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RESUMO

O ciclo reprodutivo das serpentes é coordenado evolutivamente por fatores
genéticos e sincronizado pelas estacdes climéticas ao longo do ano.
Diferentemente das areas temperadas, as regides tropicais ndo possuem as
estacdes tdo marcantes e ha uma diversidade de microclimas dentro do mesmo
bioma. Nao se sabe se estas diferencas de temperatura e pluviosidade, entre
locais, sdo capazes de alterar o ciclo de uma espécie e se estas espécies possuem
plasticidade de modificar a estratégia reprodutiva. Para tanto, o presente estudo
teve como proposta analisar a influéncia climética no ciclo reprodutivo da Micrurus
corallinus e M. frontalis, dentro de cada espécie e entre as duas espécies. Os ciclos
reprodutivos foram analisados utilizando a biometria e histologia de animais
preservados em colecBes biolégicas. Os resultados obtidos com o trabalho
mostraram que a espécie Micrurus corallinus possui uma plasticidade para adaptar
o ciclo conforme as condicdes do ambiente. Além disso, neste trabalho ha a
primeira confirmacao da estratégia reprodutiva de estocagem de espermatozoides

pelas fémeas no género Micrurus.

Palavras-chaves: Reproducao, Micrurus, clima, coral-verdadeira, estocagem.



ABSTRACT

The reproductive cycle of snakes are coordinate evolutionarily for genetic factories
and synchronize by seasonal weather (four seasons). In the tropical regions, the
cold of winter is less marked than temperate zones and there is a diversity
microclimate inside of biome. It's uncertainty if the difference of temperature and
rainfall are capable to change the reproductive cycle in the specie and if these
species has plasticity to modify their reproductive strategies. The aim of this
research was analyze the influence of climate variation in reproductive cycle of
Micrurus corallinus e Micrurus frontalis inside of each specie and between both
species. The reproductive cycle was examined by biometric and histology data from
biological collections. The result attained with this search, indicate that M. corallinus
have a plasticity to adapt the cycle according environment conditions. In addition,
the result of this work there is the first confirmation of the reproductive strategy of

sperm storage by females in genus Micrurus.

Keywords: Reproduction, Micrurus, climate, coral-snake, sperm-storage.
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INTRODUCAO

DIVERSIDADE DO GRUPO ELAPIDAE

Dentro da ordem Squamata, temos a familia Elapidae com diversas espécies
espalhadas por quase todos os continentes do planeta, com excec¢do da Europa
(Figura 1). Os membros desta familia possuem a denticdo proterdglifa, presenca
das glandulas de veneno, auséncia da fosseta loreal e escama loreal, entre a narina
e o olho (ROZE, 1996; CAMPBELL e LAMAR, 2004).

As linhagens desta familia tiveram diferentes padrdes evolutivos (caracteres
morfologicos e estratégias) que permitiram a sobrevivéncia e expansdo do grupo
ao longo das geracfes, padrdes estes como: modos reprodutivos oviparos e
viviparos (SHINE, 1977); a estratégia de apresentar a coloracdo criptica ou
aposematica (SAVAGE e SLOWINSKI, 1992; DA SILVA JR e SITES JR, 2001;
SHINE et al., 2014). Podem ser espécies terrestres (SHINE, 1979; VITT e
CALDWELL, 2009) aquaticas (MCDOWELL, 1972; GREENE,1997;) ou semi-
fossoriais (ROZE, 1996; CAMPBEL e LAMAR, 2004; MARQUES et al., 2006), de

habito noturno ou diurno.

A familia Elapidae passa por algumas divergéncias em relacdo a composicao
e reconhecimento de algumas subfamilias, para alguns autores sdo considerados
seis subfamilias Bungarinae, Calliophinae, Elapinae, Hydrophiinae, Laticaudinae e
Maticorinae (MIRZA e PAL, 2010; GUPTHA E RAJASEKHAR, 2011), porém
apenas duas subfamilias sdo amplamente aceitas, subfamilias Elapinae Boie 1827
e Hydrophiinae Fitzinger (MENGDEN, 1983; GREENE, 1997; VITT e CALDWELL,
2009; BURBRINK e CROTHER, 2011).

Dentre os representantes mais conhecidos desta familia no mundo, temos:
cobra-real (King cobra) Ophiophagus hannah, a cobra-cuspideira Naja ashei, a
cobra-capelo Naja naja. As serpentes do género Naja chamam a atencdo por
possuirem, em sua morfologia, a capacidade de realizar um achatamento dorso-
ventral e expansao das laterais, na regido proxima ao cranio (pescoco), formando
uma espécie de capuz na cabeca em situacdes de atague ou defesa. Assim, temos

as serpentes marinhas do género Pelamis, Hydrophis e Laticauda, espécies
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comuns na Oceania; e por ultimo temos as famosas corais verdadeiras com a

coloracdo aposemética de anéis vermelho, branco, preto ou amarelo distribuidas

principalmente no novo mundo.

— T =S

Figura 1. Distribuicdo das subfamilias Elapinae e Hydrophiinae no globo, segundo
a descricdo de McDowell (1970).

ESPECIES DE CORAIS NO BRASIL

A familia Elapidae é representada na Américas do Norte e Sul pelas serpentes
corais, que pertencem basicamente a trés géneros Micruroides, Leptomicrurus e
Micrurus (CAMPBELL e LAMAR, 2004; SERAFIM et al., 2007; MARQUES et al.,
2013). No Brasil estdo presentes os géneros, Leptomicrurus com trés espécies
distribuidas na Amazbénia (CAMPBELL e LAMAR, 2004; BERNARDE, 2011); e
Micrurus com 35 espécies distribuidas pelo Brasil, sendo 8 destas endémicas
(BERNILS e COSTA, 2015).

No género Micrurus existem duas linhagens filogenéticas diferentes, conforme
0 padrdao de coloracdo (cujas diferencas sao suportadas por caracteres
morfolégicos e moleculares), o grupo de anéis pretos em ménades (BRM) como
apresentado por M. corallinus e M. annellatus; e o grupo de anéis pretos agrupados
em triades (BRT), como observado na M. frontalis, M. altirostris e M. ibiboboca.
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(SLOWINSKI, 1995; DA SILVA JR. e SITES JR., 2001, CAMPBELL e LAMAR,
2004).

ECOFISIOLOGIA E BIOLOGIA REPRODUTIVA

Esses animais por serem ectotérmicos sdo mais sensiveis ao ambiente, desta
forma a variacdo da temperatura corporal, pode alterar diretamente a sua condi¢ao
ecofisiolégica (ANGILLETTA JR et al.,, 2002; DE MESQUITA et al.,2011). As
condicbes do ambiente como temperatura, periodos de seca e de alto indice
pluviométrico; fotoperiodo e disponibilidade de alimento; agiriam diretamente nas
condi¢cdes metabdlicas dos répteis e consequentemente na reproducédo (FITCH,
1982; VITT e VANGILDER, 1983; GREENE, 1993).

O ciclo reprodutivo nas serpentes abrange o estudo da vitelogénese,
ovulacao, oviposicao, ecloséo dos filhotes nos ovos, gametogénese, estratégias de
estocagem dos espermatozoides, maturidade sexual e dimorfismo sexual
(BLACKBURN, 1998; PIZZATTO et al., 2007; BARROS et al., 2012).

As serpentes podem apresentar diferencas evolutivas em relacdo a alguns
eventos do ciclo reprodutivo (MATHIES, 2011), a grande maioria dos vertebrados
possui uma associacao do periodo do acasalamento com a época da ovulacéo das
fémeas; entretanto algumas espécies de serpentes apresentam uma dissociacao
do ciclo, ou seja, h4 uma separacdo temporal do periodo da gametogénese,
acasalamento e ovulacao (fertilizacédo) nas fémeas (BIRKHEAD e MOLLER, 1993).

Desta forma algumas estratégias reprodutivas foram selecionadas para
possibilitar essa separacdo, dentre estas a possibilidade de estocagem dos
espermatozoides (SAINT-GIRONS, 1982), por ambos os sexos. Nas fémeas a
estocagem acontece pela formacéo de receptaculos ou tubulos de estocagem apés
a copula, até o periodo no qual a fémea tem ovulagédo dos foliculos vitelogénicos.
Nos machos os espermatozoides sao armazenados ou estocados na regiao distal

do ducto deferente até o periodo do acasalamento.

O ciclo reprodutivo pode ser analisado em um nivel individual, conforme a

producdo de gametas; sendo entdo classificado em descontinuo, continuo e
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aciclico; E posteriormente é feita uma comparacao entre os individuos classificacao
assim o modo reprodutivo da espécie como sendo sazonal ou assazonal
(MATHIES, 2011).

O ciclo espermatogénico nas serpentes foi primeiramente descrito por Volsoe
(1944), posteriormente Saint-Girons (1982) categorizou diferentes padrdes do ciclo
de espécies de regides temperadas e tropicais, sendo: Tipo | (pés-nupcial ou
dissociado) apO0s o periodo de coépula, ocorre o aumento da producdo dos
espermatozoides no periodo mais quente do ano e estes ficam armazenados no
ducto deferente durante o inverno, com as temperaturas mais baixas, até a
primavera época da copula. Tipo Il (misto) no final da primavera ha um aumento na
producdo dos espermatozoides, ocorrendo uma interrupcdo no inverno e término
no ano seguinte (este tipo de ciclo pode ser caracterizado para espécies com dois
periodos de espermatogénese e copula). Tipo Il (pré-nupcial ou associado) em um
periodo préximo a época acasalamento ha um aumento na sintese de
espermatozoides e maxima producao neste periodo. Tipo IV (aciclica) a producao

€ continua ao longo de todo o ano.

Segundo Marques (1996) o ciclo da fémea de M. corallinus seria sazonal, com
o inicio da vitelogénese ocorrendo no inicio da época das chuvas (primavera) e a
oviposic¢ao no inicio da estiagem. O macho de M. corallinus teria o ciclo pds-nupcial
do Tipo I. Por andlises morfométricas foi observado um aumento do comprimento
testicular no outono e um aumento na largura do ducto deferente no inverno, o que
representaria um periodo de estocagem de espermatozoides no ducto deferente
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2006).

Em M. frontalis foi relatado que a espermatogénese ocorreria entre o final da
primavera e o inicio do verao e foi sugerido que a estocagem de espermatozoides
ocorreria na fémea, seguindo a estratégia reprodutiva das espécies BRT
(MARQUES et al., 2013).

Almeida-Santos et al. (2006) descrevam, para M. corallinus, a existéncia de
sincronismo dentro dos sexos e uma coordenac¢éo do ciclo reprodutivo do macho
(p6s-nupcial) e da fémea (pré-nupcial); porém os proprios autores afirmam que os

dados mais aprofundados do ciclo sdo necessarios, devido a alta diversidade de
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padroes de ciclo dentro do grupo Elapidae, possivelmente por existir regides

climaticamente diferentes nos locais de distribuicdo deste grupo.

Em fémeas adultas, pode-se utilizar como parametro a medicdo do maior
foliculo vitelogénico de cada espécime para se determinar em qual estagio do ciclo
reprodutivo a fémea se encontra (ALMEIDA-SANTOS 2005; PIZZATTO et al., 2007,
MUNIZ-DA-SILVA, 2013).

Nos machos, muitos trabalhos utilizam como parametro para definir o ciclo o
aumento do volume testicular, comparando entre as estacdes do ano para inferir a
espermatogénese. Porém apenas esse tipo de andlise pode levar a conclusdes
erradas em relacao ao ciclo (ROJAS et al., 2013; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).
Assim, as analises histologicas sdo imprescindiveis para ter-se a exatiddo na
correlacdo e confirmacdo das etapas da espermatogénese (MATHIES, 2011;
MUNIZ-DA-SILVA, 2013; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

Em Squamata, simultaneamente a espermatogénese ocorre uma
modificacdo nos néfrons do rim, essa modificacdo € uma hipertrofia das células que
compdem o tubulo contorcido distal, nomeado de segmento sexual renal (SSR), no
qual h& producdo de granulos de secrecdo; geralmente esse periodo é
concomitante a espermatogénese (ROJAS e ALMEIDA-SANTOS, 2008; GIST,
2011; MUNIZ-DA-SILVA, 2013).

Foram formuladas muitas hipoteses das funcbes destes granulos
sintetizados pelo SSR, como a patrticipacdo na producdo de ferormdnio, ser um
integrante na composi¢cdo do sémen para manter 0os espermatozoides vivos no
oviduto da fémea (FOX, 1977; SEVER et al., 2008; GIST, 2011), ter envolvimento
em comportamento de corte, guarda copulatoria e combate (ALMEIDA-SANTOS et
al., 1999; ROJAS e ALMEIDA-SANTOQOS, 2008).

Devine (1975), descreveu que uma das possiveis funcbes dos granulos
secretados pelo SSR, a formac¢é&o de um plug copulatério em Thamnophis sp., uma
massa gelatinosa que impediria a passagem de outros espermatozoides
garantindo, assim, a fecundacdo do primeiro macho que copulou com a fémea
(ROJAS e ALMEIDA-SANTOS, 2008; GIST, 2011).

Portanto, este trabalho teve como proposta investigar as modificagcdes no
sistema reprodutor durante o ciclo reprodutivo e por sua vez se h& variacées no

ciclo, conforme as condi¢des de temperatura e pluviosidade na qual encontra-se as
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populacdes. Utilizando para isso dados biométricos e histolégicos de espécimes de
colecéo.

O primeiro capitulo “A influéncia climatica na reproducao das fémeas de
Micrurus corallinus e Micrurus frontalis” apresenta dados inéditos das estratégias
reprodutivas adotadas por cada espécie.

