, néo
apresenta sinais exteriores de menstruacdo, uma vez que os restos menstruais sofrem dissolucéo
dentro da propria cavidade uterina (Komar et al.,, 2007). Dentre os filostomideos com
menstruacdo verdadeira, ou seja, envolvendo a necrose e descamacéo da lamina superficial do
endométrio com sangramento associado, destaca-se C. perspicillata, cujos fluidos vaginais
obtidos na época da menstruacdo comumente apresentam sangue (Rasweiler e Badwaik, 1996).

Artibeus planirostris, por sua vez, apresentou um processo de descamacdo do
endomeétrio evidenciado pelas analises histoldgicas, mas ndo foram observados sinais externos
de menstruacdo durante o periodo de coleta. Um estudo posterior, mantendo algumas fémeas
em cativeiro e coletando fluidos vaginais diariamente se faz necessario para verificar a
existéncia de sangramento, como em C. perspicillata ou a dissolucéo do tecido endometrial no
interior da cavidade uterina, como em G. soricina.

A partir de nossas analises, pode-se concluir que essa espécie mantém algumas
caracteristicas tipicas de mamiferos, bem como de muitos morcegos, em relacdo a anatomia e
histologia do Utero. Nossos dados confirmam um padrdo poliéstrico para a espécie, pela

existéncia de um estro pds-parto, bem como um processo de descamacao endometrial.
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Figura 1. Cortes histologicos do Utero de fémeas gravidas e do complexo uterino de Artibeus
planirostris corados com Tricomico de Gomori (A) e Hematoxilina-Eosina (B-D). A e B.
Imagem ilustrando as camadas do Utero. C. Imagem do complexo uterino, com apenas um dos
ovarios incluido no plano de corte. E. Imagem da regido do Utero evidenciando a descamacao
do endométrio (setas).

E: endométrio. M: miométrio. P: perimétrio. U: Utero. O: ovario. T: tuba uterina.
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Figura 3. Cortes histoldgicos de regides medianas do utero de fémeas ndo reprodutiva, lactante
e gravida de Artibeus planirostris. A. Fémea ndo-reprodutiva, cujo Utero é relativamente menor
e 0 endométrio (barra) delgado. B. Fémea lactante, com o endométrio (barra) relativamente
mais espesso. C e D. Fémea gravida apresentando trofoblasto (seta) - camada celular (C) e com
0 embrido em formacé&o (ponta de seta) (D).