O segundo capitulo “Biometria e histologia no ciclo reprodutivo dos machos
de Micrurus corallinus e Micrurus frontalis” apresenta uma abordagem comparativa

das modificagdes no sistema reprodutor dos machos durante o ciclo reprodutivo.
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2. OBJETIVOS

Neste contexto, com o presente trabalho tem-se por objetivo testar se ha
efeito das variagfes climaticas sobre o ciclo reprodutivo de Micrurus corallinus e
Micrurus frontalis, dentro de cada espécie e entre as duas espécies, em duas zonas
climaticamente diferentes. Utilizando-se, para isso uma analise histologica e
morfométrica do aparelho reprodutor e das vias genitais de machos e fémeas ao

longo das quatro estacdes do ano.
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A influéncia climatica na reproducao das fémeas de Micrurus
corallinus e Micrurus frontalis
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RESUMO

O ciclo reprodutivo das fémeas de Micrurus corallinus e Micrurus frontalis foram
comparados intra e interespecificamente, para analise dos periodos que ocorrem
as fases reprodutiva e ndo-reprodutiva. Conforme a distribuicdo de cada espécie
foi realizada uma comparacao intraespecifica buscando averiguar modificacfes
dos periodos do ciclo reprodutivo entre individuos localizados em duas zonas
climaticamente diferentes, no caso zonas sul e litordnea para a espécie M.
corallinus e zonas sudeste e centro para M. frontalis. O resultado da comparacéo
mostrou que em Micrurus corallinus, as fémeas da zona sul, regido com
temperaturas mais baixas no inverno, apresentaram modificacdes morfologicas (ao
longo do oviduto) correspondentes a entrada na fase reprodutiva de uma forma
branda ou com menor intensidade, quando comparadas com as fémeas da zona
litorAnea regido com maiores temperaturas no inverno. As analises histoldgicas
indicam que o pico da fase reprodutiva nas fémeas da zona sul ocorre na primavera
seguido por uma queda no verédo, ou seja, o0 investimento metabdlico para a fase
reprodutiva ocorre de maneira rapida e por um curto periodo, enquanto que as
fémeas da zona litoranea o pico da fase reprodutiva é alcancado no verdo porém
ela ocorre de uma forma mais gradual, do final do inverno até o inicio do outono,
assim perdurando por um periodo maior. Provavelmente o frio do inverno interfira
diretamente no metabolismo dos espécimes e consequentemente no inicio do
periodo reprodutivo para as fémeas da zona sul. Em contra partida, as fémeas da
zona litoranea tiveram um clima mais homogéneo, o que possibilitou uma
ampliacdo dos periodos de copula e da vitelogénese. A espécie M. frontalis mostrou
maior concentracdo de foliculos secundéarios no verdo e no outono, a histologia
mostrou o apice reprodutivo na estacdo do outono. Este trabalho teve como
resultado a primeira comprovacéo da estratégia de estocagem de espermatozoides

nas fémeas de ambas as espécies.

Palavras-chave: Reproducao, clima, estocagem, plasticidade e Micrurus.
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INTRODUCAO

A variacdo da temperatura corporal nos animais ectotérmicos altera
diretamente a sua condicdo ecofisiolégica (ANGILLETTA JR et al.,, 2002; DE
MESQUITA et al.,2011), nos Squamata ha uma modificacdo em sua performance
de crescimento, locomocao, forrageamento, digestdo e reproducdo (BROWN e
SHINE, 2002a; MARQUES et al., 2006).

Desta forma, as diferentes variacdes no clima (e.g., temperatura maxima,
minima e indice pluviométrico) ao longo de um dia, em cada regido, podem gerar
novos padrdes de ciclos reprodutivos (MATHIES, 2011). O ciclo reprodutivo nos
oviparos compreende a analise da vitelogénese, oviposi¢cao, eclosédo dos filhotes
nos ovos, espermatogénese e das estratégias de estocagem de esperma
(BLACKBURN, 1998; PIZZATTO et al., 2007).

O tipo climético tropical umido-seco esté localizado na regido central do pais,
abrangendo o dominio do Cerrado, que possui geralmente cinco meses secos e
sete meses com maior pluviosidade, mesmo que nos periodos de estiagem o indice
pluviométrico ndo chegue ao 0 mm, nos meses de junho e agosto algumas
localidades como Distrito Federal aproximam-se desse valor (AB'SABER, 2003).
No inverno, a umidade relativa atinge o nivel de 38-40% muito semelhante a da
Caatinga, enquanto que no verado chuvoso 95-97% de umidade (AB’'SABER, 2003;
MENDONCA e DANNI-OLIVEIRA, 2007).

Dentro do tipo climéatico umido-seco, temos o subtipo tropical central sem
seca, onde se localiza parte do bioma Mata Atlantica (e.g., cidades como Caravelas
(BA), Vitéria (ES), Seropédica (RJ), Avaré (SP)), sendo que a faixa continental
adjacente a regiao litoranea apresenta as chuvas bem distribuidas durante o ano e
com uma amplitude térmica proxima de 8-10°C (Figura 3), devido principalmente
pela influéncia da maritimidade e da altitude (MENDONGCA e DANNI-OLIVEIRA,
2007).No mesmo bioma mais ao sul do pais, temos regides como Porto Alegre e
Curitiba, cuja temperatura no verdo pode alcancar 36° C e no inverno 0°C,
atestando uma consideravel amplitude térmica (MENDONGCA e DANNI-OLIVEIRA,
2007).
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O clima tropical ndo possui o frio do inverno intenso como das regides
temperadas, sendo marcado por duas estagdes, a das chuvas (primavera-verao),
na qual se tem um aumento das temperaturas e a de seca ou estiagem (outono-
inverno), com relativa queda de temperatura conforme a regidao (MARQUES et al.,
2006; HARTMANN et al., 2009). Esses fatores refletem nos padrées de atividade
de cada espécie, tais como, busca por presa, termorregulagéo, procura por parceiro
na época reprodutiva (SAINT-GIRONS, 1982; MARQUES et al, 2001; ALMEIDA-
SANTOS et al., 2006; LOVERN, 2011).

As diferentes estratégias de ciclo reprodutivo, ainda que dentro da mesma
familia ou género, podem estar relacionadas a linhagem filogenética de cada
espécie (BROWN e SHINE, 2002b; DE MESQUITA et al., 2011; MARQUES et al.,
2013), podendo haver uma modulacdo conforme as diferencas de habitat onde a
populacdo se encontra, como observado na tribo Xenodontini (PIZZATO et al.,
2008a, 2008b).

Dentro das estratégias reprodutivas, existem estruturas que Sao
modificadas na época da reproducao, por exemplo, quando a copula ocorre em um
periodo muito afastado da época da ovulacéo, as fémeas de algumas espécies
possuem estruturas como receptaculos ou tubulos de estocagem no oviduto, que
serviriam de abrigo para os espermatozoides até o foliculo vitelogénico secundario
ser liberado do ovéario e adentrar o oviduto, ocorrendo assim a fertilizacao
(GIRLING, 2002; SIEGEL et al., 2011).

Na literatura ha a descricdo de duas regibes onde o0s espermatozoides
podem ser armazenados na fémea, no infundibulo posterior e em algumas espécies
na regiao do oviduto posterior (também conhecida como juncéo Utero-vagina), local
onde em algumas espécies da familia Viperidae, ha a contragdo muscular uterina
(ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; SIEGEL et al., 2011; ROJAS et al, 2013).

A nomenclatura anatdmica do trato reprodutivo das fémeas, passa por
algumas mudancas devido a fatores como diversidade de espécies dentro dos
Squamata, a existéncia de espécies oviparas e viviparas, diferentes fungdes
exercidas pelo oviduto e pelo aprofundamento das pesquisas morfofuncionais
desta estrutura (BLACKBURN, 1998; GIRLING, 2002).
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Girling (2002) em seu trabalho de reviséo, utilizou a nomenclatura para
subdivisdo as regifes do oviduto: infundibulo, tuba uterina, istmo, Utero e vagina.
Outra proposta mais recente de nomenclatura seria dividir o oviduto em infundibulo
anterior e posterior, Utero glandular e aglandular e bolsa (SIEGEL et al., 2011), o

termo bolsa foi designado para regido caudal do oviduto.

Rojas et al., (2015) utilizou a nomeacéao infundibulo, Utero, juncédo Utero-
vagina (JUV) e cloaca, para as divisdes do oviduto. Porém, o proprio autor afirma
que algumas terminologias deveriam ser ou revistas, considerando a funcéao e
localizac&o de determinadas porc¢oes do oviduto (ROJAS et al., 2015). Desta forma
h& a necessidade de maiores investigacdes da funcionalidade destas regides e de

analises comparativas com outras familias, como exemplo a familia Elapidae.

Micrurus corallinus é uma espécie com ampla distribuicdo dentro do bioma
Mata Atlantica, tendo registros de sua presenca do Rio Grande do Norte, Bahia até
o Rio Grande do Sul (MARQUES, 1992; CAMPBELL e LAMAR, 2004; BASSI,
2013).

Micrurus frontalis possui a distribuicdo concentrada no bioma do Cerrado e
ecotono Cerrado-Mata Atlantica (DA SILVA JR e SITES JR, 1999; CAMPBELL e
LAMAR, 2004), (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de biomas do Brasil com a distribuicdo de algumas espécies de
coral verdadeira. Micrurus corallinus (vermelho); Micrurus frontalis (branco);
Micrurus altirostris (verde); Micrurus averyi (azul); Micrurus ibiboboca (amarelo);
Micrurus hemprichii (cinza); Micrurus surinamensis (roxo) (para elaboragédo do
mapa de distribuicdo das espécies, foi gerado utilizando dados provenientes de
colecdes biologicas disponibilizados no sistema specieslink).

Essa heterogeneidade de climas e microclimas influenciaram na adaptagéo
de padrdes reprodutivos de muitas espécies, existindo assim uma sincronia entre o
ciclo reprodutivo com as estacdes climaticas (LICHT, 1972; SAINT-GIRONS, 1982;
TAYLOR e DENARDO, 2011). A modulacgéao fisiolégica ocasionada em animais
ectotérmicos, devido a variagdes climaticas e disponibilidade de recursos, pode ser
estudada utilizando-se animais que tenham uma distribuicdo territorial ampla
(SANTOS et al., 2005). As serpentes servem como um bom modelo para se
investigar a existéncia de uma plasticidade reprodutiva (SEIGEL e FORD; 2001;
LOURDAIS, 2002; SANTOS et al., 2005).
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No género Micrurus existem duas linhagens filogenéticas, conforme o
padrdo de coloracdo, anéis pretos em ménade (BRM) como apresentado por M.
corallinus e anéis pretos em triades (BRT), observado na M. frontalis (SLOWINSKI,
1995; CAMPBELL e LAMAR, 2004; MARQUES et al., 2013).

O ciclo vitelogénico de M. frontalis ocorre por um longo periodo no ano,
sendo entdo estendido para a fémea e no macho o pico da espermatogénese seria
no verao muito proxima a época de copula (MARQUES et al., 2013). Segundo
Marques (1996) o ciclo da fémea de M. corallinus seria sazonal, com o inicio da
vitelogénese ocorrendo no inicio da época das chuvas (primavera) e a oviposi¢ao

no inicio da estiagem.

O macho de M. corallinus teria o ciclo pés-nupcial do Tipo I, por andlises
morfométricas foi observado o pico do volume testicular no outono e um aumento
na largura do ducto deferente na primavera, o que representaria um periodo de
estocagem de espermatozoides no ducto deferente (ALMEIDA-SANTOS et al.,
2006). Em M. frontalis foi relatado que a espermatogénese ocorreria entre o final
da primavera e o inicio do verdo e foi sugerido que a estocagem de
espermatozoides ocorreria na fémea, seguindo a estratégia reprodutiva das
espécies BRT (MARQUES et al., 2013).

Almeida-Santos et al. (2006) descrevam, para M. corallinus, a existéncia de
sincronismo dentro dos sexos e uma coordenacdo do ciclo reprodutivo do macho
(pbés-nupcial) e da fémea (pré-nupcial); porém os proprios autores afirmam que os
dados mais aprofundados do ciclo sdo necessarios, devido a alta diversidade de
padroes de ciclo dentro do grupo Elapidae, possivelmente por existir regides

climaticamente diferentes nos locais de distribuicdo deste grupo.

Em fémeas adultas, pode-se utilizar como parametro a medi¢cdo do maior
foliculo vitelogénico de cada espécime para se determinar em qual estagio do ciclo
reprodutivo a fémea se encontra (ALMEIDA-SANTOS 2005; PIZZATTO et al., 2007,
MUNIZ-DA-SILVA, 2013).

Portanto, com este trabalho obteve-se dados sobre ciclo reprodutivo das
fémeas (duas espécies de corais verdadeiras), investigando as modificacdes
existentes no ciclo devido a fatores climaticos e as estratégias reprodutivas

adotadas por cada uma delas.



29

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 41 fémeas de Micrurus corallinus e 20 de Micrurus frontalis,
fixados em formol e alcool 70%, provenientes de colec¢des bioldgicas como: Museu
de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), Museu de Zoologia
da Universidade Estadual de Campinas (ZUEC), do Museu de Historia Natural
Capao da Imbuia (MHNCI); Colecéo Bioldgica do Instituto Butantan (IB), do Museu
Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ); do Museu de Ciéncias Naturais (MCNR) da
Pontifice Universidade Catélica de Minas Gerais; Cole¢do Herpetoldgica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG); Museu Bioldgico da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC); e da Colecdo Biolégica da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

A partir dos dados de data e local de coleta, conforme a distribuicdo de cada
espécie, foi feita uma andalise com as variaveis climaticas (e.g., temperatura
maxima, minima e indice pluviométrico) de cada regido e assim uma delimitacao
de duas zonas climaticamente diferentes para (Figuras 2 e 3), sendo ent&do
utilizados somente os espécimes que foram coletados dentro destas zonas. O
namero amostral total, para cada espécie, inicialmente foi separado em duas
populacdes (zonas climaticamente diferentes), estas por sua vez foram

subdivididas conforme o0 sexo e a quatro esta¢des do ano (Tabela 1).

Tabela 1. NUmero de espécimes minimo para andlise comparativa em cada zona,
para cada espécie. O numero amostral da histologia est4 contido no niamero de
exemplares da biometria, ou seja, apenas de alguns individuos foram coletadas
amostras teciduais para histologia.

Numero de espécimes Primavera Verdo Outono Inverno Total
Biometria FEmea 10 10 10 10 40
Histologia 5 5 5 5 20

DADOS AMBIENTAIS

Os dados climatologicos que foram utilizados para o enquadramento das

cidades nas zonas sul/litoranea e centro/sudeste, vieram do banco de dados do
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Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), dados mensais como indice
pluviométrico total, temperatura maxima e temperatura minima; de um periodo de
10 anos (1993-2013).

As zonas foram delimitadas conforme o enquadramento das cidades, onde
o espécime foi coletado, com caracteristicas climaticas semelhantes. Para as
cidades onde os espécimes de M. corallinus foram coletados se enquadrarem na
zona sul, estas deveriam apresentar: amplitude térmica maior que 10°C e a estagéo
do inverno marcante com temperaturas médias iguais ou inferiores a 10°C (Figura
2); cidades da regido litoranea nao foram enquadradas nesta zona.

As cidades que foram enquadradas na zona Litordnea, possuiam as
seguintes caracteristicas de clima: Médias de temperaturas acima dos 12°C, baixa
amplitude térmica; chuvas bem distribuidas ao longo do ano, ou seja, sem periodo

de estiagem, com indice pluviométrico acima 70mm de chuva (Figura 2).
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Figura 2. Mapa dos biomas Cerrado e Mata Atlantica, em detalhe duas zonas
climaticamente diferentes enquadrando os espécimes de Micrurus corallinus. Zona
sul (circulo em azul) e zona litoranea (circulo em vermelho). Climatogramas
referentes as zonas litoranea e sul, dados provenientes do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) do periodo de 1993-2013.
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Para M. frontalis, as cidades deveriam possuir as seguintes caracteristicas
climaticas: zona centro (azul) baixa amplitude térmica, inverno pouco marcante com
temperaturas minimas iguais ou superiores a 15°C e apresentar ao menos 3 meses
de estiagem ao longo do ano, ou seja, indice pluviométrico abaixo de 50 mm de
chuva (Figura 3).

Zona sudeste (vermelho) amplitude térmica acima de 15°C, inverno com
temperaturas inferiores a 15°C, e indice pluviométrico acima de 50 mm ao longo do

ano (Figura 3).
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Figura 3. Mapa dos biomas Cerrado e Mata Atlantica, em detalhe duas zonas
climaticamente diferentes enquadrando os espécimes de Micrurus frontalis. Zona
centro (circulo em azul) e zona sudeste (circulo em vermelho). Climatogramas
referentes as zonas centro e sudeste, dados provenientes do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) do periodo de 1993-2013.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente com a analise macroscopica foi feita a descricdo das

caracteristicas morfolégicas do sistema reprodutor feminino encontrado nas duas
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espécies. Para morfometria, a medida do comprimento do maior foliculo
vitelogénico, serviu para definir os periodos da vitelogénese primaria e secundaria
(cf., ALMEIDA-SANTOS et al., 2006; BARROS et al., 2012).

A histologia nas por¢des do oviduto das fémeas permitiu a analise do estagio
no qual o espécime se encontrava, reprodutiva e ndo reprodutiva, possibilitando
assim a comparacgdao entre as estacdes. Verificando-se ha existéncia de diferencas
morfoldgicas relacionadas ao inicio do periodo reprodutivo entre as populacdes das
duas zonas (Figuras 2 e 3). Além da verificacdo da ocorréncia de receptaculos ou

tubulos de estocagem de espermatozoides no oviduto da fémea.

MORFOMETRIA E DISSECCAO DOS ESPECIMES

Para todos os espécimes foram anotados os seguintes dados: Comprimento
rostro-cloacal (Crc). A medida da circunferéncia da regido mediana do corpo e o
valor de massa corpérea.

A disseccdo dos espécimes foi realizada com uma incisdo longitudinal
ventral a partir da cloaca até um terco do comprimento total, os seguintes dados
foram coletados: presenca de ovos no oviduto; numero e estagio de
desenvolvimento dos foliculos vitelogénicos; comprimento do maior foliculo (mm),
com paquimetro digital.

Os dados de comprimento dos maiores foliculos (mm), foram plotados em
um grafico de dispersdo, possibilitando a analise do ciclo vitelogénico e

consequentemente o ciclo reprodutivo.

COLETA DE TECIDO E HISTOLOGIA

Os exemplares de cada espécie tiveram algumas regibes do sistema
reprodutor coletadas para histologia, cada fragmento tecidual media
aproximadamente 2 cm cada, os locais coletados foram: infundibulo posterior,
oviduto anterior e oviduto posterior, apenas do lado direito (Figura 4 e 5). As
amostras coletadas foram imersas em alcool a 70% e armazenadas em cassetes

histologicos para preservacao até o preparo histologico.
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O material passou por um processo de desidratacdo em seérie alcoolica
crescente, por uma hora cada. Apés a desidratacao, os tecidos foram diafanizados
em xilol por uma hora e incluidos em parafina. Os cortes realizados foram feitos
com a espessura de 5 micrometros, a coloracao basica utilizada para anélise foi a
de hematoxilina e eosina (H/E), de acordo com o protocolo utilizado no laboratorio
de Biologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(LABIOCEL) e disponibilizado na internet (LABIOCEL, 2002). Outras coloragbes
também foram utilizadas para analise morfolégica do oviduto, como o Tricrémico
de G6mori e Tricrémico de Touchman (cf., Junqueira e Junqueira, 1983). Ambas as
coloracdes deixam as camadas teciduais com colorac¢des diferentes, promovendo
assim uma maior delimitacdo entre estas. Além de evidenciar a regiao epitelial, as

glandulas no tecido conjuntivo ficaram realcadas.

HISTOQUIMICA

ApoOs a realizacdo dos cortes algumas laminas foram selecionadas para a
analise histoquimica, as coloracdes utilizadas foram o Azul de Bromofenol (BB)
para observar reacdes histoquimicas de natureza proteica, Alcian Blue (AB) para
mucopolissacarideos acidos e Acido Peri6dico—Schiff (PAS) na determinacéo de
mucopolissacarideos neutros. A contra coloracéo utilizada foi a hematoxilina. Os
protocolos utilizados seguiram como bases Junqueira e Junqueira (1983),

entretanto estes foram adaptados em relacdo a duracéo em cada corante.

FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

A andlise dos resultados foi comparativa, baseada nas laminas histoldgicas,
primeiramente entre as estagdes e posteriormente entre as zonas climaticamente
diferentes.

A comparacgéo foi possivel quando alcangado o numero amostral minimo de
cinco individuos por estacdo e s6 foram considerados os espécimes que nao

apresentavam as caracteristicas de degradacao tecidual. Apés a confecgdo das
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laminas histologicas, a analise foi baseada nas seguintes caracteristicas
morfoldgicas:

» Arquitetura do epitélio: simples ou estratificado; cuboide ou colunar; com ou
sem a presenca de cilios.
Espessura das camadas do tecido conjuntivo (TC) e tecido muscular (TM).
Tecido conjuntivo: Presenga ou auséncia de glandulas

Glandulas: Com ou sem hipertrofia (apresentando granulos em seu interior).

YV V V V

Ldamen (luz do oviduto): Presenca ou auséncia de muco

A partir das caracteristicas expostas foi considerado apice da fase
reprodutiva: Epitélio colunar ciliado, tecidos conjuntivo e muscular espessos
(oviduto anterior e posterior); grande quantidade de glandulas hipertrofiadas e
grande quantidade de muco secretado no limen.

As caracteristicas que indicavam maior proximidade com a fase ndao-
reprodutiva: epitélio cuboide, auséncia de cilios, tecidos conjuntivo e muscular
delgados; baixa quantidade ou auséncia de glandulas hipertrofiadas; auséncia ou
baixa quantidade de secrecédo do lumen.

Considera-se apice da fase reprodutiva as modificacdes de preparo para
captacdo dos foliculos ovulados.

Apbs a andlise comparativa da histologia, entre os espécimes das duas
zonas, um resumo qualitativo foi realizado atribuindo valores usando a quantidade
de simbolos de (+), sendo o valor minimo de um e maximo de cinco.

A andlise feita foi em relagdo a algumas caracteristicas morfolGgicas
seguindo o seguinte critério:

v' Arquitetura do epitélio simples cuboide (+), colunar baixo pontualmente
ciliado (+++) e todo epitélio colunar ciliado com nucleo bem evidente
(+++++).

v/ Estado e quantidade das glandulas exdcrinas presentes no tecido conjuntivo,
ausente ou poucas (+), algumas hipertrofiadas e hipotrofiadas (+++) e muitas
hipertrofiadas (+++++).

v' Quantidade de muco no limen ovidutal, ausente ou regiées pontuais (+),
muitas regiées com muco (+++) e em quase toda a extensao (+++++);

v' Quantidade de receptaculos ciliados, ausente ou poucos (+), regides

pontuais e estes com granulos (+++) e grande quantidade com granulos

(+++++).
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RESULTADOS

SISTEMA REPRODUTOR FEMININO.

O sistema reprodutor das fémeas é bilateral com o lado direito mais alongado
e cranial que o esquerdo, em ambas as espécies. Cada lado é formado por um
ovario e por um oviduto (Figura 4) que em sua porc¢ao terminal se conecta a cloaca.
O oviduto pode ser subdividido em infundibulo anterior, infundibulo posterior,
oviduto anterior, oviduto posterior e vagina ou bolsa (Figura 5).
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Figura 4. Regido infundibular, fémeas de Micrurus corallinus. () espécime ju
(B) espécime adulto. Circulo azul indicando infundibulo anterior. Circulo verde
infundibulo posterior. Seta preta indicando a extens&o do ovario.
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Figura 5. Sistema reprodutor da fémea. (A) Micrurus frontalis, subdivisbes do
oviduto, as setas indicam a delimitagdo de cada regido, azul infundibulo: anterior
direito (IAD) e esquerdo (IAE); posterior direito (IPD) e esquerdo (IPE); em vermelho
o oviduto: anterior direto (OAD) e esquerdo (OAE), posterior direito (OPD) e
esquerdo (OPE); e em verde a vagina ou bolsa (VAG). (B) Micrurus corallinus,
oviduto direito e esquerdo com ovos, indicados pelas estrelas em vermelho.
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ANALISES DOS FOLICULOS OVARIANOS.

Os dados foliculares das fémeas de M. corallinus das zonas sul e litoranea
foram somados para se obter uma resposta mais conclusiva (Figura 6). No total
foram analisados 44 espécimes adultos, podemos observar que foram encontrados
ovos na estagdo da primavera e do verdo. Os foliculos vitelogénicos secundarios
(maiores que 15 mm), em sua maioria estavam presentes no periodo chuvoso entre
outubro e marcgo; entretanto uma das fémeas (zona litoranea) exibiu um

crescimento folicular fora deste padrao, no final do outono.
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Figura 6. Grafico de dispersao dos foliculos vitelogénicos, referente aos exemplares
das fémeas de Micrurus corallinus. Em verde, foliculos priméarios (comprimento até
5 mm), em amarelo os foliculos secundérios e em cinza ovos no oviduto.

Na analise do grafico folicular foram analisadas 20 fémeas de M. frontalis, a
presenca de ovo no oviduto apenas foi constatada em um exemplar coletada na
estacdo do verdo. Os foliculos vitelogénicos secundéarios, maiores que 15 mm,

foram observados entre o final da primavera e até o outono (Figura 7).
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Figura 7. Gréfico de dispersao dos foliculos vitelogénicos, referente aos exemplares
das fémeas de Micrurus frontalis. Em verde, foliculos primarios (comprimento até 5
mm), em amarelo os foliculos secundarios e em cinza ovos no oviduto.

ANALISE HISTOLOGICA DO OVIDUTO DAS FEMEAS DE MICRURUS
FRONTALIS

O numero amostral minimo para comparacdo entre as zonas sudeste e
centro nao foi atingido, desta forma os dados das zonas centro e sudeste foram
somados e a analise foi somente entre as estacfes primavera, verdo e outono.
Mesmo com a soma, 0 numero minimo de exemplares coletados no inverno néao foi

atingido.

Estacao Primavera

Nesta estacdo foi possivel observar que alguns espécimes de Micrurus

frontalis apresentaram caracteristicas de entrada do periodo reprodutivo, porém

isso ndo foi evidenciado em todos os individuos. Pode ser que esta estagdo seja
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apenas uma ampliacdo ou antecipacao da época reprodutiva (preparo do oviduto
para captacao do foliculo ovulado) por alguns individuos.

A arquitetura do infundibulo posterior exibiu o epitélio simples cubico, o
tecido conjuntivo mostrou a auséncia ou baixa quantidade de glandulas, estando
estas hipotrofiadas. A luz infundibular exibiu algumas regiées com muco (Figura
8A). As mesmas caracteristicas foram observadas no oviduto anterior, apenas em
alguns espécimes o epitélio mostrou-se colunar e com uma quantidade um pouco
maior de muco (Figura 8B).

O oviduto posterior exibiu um epitélio simples colunar, em algumas porcoes
este mostrou-se secretivo. No tecido conjuntivo havia uma grande quantidade de
receptaculos com granulos, alguns espécimes apresentaram espermatozoides em

tubulos e receptaculos de estocagem (Figura 8C, D).

\ o -~

Figura 8. Cortes histologicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de Micrurus
frontalis, estacdo da primavera. Coloracédo H/E. (A) infundibulo posterior mostrando uma
grande concentragdo de muco no limen infundibular. Objetiva de 20x. Escala 25 ym. (B)
oviduto anterior exibindo um epitélio simples cubico e muco na luz do oviduto. Objetiva de
20x. Escala 25 ym. (C e D) Oviduto posterior evidenciando o epitélio simples colunar;
o tecido conjuntivo com receptaculos com granulos em seu interior, indicado pelas
setas em azul; receptaculos de estocagem de espermatozoides, indicados pelas
estrelas vermelhas. Objetiva de 20 e 40x. Escala 25 pym. (Es) espermatozoides.
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(Estrela branca) indicando a presenca o muco no lumen. (R) receptaculo. (TM) Tecido
muscular. (TC) tecido conjuntivo.

Estacdo Verao

Os espécimes desta estacdo ndo apresentaram diferencas significativas na
regido do infundibulo, sendo as caracteristicas encontradas semelhantes as da
primavera. No oviduto anterior todos os exemplares exibiram o epitélio simples
colunar, como diferenca da estacédo anterior, foram observadas regifes especificas
com os cilios hipertrofiados e no tecido conjuntivo h& receptaculos ciliados vazios
(Figura 9C). Nesta estacéo, o oviduto posterior mostrou maior concentracao de
muco no limen ovidutal, no tecido conjuntivo ha uma grande quantidade de

receptaculos de estocagem (Figura 9D).
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Figura 9. Cortes histolégicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de Micrurus
frontalis, estacao do verdo. Coloragdo H/E. (A) infundibulo posterior apresentando algumas
glandulas hipotrofiadas no tecido conjuntivo, indicados pela seta amarela. (B e C) oviduto
anterior, na primeira imagem ha a presenca de glandulas hipotrofiadas, indicados pela seta
amarela e na segunda imagem observa-se regides com uma hipertrofia dos cilios

presentes no epitélio ovidutal, indicados pelas estrelas em verde; e receptaculos ciliados
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vazios, evidenciados pela seta azul. (D) oviduto posterior. (Ec) epitélio ciliado. (ES)
espermatozoides. (Estrela branca) indicando a presenca o muco no lumen. (G)
glandula. (R) receptaculo. (TM) Tecido muscular. (TC) tecido conjuntivo.

Estacdo Outono

No periodo de abril a junho (outono) as fémeas de Micrurus frontalis,
apresentam a morfologia do sistema reprodutor quase totalmente apto ou em
condi¢Bes de receber os foliculos pré ovulatorios no oviduto. O infundibulo exibe
muitos locais com os cilios epiteliais bem desenvolvidos e com a presenca de
algumas glandulas hipertrofiadas. O oviduto anterior possui uma concentracdo bem
maior de glandulas hipertrofiadas, porém a quantidade de muco secretado era
pequena. O oviduto posterior quase em sua totalidade exibia o epitélio colunar

ciliado e receptaculos de estocagem foram encontrados nesta regido (Figura 10).

Figura 10. Cortes histologicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de Micrurus
frontalis, estacdo do outono. Coloracao H/E. (A) infundibulo posterior mostrando regides
do epitélio com os cilios bem desenvolvidos, indicado pela estrela verde; glandulas
hipertrofiadas (seta amarela); e a presenca de muco no lumen infundibular. Objetiva de
40x. escala 10 um. (B e C) oviduto anterior exibindo o tecido conjuntivo com grande
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concentracdo de glandulas hipertrofiadas, indicado pela seta amarela; seta branca
evidenciando o ducto glandular mostrando a liberagdo do material secretado. Objetiva de
20 e 40x. Escala 25 e 10 ym. (D) oviduto posterior apresentando receptaculos de
estocagem com granulos e outros com espermatozoides, indicado pela estrela vermelha.
Objetiva de 40x. escala 10 um. (Es) espermatozoides. (Estrela branca) indicando a
presenca o muco no lumen. (Gh) glandula hipertrofiada. (R) receptaculo. (TM) Tecido
muscular. (TC) tecido conjuntivo.

ANALISE HISTOLOGICA DO OVIDUTO DAS FEMEAS DE MICRURUS
CORALLINUS

E possivel distinguir dois periodos, caracterizados por sucessivas
modificacdes formando assim um ciclo. A primeira fase (ou estdgio) seria o ndo
reprodutivo, pela macroscopia observa-se que o ovario apresenta foliculos somente
em vitelogénese primaria, o infundibulo mostra-se espesso e o oviduto anterior

apresenta dobras formando uma espécie de sanfona.

Pela analise histologica a arquitetura tecidual mostra uma camada muscular
espessa do infundibulo posterior. O oviduto como um todo exibe regides com o
epitélio simples cuboide com um numero reduzido de glandulas e pouco muco no
limen do oviduto. As caracteristicas morfolégicas encontradas mudam

gradativamente conforme o periodo do ciclo, para a segunda fase.

A segunda fase (ou estagio) seria o reprodutivo ou secretivo, no qual a
analise macroscopica mostra o ovario apresentando foliculos em vitelogénese
secundéaria; o infundibulo anterior, préximo ao 6éstio infundibular, exibe um tecido
extremamente delgado e delicado, no qual envolve o ovario em sua regido mais
cranial; o oviduto anterior mostra um aumento no diametro, provavelmente para

alocacao dos ovos ou foliculos ovulados.
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COMPARACAO DAS ZONAS CLIMATICAMENTE DIFERENTES:
ZONA SUL

Estac&o Primavera

Os exemplares apresentaram o infundibulo posterior com uma camada
muscular delgada, o tecido conjuntivo continha poucas glandulas de secrecao
hipertrofiadas. No geral, os espécimes mostraram uma concentragdo glandular
maior no oviduto anterior, juntamente com uma quantidade maior de muco no
[imen. O oviduto posterior apresentou quase em sua totalidade um epitélio colunar

simples ciliado, com a presenca de receptaculos (também ciliados) que

internamente exibiam um contetdo denso e granular (Figura 11).

Figura 11. Cortes histoldgicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletados na zona sul, estacdo da primavera. (A) infundibulo
posterior com secre¢ao presente no lumen, indicados pelas estrelas de cor branca.
Objetiva de 10x. escala 50 uym. H/E. (B) no infundibulo posterior receptaculos
ciliados, indicados pelas setas de cor azul. Objetiva de 20x. escala 25 ym. H/E. (C)
oviduto anterior, setas em amarelo indicando as glandulas. Objetiva de 20x. escala
25 um. H/E. (D) receptaculo de espermatozoide encontrado no oviduto posterior,
delimitado pelas estralas em vermelho. Objetiva de 20x. escala 25 pym. Coloragéo
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Tricrdmero de Gomori. (Ec) Epitélio ciliado. (Es) espermatozoides. (Gh) glandula
hipertrofiada. (R) receptaculo. (TM) Tecido muscular. (TC) tecido conjuntivo. (L) Luz
do oviduto.

Estacdo Verao

N&do foram observadas modificacdes significativas, nas trés regides do
oviduto (infundibulo posterior, oviduto anterior e posterior) em relacdo a quantidade
de glandulas, espessura das camadas conjuntiva e muscular. Em comparagdo com
a estacao anterior, o oviduto posterior mostrou regiées especificas em que os cilios
do epitélio estavam com um maior desenvolvimento (Figura 12C, D). Ao mesmo
tempo, também foram constatados receptaculos de estocagem nesta estacéo,

alguns com espermatozoides e outros contendo um material denso e granular em

seu interior; porém a quantidade observada foi menor.

Figura 12. Cortes histoldgicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletados na zona sul, estacdo do verdo. H/E (A e B)
infundibulo posterior com epitélio cuboide e pouca secrecao no limen. Objetiva de
20x. escala 25 ym. (C e D) regifes do oviduto posterior com epitélio desenvolvido
e receptaculos. Objetiva de 20x e 40x. escalas 50 e 25 um. (Ec) Epitélio ciliado.
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(Es) espermatozoides. (G) glandula. (R) receptaculo. (TM) Tecido muscular. (TC)
Tecido conjuntivo. (L) Luz do oviduto. (Seta azul) receptaculos com cilios e
conteldo condensado ou granular. (Seta amarela) glandula ovidutal. (Estrela
verde) epitélio com cilios desenvolvidos. (Estrela vermelha) receptaculo de
estocagem.

Estacdo Outono

Os espécimes desta estacao exibiram um pequeno aumento do nimero de
glandulas, no infundibulo posterior e no oviduto anterior, porém estas ndo estavam
hipertrofiadas; h& um pequeno aumento de secrec¢ao no limen. O oviduto posterior,
por outro lado, apresentou uma quantidade maior de secrecdo na luz, em quase

toda a sua extensdo; aparentemente o epitélio exibia a conformacédo pseudo-

estratificado e os cilios estavam pouco evidentes (Figura 13).

Figura 13. Cortes histoldgicos longitudinais do trato reprodutor das

Micrurus corallinus, coletados na zona sul, estacdo do outono. H/E (A) infundibulo
posterior exibindo glandulas néo hipertrofiadas. Objetiva de 10x. escala 25 pm. (B)
oviduto anterior com um espessamento do tecido conjuntivo. Objetiva de 10x.
escala 50 um. (C) oviduto posterior mostrando secrecao no limen em quase toda
a sua extensao. Objetiva de 10x. Escala 50 um. (D) em detalhe muco presente na
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luz do oviduto posterior e o epitélio pseudo-estratificado. Objetiva de 20x. Escalas
25 ym. (Gh) glandula hipertrofiada. (TM) Tecido muscular. (TC) Tecido conjuntivo.
(L) Luz do oviduto. (Seta amarela) glandula ovidutal. (Estrela branca) muco na luz
do oviduto.

Estacéo Inverno

Nesta estacdo, 0s espécimes apresentaram um espessamento do tecido
conjuntivo no infundibulo. E foi observado, tanto no infundibulo quanto no oviduto
posterior, um numero expressivo de receptaculos contendo internamente material
denso e granular; o epitélio apresentou regides com cilios desenvolvidos nos locais

de maior concentracao destes receptaculos. De um modo geral, as trés regiées do

oviduto apresentaram pouca quantidade de muco no lumen (Figura 14).

Figura 14. Cortes histoldgicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletados na zona sul, estacdo do inverno. Objetiva de 20x.
escala 25 pym. coloragao H/E. (A) infundibulo posterior exibindo um grande nimero
de receptaculos no tecido conjuntivo. (B) oviduto posterior mostrando também
receptaculos no tecido conjuntivo. (Ec) Epitélio ciliado (R) receptaculo. (TM) Tecido
muscular. (TC) Tecido conjuntivo. (L) Luz do oviduto. (Seta azul) receptaculos com
cilios e conteudo condensado ou granular. (Estrela verde) epitélio com cilios
desenvolvidos.

ZONA LITORANEA
Estacdo Primavera

Os espécimes examinados no inicio da estagcdo mostram a regido do
infundibulo posterior com a camada do tecido muscular delgada; tecido conjuntivo
também delgado e um namero reduzido ou auséncia de glandulas de secrecéo;



47

limen quase sem muco e grande parte do oviduto apresentando um epitélio
simples cubico (Figura 15A). Essa conformacao se estende por parte da regido do
oviduto anterior, no qual h4 um espessamento do tecido conjuntivo e uma maior
quantidade de glandulas; no oviduto posterior as glandulas de secrecao existentes

estao hipertrofiadas e a luz do oviduto exibe regiées com muco.

Espécimes que foram coletados no final da primavera, apresentaram
algumas modificacdes como o epitélio colunar por quase todo oviduto, um aumento
expressivo do numero de glandulas no oviduto anterior, regides do epitélio com
cilios principalmente no oviduto posterior e uma maior quantidade de muco na luz
do oviduto (Figura 15B, C e D).
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Figura 15. Cortes histolégicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletados na zona litoranea, estacdo da primavera. H/E (A)
infundibulo posterior de um espécime coletado no inicio da estacdo, tecidos
conjuntivo e muscular delgados. Objetiva de 5x. escala 100 um. (B) oviduto anterior
mostrando um espessamento dos tecidos conjuntivo e muscular. Objetiva de 20x.
Escala 25 ym. (C) oviduto anterior exibindo glandulas hipertrofiadas. Objetiva de
20x. Escala 25 ym. (D) Oviduto posterior abrigando espermatozoides na luz do
oviduto e em receptaculos de estocagem. Objetiva de 20x. Escala 25 uym. (Es)
espermatozoides. (Gh) glandula hipertrofiada. (R) receptaculo. (TM) Tecido
muscular. (TC) Tecido conjuntivo. (L) Luz do oviduto. (Seta amarela) glandula
ovidutal. (Estrela vermelha) receptaculo de estocagem.



48

Estacdo Verao

Nesta estacdo o infundibulo posterior e oviduto anterior mostram um
espessamento do tecido conjuntivo assim como da camada muscular, no qual
foram observados feixes longitudinais e transversais (ou circulares); estas duas
areas, exibem o epitélio simples colunar ciliado, uma grande quantidade de

glandulas hipertrofiadas e um aumento de secre¢éo na luz do oviduto. (Figura 16).

Figura 16. Cortes histoldgicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletados na zona litoranea, estacéo do verao. (A) regides do
infundibulo posterior exibindo o epitélio ciliar bem desenvolvido. Objetiva de 10x.
Escala 5 ym. H/E. (B) infundibulo posterior com glandulas hipertrofiadas e com as
camadas do tecido muscular circular ou transversal (TMt) e longitudinal (TML).
Objetiva de 20x. Escala 25 ym. H/E. (C) oviduto anterior exibindo epitélio ciliado
desenvolvido e glandulas hipertrofiadas. Objetiva de 20x. Escala 25 um. Coloragéo
Tricrdmero de Touchman. (D) Oviduto posterior exibindo o lumen com maior
quantidade de muco. Objetiva de 10x. Escala 25 um. H/E. (Ec) Epitélio ciliado. (Gh)
glandula hipertrofiada (TM) Tecido muscular. (TC) Tecido conjuntivo. (L) Luz do
oviduto. (Seta amarela) glandula ovidutal. (Estrela verde) epitélio com cilios
desenvolvidos. (Estrela branca) muco na luz do oviduto.

/
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Estacdo Outono

O infundibulo posterior apresentou uma pequena diminuicdo de glandulas
hipertrofiadas, foi observado regides com méxima concentracdo de secrecao no
limen. O oviduto anterior ainda exibe glandulas hipertrofiadas e em grande numero.
O oviduto posterior mostrou regides com receptaculos, em sua maioria sem
conteudo interno; uma menor quantidade de glandulas no tecido conjuntivo, porém

o epitélio ciliar estava bem desenvolvido e por quase toda a extensao deste (Figura

Figura 17. Cortes histoldgicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletados na zona litoranea, estacdo do outono. Coloracéo
hematoxilina-eosina. Objetiva de 20x. Escala 25 um. (A) infundibulo posterior com
a camada epitelial ciliar. (B) infundibulo posterior com méaxima concentragdo de
secrecao no lumen. (C) oviduto anterior exibindo glandulas hipertrofiadas. (D)
Oviduto posterior exibindo receptaculos de ciliados com e sem conteudo interno.
(Ec) Epitélio ciliado. (Gh) glandula hipertrofiada. (R) receptaculo. (TM) Tecido
muscular. (TC) Tecido conjuntivo. (L) Luz do oviduto. (Seta amarela) glandula
hipertrofiada. (Seta azul) receptaculos com cilios. (Estrela verde) epitélio com
cilios desenvolvidos. (Estrela branca) muco na luz do oviduto.

L
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Estacao Inverno

O infundibulo posterior mostrou uma retragdo na espessura dos tecidos
conjuntivo e muscular, o infundibulo exibe poucas glandulas e baixa secre¢cao no

[imen. O oviduto anterior e posterior ainda mantém o tecido conjuntivo espesso, 0s

cilios do epitélio pouco evidente, ndo foram observados receptaculos (Figura 18).

- : ‘ R ..1&": \\:/ '} ~\f‘},¥""ﬁ
Flgura 18. Cortes hlstologlcos Iongltudlnals o trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletados na zona litoranea, estacdo do inverno. (A)
infundibulo posterior com os tecidos conjuntivo e muscular delgados, glandulas
hipertrofiadas presentes. Objetiva de 10x. Escala 50 ym. H/E. (B) oviduto anterior
com epitélio sem cilios e secrecdo no limen. Objetiva de 20x. Escala 25 um.
Coloracdo Tricromero de Gomori. (Gh) glandula hipertrofiada. (TM) Tecido
muscular. (TC) Tecido conjuntivo. (L) Luz do oviduto. (Seta amarela) glandula
ovidutal. (Estrela branca) muco na luz do oviduto.

Resumo da analise histologica

Os dados comparativos da histologia foram resumidos em uma analise
qualitativa, atribuindo valores usando o simbolo de (+). A analise feita foi em relacao
a algumas caracteristicas morfolégicas como arquitetura do epitélio, estado e
guantidade das glandulas exdcrinas presentes no tecido conjuntivo; quantidade de
muco no limen ovidutal; quantidade de receptaculos ciliados.
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ESTOCAGEM DE ESPERMATOZOIDES

Dos espécimes analisados de Micrurus corallinus e Micrurus frontalis, foi
possivel observar a estratégia de estocagem de espermatozoides pelas fémeas
das duas espécies (Tabela 2). A menor fémea com estocagem pertencia a zona
litorAnea, aparentemente as fémeas que apresentaram estocagem possuiam em
sua maioria o Crc acima de 600 mm e a circunferéncia acima de 30 mm. A medida
da circunferéncia pode servir como um indicador indireto de que a fémea acumulou

energia (gordura) para o ciclo reprodutivo.

Tabela 2. Dados dos espécimes que possuiam receptaculos de estocagem.
Comprimento rostro-caudal (Crc).

Circunferéncia

Estacdo Espécie Local de estocagem Crc (mm)

(mm)
Primavera M. corallinus Oviduto posterior 548 25
Primavera M. corallinus Oviduto posterior 770 46
Primavera M. corallinus Oviduto posterior 725 49
Verao M. corallinus Oviduto posterior 710 41
Outono M. corallinus Oviduto posterior 663 37
Inverno M. corallinus Oviduto anterior 930 43
Primavera M. frontalis Oviduto posterior 770 42
Verao M. frontalis Oviduto posterior 770 32
Outono M. frontalis Oviduto posterior 825 51
Outono M. frontalis Oviduto anterior 685 32

A regidao com maior incidéncia de receptaculos ou tubos de estocagem em
ambas as espécies foi o oviduto posterior, os periodos de maior evidéncia da
presenca destes receptaculos pode indicar o provavel periodo de copula, no caso
para M. corallinus a primavera e para M. frontalis o outono. Os locais do oviduto
com estocagem possuiam o epitélio simples colunar ciliado (Figura 19) e o entorno

dos receptaculos com a presenca de vasos capilares (Figura 19D).



Figura 19. Cortes histolégicos longitudinais da regido do oviduto de Micrurus
corallinus, apresentando receptaculos e tubulos de estocagem de
espermatozoides. Corados em H/E. (A) espécime coletado na primavera. Objetiva
de 40x. Escala 20 um. (B) espécime coletado no verdo. Objetiva de 40x. Escala 10
pum. (C) espécime coletado no outono. Objetiva de 100x. Escala 20 um. (D) oviduto
anterior, espécime coletado no inverno. Objetiva de 40x. Escala 10 ym. (Estrela
vermelha) indicando o receptaculo. (L) Luz do oviduto. (Es) espermatozoide.

RECEPTACULOS DE ESTOCAGEM

Estruturas com a mesma morfologia dos receptaculos de estocagem de
espermatozoides, foram encontradas em ambas as espécies. Porém ao invés de
estocarem espermatozoides algumas destas estruturas apresentavam um
conteudo denso e granular e outras estavam vazias. Os locais de maior
concentracdo destes receptaculos estavam no infundibulo posterior e oviduto

posterior.

Dentre os espécimes analisados, os exemplares que apresentaram a maior
concentragdo de receptaculos foram os de M. corallinus coletados na zona sul
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(estacao do inverno). Na primavera outros espécimes mostram o que aparenta ser

a abertura destes receptaculos, liberando o contetdo granular (Figura 20).

Figura 20. Corte histologico longitudinal do trato reprodutor da fémea de Micrurus
corallinus, coletado na zona sul, estacdo da primavera. Infundibulo posterior
exibindo receptaculos fechados (Seta em azul); receptaculos abertos (Estrela
verde); na luz do oviduto granulos indicados pela seta e vermelho. Objetiva de
20x. escala 25 pm. coloragdo H/E. (Ec) Epitélio ciliado. (Gh) glandula
hipertrofiada. (Gr) granulos. (R) receptaculo.

-

O mesmo espécime que apresentava a abertura destes receptaculos,
possuia, na regido do oviduto posterior, espermatozoides junto com o material
granular que tinha sido liberado no lumen (Figura 21A). Em outra regido do oviduto
posterior, hA uma aparente internalizacdo de espermatozoides (Figura 21B). Os
locais proximos destes receptaculos, sempre exibiam o epitélio colunar simples e

ciliado.
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Figura 21. Cortes histoldgicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus, coletado na zona sul, estagéo da primavera. Objetiva de 40x.
escala 10 pm. coloragdo H/E. (A) oviduto anterior exibindo no lamen
espermatozoides proximos a granulos existentes. (B) oviduto posterior mostrando
espermatozoides sendo internalizados. (Seta vermelha) indicando o granulo na
luz. (Estrela verde) epitélio com cilios desenvolvidos. (Ec) Epitélio ciliado. (ES)
espermatozoide. (Gr) granulo.

HISTOQUIMICA: COLORAGCAO DO ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS) NOS
RECEPTACULOS E DO MUCO OVIDUTAL

A coloragdo do Acido Periddico de Schiff (PAS) foi realizada nos
receptaculos de estocagem presentes na regido do oviduto posterior de
exemplares de Micrurus corallinus. Nos receptaculos contendo o material denso
e granular foi observado que o conteudo possui por¢des reativas ao PAS (Figura
23A), como parte deste conteido ndo mostrou reatividade ao PAS, isto pode ser
um indicativo que o contetdo dentro do receptaculo ndo seja constituido de uma

Unica substancia.

Nos receptaculos contendo espermatozoides, foi possivel constatar que
tanto o citoplasma epitelial quanto no limen do receptéculo, haviam granulos que
reagiram positivamente ao PAS (Figura 22B), pela imagem observa-se que as

células intercaladamente estavam liberando os granulos na luz do receptéaculo,

onde estdo os espermatozoides.

Figﬁra 22. Cortes histologicos longitudinais do oviduto posterior de Micrurus
corallinus. (A) receptaculo de estocagem indicado pela seta azul, contendo o
material denso e granular. (B) tibulo de estocagem de espermatozoides, setas
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brancas indicando os espermatozoides. Seta amarela indicando granulo positivo
ao PAS. Objetiva de 100x. escala de 5 um.

As analises de PAS foram feitas em trés regides do oviduto (infundibulo
posterior, oviduto anterior e posterior), como resultado foi possivel observar que
parte do muco presente no limen ovidutal reagiu positivamente ao PAS, enquanto
outras por¢cdes do muco permaneceram quase translicidas a coloracdo (Figura
23A). Isto é uma evidéncia de que 0 muco possui ao menos duas origens de
secrecdo, uma proveniente do epitélio ovidutal, no qual notasse secretivo e reativo
ao PAS (Figura 23A, C), e outra parte do muco seria secretada pelas glandulas
hipertrofiadas presentes no tecido conjuntivo, estas glandulas ndo mostraram

reatividade ao PAS (Figura 23C). A secrecéao glandular foi notada pela formacéo de

ductos excretores ligando a glandula com o limen (Figura 23D).
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Figura 23. Cortes histologicos longitudinais do oviduto posterior de Micrurus
corallinus. (A, B e C) porcdes do epitélio e do muco ovidutal que reagiram
positivamente ao PAS indicados pela seta amarela. Coloracéo acido periddico de
Schiff. Objetiva de 10x, 20x e 10x. (D) Glandula hipertrofiada com ducto excretor
indicado pela seta branca; coloracdo H/E. Objetiva de 20x. Escala de 10 pym. (Gh)
glandula hipertrofiada seta verde.

------
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HISTOQUIMICA: COLORAGCAO AZUL ALCIAN PH 2,5 (AB) E HEMATOXILINA

Os resultados obtidos foram os mesmos para as duas espécies. As regides
do infundibulo e oviduto posterior, que apresentavam o epitélio simples colunar
ciliado e alguns locais com epitélio pseudo-estratificado, tiveram como resultado
reacao positiva ao azul alcian (AB), além disso o epitélio mostrou-se secretivo. As

glandulas exdcrinas presentes no tecido conjuntivo, ao longo de todo o oviduto, ndo

reagiram ao AB (Figura 24B, C).

> ‘ - - &\ AN ‘* ' 'E ‘il'
Figura 24. Cortes histolégicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus e Micrurus frontalis (A) infundibulo posterior mostrando a regiao
do epitélio positivo ao corante azul alcian (AB). Objetiva de 20x. Escala 25 pm. (B
e C) oviduto anterior, exibindo as glandulas exdcrinas nao reativas ao AB enquanto
0 epitélio e 0 muco reagiram positivamente. Objetiva de 40 e 100x. escala de 10 e
5 uym (D) oviduto posterior exibindo o muco no Iimen e granulos presentes no
receptaculo positivos ao AB. Objetiva de 40x. Escala de 10 ym. (Gh) glandula
hipertrofiada seta amarela. (Estrela amarela) indicando local positivo ao azul
alcian. (Estrela branca) muco na luz do oviduto. (R) receptaculo indicado pela seta
verde. (L) luz ovidutal.
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O muco presente no lumen ovidutal exibiu regides em que todo o muco foi
reativo ao AB, entretanto havia locais que apenas parte deste reagiu positivamente
(Figura 25). Nas comparacdes das laminas € possivel observar ao menos duas
origens de secrecdo compondo o muco ovidutal, uma epitelial reativa ao AB e outra
das glandulas exdécrinas hipertrofiadas presentes no tecido conjuntivo, ndo reativa
ao AB, assim sendo esta pode ser a explicacado do porqué parte do muco ovidutal
nao reatividade a esta coloragao.

Figura 25. Cortes histolégicos longitudinais do trato reprodutor das fémeas de
Micrurus corallinus e Micrurus frontalis (A e B) oviduto posterior exibindo porgdes
do muco no limen ovidutal positivos ao AB, indicado pela seta amarela. Objetiva
de 40 e 20x. Escala de 25 e 10 um. (Estrela branca) muco na luz do oviduto. (L)
luz ovidutal. (TC) tecido conjuntivo.

Os receptaculos de estocagem apresentaram reacdo positiva ao AB,
indicado pela reatividade das células ciliadas que compde o epitélio e também do
conteudo armazenado. Porém alguns receptaculos com o contetdo denso exibiram

diferencas nas reacges, alguns apenas com por¢des do contetdo reativas ao AB e
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outros com o contetdo totalmente reativo ao AB (Figura 26). Este pode ser um

indicativo que o do receptaculo sofra uma modificacdo ao longo do tempo.

-

Figura 26. Cortes histolégicos longitudinais do oviduto posterior de fémeas de
Micrurus corallinus. Objetiva de 100x. Escala de 5 um. (A) receptaculos com
conteludo mostrando apenas algumas porcdes reativas ao azul alcian. (B)
receptaculos com conteudo totalmente reativo ao AB. (Seta amarela) indica regido
com reacdo positiva ao AB. (L) luz ovidutal. (R) receptaculo indicado pela seta
verde.

HISTOQUIMICA: COLORACAO AZUL DE BROMOFENOL (BB)

A coloragdo azul de bromofenol (BB) obteve os mesmos resultados em
ambas as espécies. A analise foi realizada nas trés porcdes do oviduto da fémea,
como resultado o epitélio ndo mostrou reacdo positiva ao BB, porém as glandulas
exocrinas foram sensiveis a essa coloracdo, mais especificamente em seu interior
€ possivel observar os granulos que ficaram com a cor mais intensa indicando a
presenca de proteinas (Figura 27). O muco ovidutal também obteve reacéo positiva
ao BB.
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Figura 27. Cortes histoldgicos longitudinais do oviduto anterior e posterior de Micrurus frontalis.
Obijetiva de 40x. Escala de 10 um. (A) oviduto anterior, exibindo as glandulas exécrinas e muco
ovidutal com reagéo positiva ao azul de bromofenol (BB). (B) oviduto posterior mostrando a
glandula com o conteudo reativo ao BB, em detalhe a direita, em maior aumento. (Gh) glandula
hipertrofiada indicado pela seta branca. (Estrela amarela) indicando local positivo ao azul de
bromofenol. (L) luz ovidutal.

Os receptaculos presentes no oviduto posterior foram testados para essa
coloracdo e os granulos no interior deste teve reacédo positiva ao BB. E apenas

parte das células que compde epitélio dos receptaculos foram reativos ao BB.

"(ﬂ. .
x.// .

Flgura 28. Cortes histolégicos longitudinais do oviduto posterlor de fémeas de Micrurus
corallinus e Micrurus frontalis. Objetiva de 40x. Escala de 10 um. (A e B) receptaculos com
contedo mostrando granulos e muco positivos ao azul de bromofenol. (L) luz ovidutal. (R)
receptaculo indicado pela seta verde. (Seta amarela) indicando regido positiva ao azul de
bromofenol.
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DISCUSSAO

SISTEMA REPRODUTOR DAS FEMEAS

O sistema reprodutor das fémeas apresentou uma assimetria em sua
conformacao, sendo o lado direito mais cranial que o esquerdo em ambas as
espécies. Na literatura existem algumas divergéncias em relacdo a nomenclatura
das subdivis6es do oviduto, devido as diferencas em relacéo a funcionalidade de
cada porcdo e pelas variagcdes encontradas na composicdo tecidual entre as
espécies (PERKINS e PALMER 1996; GIRLING, 2002).

Existem duas revisdes recentes sobre a morfologia e funcionalidade do
oviduto, utilizando informacdes histologicas e uma anélise comparativa englobando
sete familias de serpentes (BLACKBURN, 1998; GIRLING, 2002).

A nomenclatura mais abrangente, descreve que o sistema reprodutor
feminino é representado pelo ovario, infundibulo, Utero (porcao anterior e posterior)
e vagina ou bolsa (PERKINS e PALMER, 1996; GIRLING, 2002; SIEGEL et al.,
2011). Existe ainda a proposta de subdividir o Utero, em utero glandular e
aglandular (SIEGEL et al., 2011; ALMEIDA SANTOS et al., 2015).

O estudo anatdmico comparativo geralmente utiliza como base a
nomenclatura da anatomia humana, desta forma encontramos nomeacdes que se
mostram podem ser inadequadas dependendo do grupo de animal estudado. Como
por exemplo, a utilizacdo do termo Utero tanto para espécies oviparas quanto
viviparas. Mesmo sendo um termo utilizado em aves, répteis e anfibios; esta
nomeacdo deveria passar por uma revisdo porque existem diferencas

morfofuncionais entre um atero de um primata, para “Utero” de um oviparo.

O termo Utero normalmente trata da porgdo no sistema reprodutor feminino,
no qual ocorre a implantacdo do 6vulo ou odcito fecundado (zigoto) e posterior
formacdo da placenta. Nos oviparos ndo ha implantagdo do ovo ou foliculo
vitelogénico fertilizado, muito menos a formacdo de qualquer estrutura que

caracterize uma placenta.

O oviduto possui vérias fungbes metabdlicas essenciais, como por exemplo

o de secretar hormdnios esteroides (estrogeno e progesterona), principais
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reguladores via eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas (JONES, 2011). Assim como, 0
de atuar no transporte, producdo de muco (ou matriz carreadora); formacéo da
membrana da casca e calcificacdo do ovo. Desta forma, o presente trabalho nao
utilizou a nomeacéo de utero na subdivisdo do oviduto, a por¢cdo correspondente
foi nomeada de oviduto anterior e posterior. Como proposta, um termo que poderia

ser empregado, ao invés de Utero, seria tuba ovidutal em espécies oviparas.

O sistema reprodutor das fémeas passa por sucessivas transformacoes
durante o ciclo reprodutivo, correspondentes a fase reprodutiva e ndo reprodutiva.
As modificacdes observadas no oviduto, decorrem da preparagédo para execugao
de diferentes tarefas, como a de capitar, acomodar e transportar o ovo do ovario a
cloaca. A analise destas alteracdes, macroscopicas dos foliculos ovarianos e
histolégicas do oviduto, permitem a compreenséao e determina¢éo dos periodos de

cada fase do ciclo.

ANALISE DO CICLO E COMPARAGCAO ENTRE AS FEMEAS DE MICRURUS
CORALLINUS DAS ZONAS SUL E LITORANEA.

Dentro dos elapideos pode se encontrar diferentes ciclos reprodutivos
(SHINE, 2003; MARQUES et al., 2013). Regibes que possuem condicfes
ecologicas extremas ou ambientes que sofram mudancas drasticas, por acao
antrépica por exemplo, forcam as cobras corais a se adaptarem as condi¢des
existentes (ROZE, 1996). Porém, ainda ha uma escassez de informacdes referente
as serpentes corais, principalmente pelo grande nimero de espécies presentes na
América do sul (MARQUES et al., 2013).

As variacOes intraespecificas ja foram observadas em algumas serpentes,
Pizzatto et al. (2006) constataram que tanto o padrao de atividade quanto o ciclo
reprodutivo das fémeas de Liophis miliaris, eram diferentes entre as populagdes

devido as diferencas de temperatura entre as areas amostradas.

A analise histolégica comparativa da espécie Micrurus corallinus, mostrou
que as fémeas da zona sul apresentam alteragcbes morfologicas do sistema
reprodutor, correspondentes a fase reprodutiva, de uma forma branda ou menos
intensa; quando comparadas com as fémeas da zona litoranea. E possivel que o

pico da fase reprodutiva nas fémeas da zona sul seja rapido e num periodo curto,
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enquanto que para as fémeas da zona litoranea o pico da fase reprodutiva é

alcancado de forma mais gradual e por um periodo maior.

As modificacdes que se apresentaram de forma mais intensa nas fémeas da
zona litoranea, foram: grande quantidade de glandulas hipertrofiadas; altura da
regido epitelial (evidenciando um epitélio colunar, propriamente dito); um
espessamento das camadas conjuntiva e muscular; sintese e secrecdo de muco

na luz do oviduto.

O diferencial observado nas fémeas da zona sul, foi 0 aumento expressivo
de receptaculos estocando aparentemente algum material denso e granulado na
estacdo do inverno. No outono (estacdo anterior) tanto no infundibulo quanto no
oviduto posterior apresentaram um aumento de muco no limen ovidutal, ou seja, €
possivel que o material presente nos receptaculos seja o préprio muco; que foi

internalizado e estocado.

Os receptaculos com o material condensado possuem a mesma
caracteristica morfoldgica dos receptaculos que armazenam o0s espermatozoides,
ou seja, ambos sdo receptaculos com epitélio colunar ou cuboide ciliados.
Aparentemente o epitélio em torno dos receptaculos, estdo com grande hipertrofia
dos cilios. Possivelmente a formacao dos receptaculos ocorra por um processo de
invaginagdo com consequente fechamento, no qual captaria os granulos ou

espermatozoides presentes no limen ovidutal.

Em algumas espécies de serpentes como Agkistrodon piscivorus (SIEGEL e
SEVER, 2008), Diadophis punctatus (PERKINGS e PALMER, 1996) foi descrito que
células secretoras ou até mesmo o proprio receptaculo, produziriam granulos ricos
em carboidratos neutros, assim existe a hipotese que estes granulos atrairia 0s
espermatozoides para os receptaculos (SIEGEL et al., 2011). Rojas et al. (2015)
analisando a espécie Philodryas patagoniensis, obtiveram alta reatividade ao PAS,
dos receptaculos de estocagem na presenca dos espermatozoides.

No presente trabalho foi constatado que para M. corallinus e M. frontalis ha
reacao positiva ao PAS, AB e BB dos receptaculos de estocagem, indicando que o
material secretado possui por¢cdes ricas em carboidratos neutros,
mucopolissacarideos acidos e proteinas. Os receptaculos estocando

espermatozoides indicaram reatividade ao PAS e foi possivel notar que o proprio
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epitélio do receptaculo estava secretando o material reativo ao PAS e AB. Também
foi evidenciado que alguns receptaculos aparentavam estar “abertos” liberando o
material em seu interior no limen ovidutal. Entdo os receptaculos poderiam
sintetizar um material que ajudaria a atrair os espermatozoides para dentro dos
receptaculos ou tubulos de estocagem e posteriormente estando estes
armazenados, o0 proprio receptaculo secretaria granulos que permitiiam a
sobrevida dos espermatozoides.

A guestao que persiste seria qual mecanismo que indicaria 0 momento certo,
em que 0s espermatozoides estariam no lumen, sinalizando a abertura dos
receptéculos e liberacdo dos granulos na luz do oviduto? Isso aconteceria por
algum estimulo da cépula ou por contato dependéncia dos espermatozoides no
oviduto?

A histoquimica dos receptaculos permitiu observar que possivelmente o
conteddo denso ou granular em seu interior sofra modifica¢cdes ao longo do tempo.
Alguns receptaculos apresentaram o contetdo totalmente reativo ao AB para pH
2,5 enquanto outros receptaculos apenas mostraram porcdes reativas, inclusive um
dos receptaculos estava aberto liberando o seu conteudo.

Na comparacdo entre as duas zonas foi possivel observar que as
modificacdes da fase reprodutiva, ocorreram com maior intensidade e por um
periodo maior nos espécimes da zona litoranea. Ao passo que as fémeas da zona
sul, essas modificacdes foram menos expressivas e por um periodo menor.

Teoricamente 0s animais ectotérmicos irdo reagir conforme as condi¢des
ambientais existentes. No caso das serpentes, a temperatura, pluviosidade e
disponibilidade de alimento, podem ser considerados direta ou indiretamente

fatores essenciais para o padréao de atividade do individuo.

O metabolismo dos animais ird se ajustar as condi¢cdes ambientais
disponiveis, ou seja, em uma regido com uma amplitude térmica menor, sem um
periodo de frio marcante e uma distribuicdo mais homogénea das chuvas; isso
poderia prolongar o periodo de atividade (e.g., alimentacéo, alocacéo de energia e

procura por parceiros).

As fémeas da zona litordnea antes do inicio da primavera ja apresentavam
a arquitetura morfologica da fase reprodutiva, ao mesmo tempo foi observado que

uma das fémeas da zona litorAnea, coletada no inverno, apresentava
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espermatozoides no oviduto posterior (proximo da vagina). Logo o periodo de
cOpula estaria antecipado, por ter acontecido no inverno. Em contra ponto, as
fémeas da zona sul, somente apresentaram a morfologia da fase reprodutiva na

metade da primavera.

A hipétese dos eventos reprodutivos terem ocorrido antecipadamente nas
fémeas da zona litoranea e tardiamente nas fémeas da zona sul, provém do inverno
com temperaturas mais baixas no sul do pais. Esta diminuicdo térmica causaria
uma queda metabdlica, logo a resposta fisiolégica para o inicio da fase reprodutiva
aconteceria apenas quando a energia térmica do ambiente alcancasse condi¢des

minimas para tal, ou seja, no meio da estacdo da primavera.

Em regibes tropicais o acasalamento tende a ser ritmado pela alternancia
dos periodos de chuva e de estiagem, basicamente as cobras corais tropicais
tendem a se acasalar no periodo de seca e realizar a oviposicdo em um periodo
préximo a época das chuvas (ROZE,1996). Porém a propria complexidade climatica
dentro do bioma, isto €, diferencas locais do regime de chuva e de temperatura;
podem contribuir para o aparecimento de modificacdes no ciclo reprodutivo. Desta
forma, a espécie ou populacao desta, podem apresentar modificacdes reprodutivas

com o passar do tempo, levando a alteracdes intraespecificas.

As condicdes de disponibilidade de alimento podem também influenciar nas
variacdes intraespecificas na reproducdo (SANTOS et al., 2005). Os ambientes que
possuem uma baixa amplitude térmica e uma homogeneidade na umidade ou na
distribuicdo das chuvas podem ter uma maior oferta de alimento ao longo do ano.
(BEGON et al., 1990; PIZZATTO et al., 2006).

Marques (1992, 1996) descreveu o ciclo da fémea de Micrurus corallinus
apresentando os foliculos vitelogénicos na primavera, primeira metade da estacdo
chuvosa; e foi sugerido pelo autor (1992) que nao haveria diferencas geograficas

no ciclo, ou seja, 0 ambiente ndo modificaria a vitelogénese e ovulagdo na espécie.

Entretanto mesmo ndo sendo possivel fazer a separacdo do grafico do
foliculos vitelogénicos entre as zonas no presente trabalho, no manuscrito de
Marques (1992) é apresentada essa separagdo dos gréaficos e ao comparar o
periodo de crescimento folicular dos espécimes de Santa Catarina (sul do pais),

com os exemplares de localidades termicamente mais quente ou homogenias
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(interior de Séao Paulo, Minas gerais e Rio de Janeiro); observa-se que em locais
com o frio mais intenso o periodo de vitelogénese € mais estreito ou curto enquanto
que em localidades com o frio menos rigoroso ha uma expanséo ou prolongamento

do periodo de vitelogénese e ovulacao.

No grafico de dispersdo dos foliculos expostos no presente trabalho, o
foliculo vitelogénico secundario (maior que 25 mm), presente no final de junho
(outono), pertence a uma fémea coletada no Rio de Janeiro (regido litoranea). I1sso
pode ser considerado um indicativo que o ciclo tenha se estendido, porém a
confirmagéo deste pode ser corroborada com o aumento do numero amostral dos

das fémeas coletadas no outono.

CICLO REPRODUTIVO DE MICRURUS FRONTALIS

O grupo Micrurus possui uma grande escassez de informacgdes detalhadas
em relacdo a dados relativos ao ciclo reprodutivos das espécies do género
(MARQUES et al., 2013). Os dados existentes indicam que ha uma variabilidade
dos periodos de reproducéao entre as linhagens BRM e BRT, existem muitos fatores
que podem estar relacionados, dentre estes, as condi¢des climaticas do ambiente
podem estar diretamente envolvidas.

A espécie Micrurus frontalis possui a distribuicdo ocorrendo no bioma
Cerrado, tendo como caracteristica um ambiente mais seco e com clima
sazonalmente definido entre periodo de chuvoso e de estiagem, quando
comparado com o Bioma Mata Atlantica.

Populacdes que ocorrem em ambientes mais sazonais tendem a ter ciclos
reprodutivos mais definidos ou com eventos bem demarcados no ano, quando
comparados com espécies que passam por climas mais homogéneos ao longo do
ano (CAMPBELL e LAMAR, 2004). E diferentemente de M. corallinus, M. frontalis
exibiu as caracteristicas condizentes ao apice da fase reprodutiva na metade do
verao e ao longo da estacao do outono.

Existe uma auséncia de dados em relacdo a reproducédo da espécie M.
frontalis, principalmente por algumas divergéncias taxonémicas para o complexo
de subespécies. O trabalho de Silva-JR. e Sites (1999), até o presente momento,

definiu algumas caracteristicas que permitiram a elevacao de algumas subespécies
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para espécie. Os dados sobre o complexo de subespécies de M. frontalis,
referentes ao ciclo reprodutivo, falam que a oviposicdo ocorreria nos meses
quentes do ano de novembro a janeiro; e o periodo de eclosédo dos filhotes de
fevereiro até o final do outono (ROZE,1996). Marques et al., (2013) apresentaram
para as fémeas de M. frontalis que a vitelogénese secundéria ocorreria de fevereiro
a setembro; e ovulagcédo em janeiro e agosto.

Considerando as caracteristicas e altera¢des do oviduto, que indicariam uma
preparacao para captacao dos foliculos vitelogénicos pré-ovulatérios, ou seja, apice
do periodo reprodutivo. A analise histolégica mostrou que da estacao primavera ao
outono houve progressivas modificagdes na arquitetura do epitélio, tecido
conjuntivo, aumento do nimero de glandulas exdcrinas e hipertrofia destas. Entéo,
a fase apice do periodo reprodutivo seria atingida no outono (inicio da estacao
seca).

Com base nos dados do comprimento folicular aqui expostos e o0s
apresentados por Marques et al., (2013), observa-se que a vitelogénese tende a
ocorrer mais intensamente ao longo do periodo seco, o que corrobora a andlise
histolégica. Na estacao do outono foi relatado o combate de dois machos na regido
de Minas Gerais, coincidindo também com a fase reprodutiva da fémea.

Os receptaculos de estocagem foram encontrados nas trés estacfes
analisadas, isso pode ocorrer por duas hip6teses. A primeira seria que a copula
pode ocorrer eventualmente em qualquer época do ano, assim 0s espermatozoides
poderiam ser armazenados em receptaculos até a época de ovulacdo. A segunda
seria que nem todos os receptaculos se abririam no momento da ovulagdo, como
foi encontrado em Philodryas patagoniensis (ROJAS et al., 2015), alguns poderiam
eventualmente permanecer para 0 proximo ciclo reprodutivo garantindo a

fecundacao, aumentando assim a competicao espermatica em copulas posteriores.

ESTRATEGIA DE ESTOCAGEM DOS ESPERMATOZOIDES

Esta é a primeira confirmacéo e descricdo da estratégia de estocagem de
espermatozoides pelas fémeas no grupo Micrurus. O fato da fémea apresentar
receptaculos de estocagem em todas as estacdes em Micrurus corallinus, leva a

tona novas hipoteses desta estratégia reprodutiva: seria esta estratégia uma forma
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de garantir a fecundacdo para proxima ovulacdo? Garantindo assim a proxima

ninhada, caso a fémea nao encontre um macho?

A localizacdo dos receptaculos de estocagem, sendo no oviduto posterior,
difere da maioria dos relatos desta estratégia. Muitos autores descreveram para
Viperidae e Colubridae a estocagem acontecendo em duas regides no infundibulo
posterior ou na juncao Utero-vagina (JUV) (SIEGEL et al., 2011; ROJAS et al.,
2015). Almeida-santos e Salomao (1997) tratam da estocagem acontecendo na
JUV, pelo mecanismo uterine muscular twisting (UMT), local onde seria parte do

oviduto posterior, porém sem a formacao de receptéculos.

Outros autores observaram a ocorréncia de espermatozoides na luz do
oviduto posterior (PERKINS e PALMER, 1996; SIEGEL e SEVER, 2008) porém
isso aconteceria por um periodo curto ou uma estacdo somente (normalmente apos
um periodo de hibernacdo), depois 0s espermatozoides migravam para o
infundibulo posterior. A localizacdo dos receptaculos ou tubulos no oviduto anterior
e posterior nas duas espécies leva a alguns questionamentos da regido onde ocorre
a fertilizacdo, por se tratar de um local afastado do 64stio infundibular (local de
entrada do foliculo vitelogénico ovulado ou ovo). Possivelmente em um periodo
préximo da ovulacédo os receptaculos sejam abertos e ocorra a migracdo destes

para a area infundibular.
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CONCLUSOES

Vi.

O ciclo das fémeas de Micrurus corallinus pode ser classificado como
pré-nupcial e os eventos reprodutivos séo influenciado pelas condi¢cbes
de temperatura e pluviosidade, assim sendo estas possuem plasticidade

de expandir ou contrair o periodo de vitelogénese, ovulacéo e copula.

As fémeas de Micrurus corallinus da regido sul atingem o pico da fase
reprodutiva rapidamente e por um periodo curto. Enquanto que as
fémeas de localidades climaticamente mais homogéneas, atingem o pico
de fase reprodutiva de uma forma mais gradual e com uma duracdo

maior.

As fémeas de Micrurus frontalis mostraram modificacbes no oviduto
correspondentes a fase reprodutiva, da estacdo primavera ao outono,

com apice no outono. Ovos no oviduto foram evidenciados no veréo.

O muco presente no oviduto possui ao menos duas origens de secrecao,
uma do epitélio ovidutal e a outra das glandulas presentes no tecido
conjuntivo. Sendo possivel observar isso nas analises histoquimica de

PAS e azul alcian.

As fémeas de ambas as espécies apresentaram a estratégia de
estocagem de espermatozoides. O local de estocagem ocorre
prioritariamente na regido do oviduto posterior. Em M. corallinus esta
estratégia se concentra na estacdo da primavera enquanto em M.

frontalis no outono.

Os receptaculos de estocagem secretam granulos ricos em carboidratos
em seu interior. Assim, possivelmente estes estejam envolvidos na

manutenc¢ao e sobrevida dos espermatozoides armazenados.
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RESUMO

O dimorfismo sexual € uma das estratégias reprodutivas presentes em diversos
grupos de serpentes, esta pode ser constatada pela diferenca de coloracao,
tamanho ou comprimento de diferentes partes anatomicas. A biometria dos machos
constatou diferencas significativas entre machos e fémeas de ambas as espécies.
Em Micrurus corallinus as fémeas possuem um comprimento rostro-cloacal (Crc)
maior, enquanto que o0s machos exibem um comprimento de cauda
significativamente maior (Ccau); proporcionalmente em relacdo ao corpo 0s
machos possuem maior comprimento de cabeca, em ambas as espécies. Para
Micrurus frontalis os machos também apresentaram uma maior Ccau. A biometria
interna e a histologia tiveram resultados convergentes, o pico espermatogénico, a
méaxima hipertrofia do segmento sexual renal SSR (com secrecao de granulos) e a
maior concentracao de espermatozoides no ducto deferente distal, em M. corallinus
foram na estacdo do inverno, aparentemente o macho se prepara para a época do
acasalamento; como algumas fémeas estdo apresentando um adiantamento do
periodo fértil, pode-se afirmar que os machos possuem o ciclo pés-nupcial. Em M.
frontalis a histologia mostrou que na primavera ocorre um aumento da atividade
testicular com uma elevacéo da espermiogénese, concomitantemente o segmento
SSR exibiu hipertrofia com secrecdo no limen. No outono ocorre uma diminuicao
da atividade espermatogénica e do SSR, para esta espécie ndo foi observado
diferencas no diametro do ducto deferente em nenhuma estacdo. A histoquimica
dos granulos do SSR mostrou que a composicdo destes é rica em carboidratos
neutros e possui natureza proteica. Isso reforca a hipbdtese destes granulos
servirem como fonte de energia e manutencao da sobrevida dos espermatozoides,

guando estocados no ducto deferente ou no oviduto da fémea.

Palavras-chave: Reproducdo, coral-verdadeira, quiescéncia, estocagem,

histoquimica.
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INTRODUCAO

O ciclo reprodutivo dos machos pode ser analisado pela investigacdo da
espermatogénese, alteracbes no nivel de testosterona e pelas variacdes do
segmento sexual renal ao longo do ano. Dos padrbes existentes do ciclo
espermatogénico, temos as classificacdes propostas por Volsoe (1944) e por Saint-
Girons (1982) definindo quatro tipos de ciclo, sendo: Tipo | (pds-nupcial ou
dissociado) no qual ha um pico na producgéo dos espermatozoides apds a época do
acasalamento, geralmente na estacdo mais quente do ano, acontecendo entédo a
estocagem na regido do ducto deferente. Tipo Il (misto) normalmente este padréo
de ciclo enquadra espécies com dois periodos de copula no ano, a sintese dos
espermatozoides aumenta no final da primavera, ocorrendo um periodo de
quiescéncia na estacdo do inverno e reinicio de producdo com o aumento das
temperaturas no ano seguinte. Tipo Il (pré-nupcial ou associado) o aumento na
sintese dos espermatozoides antecede a época de cépula e a maxima producdo
ocorre na propria época do acasalamento. Tipo IV (aciclico) a sintese dos

espermatozoides € continua, ou seja, ndo ha grandes variacdes ao longo do ano.

O dimorfismo sexual esta presente em muitas espécies de serpentes e essas
diferencas podem aparecer como alteragdes de proporcdes anatbmicas, coloracéo
e no formato das escamas (PIZZATO et al., 2007), porém nas serpentes o
dimorfismo mais comum é o de tamanho ou comprimento (SHINE, 1994; GREENE,
1997; RIVAS e BURGHARDT, 2001).

Almeida-Santos et al.(2006) descreveu, para M. corallinus, a existéncia de
sincronismo dentro dos sexos e uma coordenacdo do ciclo reprodutivo do macho
(pbés-nupcial) e da fémea (pré-nupcial); porém os proprios autores afirmam que o0s
dados mais aprofundados do ciclo sdo necessarios, devido a alta diversidade de
padrées de ciclo dentro do grupo Elapidae, possivelmente por existir regides

climaticamente diferentes nos locais de distribuicdo deste grupo.

Nos machos, muitos trabalhos utilizam como parametro para definir o ciclo,
o aumento do volume testicular, comparando entre as estacdes do ano para inferir
a espermatogénese, porém apenas esse tipo de andlise pode levar a conclusées
erradas em relacdo ao ciclo (ROJAS et al., 2013; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014)
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as analises histologicas séo imprescindiveis para ter-se a exatiddo na correlacdo e
confirmacéo das etapas da espermatogénese (MATHIES, 2011; MUNIZ-DA-SILVA,
2013; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

Em Squamata, simultaneamente a espermatogénese ocorre uma
modificacdo nos néfrons do rim, essa modificacdo € uma hipertrofia das células que
compdem o tubulo contorcido distal, nomeado de segmento sexual renal (SSR), no
qual h& producdo de gréanulos de secrecdo; geralmente esse periodo €
concomitante a espermatogénese (ROJAS e ALMEIDA-SANTOS, 2008; GIST,
2011; MUNIZ-DA-SILVA, 2013).

Foram formuladas muitas hipoteses das funcdes destes granulos
sintetizados pelo SSR, como a participacao na producéo de feromoénio, de ser um
integrante na composicdo do sémen para manter 0os espermatozoides vivos no
oviduto da fémea (FOX, 1977; SEVER et al., 2008; GIST, 2011); ter envolvimento
em comportamento de corte, guarda copulatéria e combate (ALMEIDA-SANTOS et
al., 1999; ROJAS e ALMEIDA-SANTOS, 2008).

Foi descrito por Devine (1975) como possivel funcdo dos granulos
secretados pelo SSR, a formacgé&o de um plug copulatério em Thamnophis sp., uma
massa gelatinosa que impediria a passagem de outros espermatozoides
garantindo, assim, a fecundacao do primeiro macho que copulou com a fémea
(ROJAS e ALMEIDA-SANTOS, 2008; GIST, 2011).

Na regido distal do ducto deferente ha uma regido nomeada de ampulla,
inicialmente descrita em mamiferos, nesta regido aconteceria o termino da
maturacdo dos espermatozoides, estocagem e em certas situagdes de fagocitose.
Sever (2004) analisando os machos de Seminatrix pygaea, observou diferencas em
relacdo a conformacéo e altura do epitélio entre a regido proximal e distal do ducto
deferente; observando entéo que a estrutura na regiao distal do ducto deferente era

muito semelhante ampulla, encontrada nos mamiferos.

Existem trabalhos recentes que descrevem a presenca da ampulla em
serpentes tropicais, que estocavam os espermatozoides. A espécie Sibynomorphus
mikanii, por exemplo, exibe a estrutura da ampulla e esta possui a atividade
secretora, constatado por técnicas de histoquimica (ROJAS et al., 2013). Porém
nem das as espécies apresentam esta atividade secretora, como observado em

Bothrops Erythromelas (Barros et al., 2014).
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Desta forma, o intuito deste trabalho foi investigar o ciclo reprodutivo dos
machos de Micrurus corallinus e Micrurus frontalis, analisando a época da
espermatogénese, hipertrofia do segmento sexual renal e da presenca da
estratégia de estocagem. Utilizando dados histoldgicos associando a biometria das

espécies.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 81 espécimes de Micrurus corallinus (sendo 41 fémeas e
40 machos) e 43 espécimes de Micrurus frontalis (18 machos e 25 fémeas), fixados
em formol e alcool 70%, provenientes de cole¢des bioldégicas como: Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Campinas (ZUEC), do Museu de Histéria Natural Capéo
da Imbuia (MHNCI); Colecdo Biolégica do Instituto Butantan (IB), do Museu
Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ); do Museu de Ciéncias Naturais (MCNR) da
Pontifice Universidade Catdlica de Minas Gerais; Museu Biol6gico da Universidade
Federal de Santa Catarina; e da Colecdo Biologica da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

O numero amostral total para analise dos espécimes adultos de M. corallinus
e de M. frontalis, foram separados conforme o sexo e a data de coleta, pelas quatro

estacdes do ano (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de espécimes minimo para analise comparativa da biometria de
cada espécie. O numero amostral da histologia estda contido no namero de
exemplares da biometria, ou seja, apenas de alguns individuos foram coletadas
amostras teciduais para histologia.

NUmero de espécimes Primavera Verdo Outono Inverno Total
Biometria machos 10 10 10 10 40
Histologia machos 5 5 5 5 20

Biometria fémeas 10 10 10 10 40
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente foi feito a descri¢cao das caracteristicas morfologicas do sistema
reprodutor masculino das duas espécies. Para morfometria, foram realizadas
algumas medicOes da anatomia externa de espécimes coletados ao longo das
quatro estacdes do ano, para se analisar o dimorfismo sexual. Internamente, foram
medidas algumas porcdes do aparelho reprodutor, das vias genitais dos machos
(cf., ALMEIDA-SANTOS et al., 2006; BARROS et al., 2012). Com esses dados €&
possivel averiguar se ha variagdes no diametro do ducto deferente, volume do rim
e do testiculo entre as quatro estacfes do ano.

A histologia do testiculo permitiu analisar o estagio da espermatogénese no
qual os individuos se encontravam. A técnica de histologia e no rim permitiu
investigar o estagio de hipertrofia no qual se encontrava o segmento sexual renal
(SSR) durante o ciclo reprodutivo, observando sua relacdo com a o periodo da
espermatogénese. As estratégias reprodutivas foram amostradas pela analise
histoldgica, da ocorréncia de estocagem de espermatozoides no ducto deferente

no macho.

BIOMETRIA E DISSECCAO DOS ESPECIMES

Para a biometria externa foram coletadas as seguintes medidas:
comprimento rostro-cloacal (Crc); comprimento da cauda (Ccau) e comprimento da
cabeca (Ccab), em milimetros, com auxilio de uma fita métrica ou paquimetro

digital, circunferéncia (mm) e o valor de massa.

Com uma incisédo longitudinal ventral a partir da cloaca, até um terco do
comprimento total, os seguintes dados foram coletados para biometria interna:
massa de cada 6rgao, comprimento (a), largura (b) e espessura (c) dos testiculos
e dos rins; largura da regido distal dos ductos deferentes direito e esquerdo, em
milimetros. Quando os valores obtidos para os dois testiculos diferirem mais que
trés milimetros, os dados do espécime ndo foram utilizados. Para o célculo do

volume testicular, foi utilizada a formula de volume elipsoide, dado em milimetros

ctbicos: 27 (%) (2) (), (cf., PLEGUEZUELOS e FERICHE, 1999).
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Como método comparativo para a obtencéo do volume foi utilizado o método
do volume pelo deslocamento do liquido em uma proveta milimétrica de 10 mL, os
orgéos dos machos testiculo e rim sdo imersos em liquido para obtencéo do volume
(cf., ARAUJO et al., 2014).

COLETA DE TECIDO E HISTOLOGIA

Os exemplares de cada espécie tiveram algumas regifes do sistema
reprodutor coletadas para histologia, cada fragmento tecidual media
aproximadamente 2 cm cada, os locais coletados foram: infundibulo posterior,
oviduto anterior e oviduto posterior, apenas do lado direito (Figura 4 e 5). As
amostras coletadas foram imersas em éalcool a 70% e armazenadas em cassetes
histoldgicos para preservacao até o preparo histolégico.

O material passou por um processo de desidratacdo em série alcodlica
crescente, por uma hora cada. Apés a desidratacéo, os tecidos foram diafanizados
em xilol por uma hora e incluidos em parafina. Os cortes realizados foram feitos
com a espessura de 5 micrémetros, a coloracdo basica utilizada para analise foi a
de hematoxilina e eosina (H/E), de acordo com o protocolo utilizado no laboratério
de Biologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo
(LABIOCEL) e disponibilizado na internet (LABIOCEL, 2002). Outras coloracées
também foram utilizadas para analise morfolégica do oviduto, como o Tricrémico
de GO6mori e Tricrémico de Touchman (cf., Junqueira e Junqueira, 1983). Ambas as
coloracdes deixam as camadas teciduais com colorac¢des diferentes, promovendo
assim uma maior delimitacdo entre estas. Além de evidenciar a regido epitelial, as

glandulas no tecido conjuntivo ficaram realcadas.

HISTOQUIMICA

Apos a realizagdo dos cortes algumas laminas foram selecionadas para a
analise histoquimica, as coloragdes utilizadas foram o Azul de Bromofenol (BB)
para observar reacdes histoquimicas de natureza proteica, Alcian Blue (AB) para
mucopolissacarideos acidos e Acido Periddico—Schiff (PAS) na determinacéo de

mucopolissacarideos neutros. A contra coloragdo utilizada foi a hematoxilina. Os
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protocolos utilizados seguiram como bases Junqueira e Junqueira (1983),

entretanto estes foram adaptados em relacdo a duragéo em cada corante.

FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Primeiramente todos os dados foram avaliados quanto a normalidade por
Kolmogorov — Smirnov (teste K-S), avaliando se os dados seguem padrao
paramétrico ou ndo parameétrico. Assim sendo, as medidas do comprimento rostro-
cloacal (Crc), Comprimento da cauda (Ccau) e Comprimento da cabeca (Ccab)
foram analisadas pelos testes ANOVA, “t” student.

Para a comparacéao dos dados de volume do rim, testiculo e largura do Ducto
Deferente entre os machos coletados em cada estacao do ano, foram utilizados os
testes: Analise de Variancia (ANOVA) complementado pelo teste de Tukey par-a
par. A estatistica foi analisada com o pacote estatisticos Action do Office Excel
2013, além dos softwares Minitab 1.7 statistic e Paleontological Statistics (PAST),

com nivel de significancia igual a 95%, (p<0,05).

RESULTADOS

DIMORFISMO SEXUAL: Dados da biometria externa

As medidas do comprimento rostro-cloacal, cauda e cabeca foram
comparadas entre machos e fémeas da mesma espécie (Tabelas 2 e 4) e
posteriormente entre as espécies. Inicialmente os dados passaram pelo teste de
aderéncia a normalidade Kolmogorov-smirnov, apenas os valores do Ccab de M.
corallinus tiveram que passar pela transformados do método Logaritmico (base 10),
para obter a normalidade de distribuicdo dos dados. Sendo a distribuicdo dos dados

paramétrica, em ambas as espécies, foram feitos os testes ANOVA e t student.

BIOMETRIA EXTERNA MICRURUS CORALLINUS

A analise da biometria comparativa, entre os sexos, analisou as medidas do

comprimento rostro-cloacal, cabeca e cauda (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias com os respectivos desvios padréo (s) e valores minimo e maximo
(min-méax) e dos comprimentos: rostro-caudal (Crc), da cauda (Ccau) e da cabeca
(Cca) de machos e fémeas de Micrurus corallinus. N = nUmero amostral.

Crcts Ccab ts Ccauts
Sexo (min-max) P (min-max) P (min-méx) P
F 674,2 + 116,1 19,2 + 3,3 64,1+ 11,5
N= 40 (503-930) . (12,3-25,5) 3 . (445-911) .
M 58agxso1 P00 75ip5 P03 545,439 P<O00L
N=41  (460-760) (13,3-22,1) (69,4-121,5)

Na comparacao do comprimento rostro-cloacal (Crc) entre machos e fémeas,
por ANOVA, foram obtidos os valores de F = 25,62 e p << 0,05. Pelo teste t student,
o resultado foi de t= 5,04 e o valor de p= 3,2E-06. Desta forma, ambos os testes
indicam uma diferenca significativa da média do Crc das fémeas, no caso maior,

comparado com o dos machos (Figura 1).

Os dados do comprimento da cabeca (Ccab) apresentaram distribuicéo
paramétrica apos passarem pela transformacao logaritmica (base 10), por ANOVA
o valor de F = 4,4 com (F-critico = 3,98) o resultado de p = 0,039; pelo teste t student
como o valor de p 0,053 > 0,05 e com o valor de t = 1,98 (t-critico = 2,01; bi-caudal).
Desta forma, como houve uma pequena diferenca, de resultado na comparagéo
dos testes. Foi entdo realizado o teste de Tukey, obtendo-se o valor de p=0,0398;
confirmando a diferenca significativa, logo a média do Ccab das fémeas é

significativamente maior que o dos machos (Figura 3).

Os valores do comprimento da cauda (Ccau) por ANOVA foram de F =
84,32; sendo este muito maior que o F critico e o valor de p << 0,0001; por t student
o valor de p<<0,0001; logo ambos os testes mostram que ha uma diferenca
significativa do comprimento da cauda, com o macho possuindo uma cauda de

maior comprimento (Figura 5).

CORRELACAO E PROPORCAO

As medidas do comprimento da cabeca e da cauda foram correlacionadas

com o comprimento rostro-cloacal, em ambos 0s sexos.
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Na espécie Micrurus corallinus o coeficiente de correlacdo de Pearson
indicou, para todas as comparacdes, relacdo positiva. O coeficiente de

determinacdo mostrou uma forte relacéo entre as medidas (Tabela 3).

Tabela 3. Dados do Comprimento rostro-cloacal (Crc) correlacionados com o
comprimento da cabeca (Ccab) e Comprimento da cauda (Ccau) em Micrurus
corallinus.

Correlagédo com Crc

Sexo e medida F Ccab F Ccau M Ccab M Ccau
Coef. Determinacao R? 0,70 0,83 0,64 0,74

Na andlise da proporcdo do Ccab e Ccau em relacéo ao Crc, temos que a
meédia do Ccab das fémeas representa em média 2,95% do corpo, enquanto que
para os machos essa medida representa 3,21%.

Na comparacao do Ccau, a cauda representa em média 9,12% do corpo das
fémeas e nos machos essa medida representa aproximadamente 16,2%. Ou seja,
mesmo que 0s machos possuam um Crc menor que o das fémeas,

proporcionalmente o comprimento da cabeca e da cauda sdo maiores.

BIOMETRIA EXTERNA DE MICRURUS FRONTALIS

A andlise da biometria comparativa, entre 0s sexos, analisou as medidas do

comprimento rostro-cloacal, cabeca e cauda (Tabela 4).

Tabela 4 Médias com os respectivos desvios padrao (s) e valores minimo e maximo
(min-max) e dos comprimentos: rostro-caudal (Crc), da cauda (Ccau) e da cabeca
(Cca) de machos e fémeas de Micrurus frontalis. N = nUmero amostral.

Crcts Ccab ts Ccau ts
Sexo (min-max) P (min-méx) P (min-méx) P
= 739.7 + 104.2 206+ 25 204 +5.1
N= 18 (552-905) (17,2-27,1) (30,5-49,2) .
M 8644+ 1865 P005 537443 P00 or45.905 P<OOL

N= 25 (615-1330) (15,7-31,4) (34,9-76,1)
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O resultado da comparacao do Crc, por ANOVA, foi de F= 6,53 (F-critico =
4,07) e o valor de p=0,014; pelo teste t student o valor de p= 0,008; existindo uma

diferenca significativa do comprimento Crc entre machos e fémeas (Figura 2).

Na comparacao do Ccab os valores, por ANOVA F =4,53 (F-critico = 4,09) e
p =0,039; pelo teste t student obteve-se p= 0,031. Ambos os testes mostraram o
valor de p<0,05 resultando em uma diferenca significativa da meédia do
comprimento da cabeca dos machos, no caso maior, em relacdo a das fémeas
(Figura 4). Da mesma forma o resultado Ccau mostrou uma diferenca significativa,
por ANOVA os valores encontrados foram F=20,41 e p<<0,01; por t student o

resultado de p < 0,01 (Figura 6).

CORRELACAO E PROPORCAO

Os dados referentes ao comprimento da cabeca e da cauda foram
correlacionados como o comprimento da rostro-cloacal, em todas as anélises houve
uma correlacdo positiva, posteriormente foi feito o célculo do coeficiente de
determinacao para saber a forca desta relacao (Tabela 5).

Tabela 5. Dados do Comprimento rostro-cloacal (Crc) correlacionados com o

comprimento da cabeca (Ccab) e comprimento da cauda (Ccau) em Micrurus
frontalis.

Correlacdo com Crc

Sexo e medida F Ccab F Ccau M Ccab M Ccau
Coef. Determinacao R2 0,42 0,80 0,44 0,81

O resultado da proporcédo mostrou o Ccab nas fémeas representa 2,8% do
corpo e para os machos essa relacéo e de 3,01%. A medida da Ccau representa
em média 5,47% do corpo das fémeas, enquanto para os machos a cauda

representa 6,11 % do corpo.
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Figura 1. Gréafico Boxplot da comparacao entre as médias do comprimento rostro-
cloacal (Crc) de machos e fémeas. Micrurus corallinus
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Figura 2. Grafico Boxplot da comparacao entre as médias do comprimento rostro-
cloacal (Crc) de machos e fémeas. Micrurus frontalis
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Figura 3. Grafico Boxplot da comparacdo entre as médias de do comprimento da
cabeca (Ccab) de machos e fémeas. Micrurus corallinus.
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SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

O sistema reprodutor dos machos, para ambas as espécies, possui a
arquitetura geralmente assimétrica, sendo o lado direito mais cranial que o
esquerdo (Figura 7). Cada lado é formado por um testiculo envolto pela tunica
albuginea, internamente temos os tubulos seminiferos, onde os espermatozoides
sdo produzidos, ao longo de seu prolongamento os tubulos passam por uma
conjungao e afunilamento formando os ductos eferentes, posteriormente temos a
regido do ducto epididimal, seguido pelo ducto deferente (que passa ao lado do rim)

e ligando-se ao 6rgéo copulatério o hemipénis.

Cranial

-

mlnn\11'1"195m‘nnl||H‘|mlml\nH‘|||||||n|n||‘nn||l||!lill’ml[nl‘[rur|1|n|lll,
M | :

g NP S -
Figura 7. Sistema reprodutor de macho de Micrurus corallihus. esticulo direito
(TD) e esquerdo (TE); rim direito (RD) e esquerdo (RE); ducto deferente direito
(DDD) e esquerdo (DDE); ureter direito (UD) e esquerdo (UE); hemipénis direito
(HpD) e esquerdo (HpE). As setas em verde indicam a extensdo do ducto
deferente proximal e distal.

BIOMETRIA INTERNA:CORRELACAO

Os dados do volume do rim e do testiculo foram correlacionados com o

comprimento rostro-cloacal (Tabela 6).

Tabela 6. Dados do Comprimento rostro-cloacal (Crc) correlacionados com o Volume
do testiculo direito (Vol. TD), volume do testiculo esquerdo (Vol. TE), volume total do
testiculo (Vol.TTot), volume rim direito (Vol.RD), volume rim esquerdo (Vol.RE),
volume total do rim (Vol.RTot)
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Correlacdo volume com Crc

Micrurus corallinus Vol. TD Vol. TE Vol. TTot Vol. RD Vol. RE Vol.RTot
Coef. Correlacdo R 0,583 0,515 0,559 0,644 0,626 0,613
Coef. Determinacdo R2 0,340 0,265 0,312 0,415 0,392 0,376

Os resultados indicam que a correlacao entre essas duas medidas € positiva,
porém em todos os casos essa relacao é fraca ou moderada. Consequentemente

a relacdo entre essas duas medidas nao deve ser considerada.

VOLUME DO TESTICULO ENTRE AS ESTACOES.

O volume do testiculo foi comparado somando-se o lado direito com
esquerdo, desta forma obtiveram-se os resultados. Por ANOVA one-way o valor de
p=0,07 com F=2,582 (F critico =2,901), ou seja, ndo houve diferenca significativa

na variacao dos volumes conforme as estacoes (Figura 8).
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Figura 8. Grafico Boxplot comparando a variagdo dos volumes do testiculo dos
espécimes de Micrurus corallinus pelas estagdes do ano.
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VOLUME DOS RINS ENTRE AS ESTACOES

O volume do rim direito foi somado com o esquerdo, de cada individuo, e as
comparacdes entre as estacdes obteve por ANOVA one-way o valor de p=0,017
com F=6,33 (F critico = 2,90), assim indicando que existe diferencas entre as
médias. Pelo teste de Tukey par-a-par, observou-se que as diferencas existentes
sao as estacdes primavera e verdo com p=0,016; inverno e verao com p=0,002 e

entre inverno e outono com p=0,042 (Figura 9).
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Figura 9. Grafico Boxplot comparando a variacdo dos volumes do rim dos espécimes
de Micrurus corallinus pelas esta¢des do ano.

DIAMETRO DO DUCTO DEFERENTE DISTAL ENTRE AS ESTACOES

O diametro do ducto deferente, lado direito e esquerdo, foi somado e o
resultado por ANOVA foi de p= 0,181 com F=1,73 (F critico=2,91), assim indicando
que ndo houve diferenca significativa no didametro do ducto pelas esta¢des de cada
individuo (Figura 10)
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Diametro do Ducto Deferente pelas Estacao

Didmetro (mm)
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Figura 10. Gréafico Boxplot comparando a variagdo do diametro do ducto deferente
dos espécimes de Micrurus corallinus, em cada estagdo do ano.

COMPARACAO DOS VOLUMES: UTILIZANDO O PAQUIMETRO E A PROVETA

O volume testicular total (lado direito somado com o esquerdo) obtido pela
proveta, conforme o deslocamento do liquido, foi comparado com o volume
testicular elipsoide. Estes obtiveram distribuicdo normal, por ANOVA os valores
foram de p=0,073 com F= 3,38 (F critico =4,09); pelo test t student o valor (bi-
caudal) p= 0,075 com t=1,83 (t critico 2,03). Na mesma comparacao dos testes mas
utilizando os dados do rim, temos, por ANOVA p=0,076 com o valor de F=3,23 (F
critico = 4,09); pelo teste t student o valor p=0,076. Desta forma, ndo houve uma

diferenca significativa entre as duas medi¢des, para os dois 6rgaos testiculo e rim.

HISTOLOGIA: SISTEMA REPRODUTOR DOS MACHOS DE MICRURUS
CORALLINUS

Estac&o Primavera

Nesta estacdo 0s espéecimes exibiram o segmento sexual renal com

hipertrofia, porém com poucos granulos e estes corados intensamente no
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citoplasma do epitélio; o [limen do SSR esta praticamente ausente de secre¢éo. O
testiculo mostra-se em estado de quiescéncia, o que é evidenciado por haver
apenas espermatogbnias, espermatécitos no epitélio germinativo e poucos
espermatozoides na luz do tabulo seminifero. O ducto deferente distal apresenta
uma concentracao baixa de espermatozoides, no qual é possivel observar grandes

espacos no lumen (Figura 11).
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tudinais do rim, testiculo e ducto deferente de
espécimes de Micrurus corallinus, coletados na primavera. Coloracdo H/E. (A e B) em
detalhe o segmento sexual renal (SSR), o primeiro em vista transversal e 0 segundo em
longitudinal, ambos mostram a hipertrofiado do SSR com poucos granulos e com a luz do
tubulo praticamente ausente de granulos de secretados; objetiva de 40e 10x. Escalas 10 e
25 ym (C) testiculo em aparente periodo de quiescéncia, epitélio germinativo apenas com
espermatogodnias indicado pela estrela branca. Objetiva 20x. Escala 25 ym. (D) ducto
deferente apresentando espacgos em sua luz. Seta preta indica a luz do tabulo. Objetiva de
10x. (Es) espermatozoides. (SSR) segmento sexual renal.

. g ..

Estacéo Verao

Os exemplares coletados nesta estacdo mostraram o SSR hipertrofiado
e com uma grande quantidade de granulos (eosinéfilos) intensamente corados,
porém estes apresentaram a luz do tubulo contorcido distal praticamente ausente

de granulos. O testiculo mostrou o reinicio do processo de espermiogénese,
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comparado com a primavera, ha uma quantidade maior de espermatozoides no

limen. O ducto deferente exibe o epitélio simples pseudo-estratificado, a luz do

ducto ainda possui grandes espagos sem preenchimento (Figura 12).
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Figura 12. Cortes histologicos longitudinais do rim, testiculo e ducto deferente de
espécimes de Micrurus corallinus, coletados no ver&o. Coloragdo H/E.(A) segmento sexual
renal (SSR) hipertrofiado com a luz do tubulo praticamente ausente de granulos de
secregao; objetiva de 10x. Escala 25 uym. (B e C) testiculo em fase inicial da
espermiogénese; estrela indicando o inicio da espermiogénese, objetiva 20x. (D) ducto
deferente apresentando espacos em sua luz. Objetiva de 10x. (Seta preta) indica a luz do

tubulo ou ducto. (Es) espermatozoides. (SSR) segmento sexual renal.

Estacao Outono

Os espécimes mostraram SSR hipertrofiados com muitos granulos no
epitélio porem moderadamente corados, o limen apresentava a secrecao destes
granulos. O testiculo exibe uma quantidade maior de espermatozoides na luz do
tubulo seminifero, da mesma forma o ducto deferente mostra um aumento da
concentracéo de espermatozoides no limen e uma diminuigdo dos espacos vazios
(Figura 13).
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Figura 13. Cortes histolégicos longitudinais do rim, testiculo e ducto deferente de
espécimes de Micrurus corallinus, coletados no outono. Coloracdo H/E. Escala 25
um. (A) segmento sexual renal (SSR) hipertrofiado e com a luz do tabulo com
granulos secretados; objetiva de 20x. (B e C) testiculo em fase inicial da
espermiogénese; estrela indicando o inicio da espermiogénese, objetiva 20x. (D)
ducto deferente apresentando espacgos em sua luz. Objetiva de 10x. (Seta preta)
indica a luz do tubulo ou ducto. (Es) espermatozoides. (SSR) segmento sexual
renal.

Estacao Inverno

Os exemplares exibiram o testiculo com méaxima producdo de
espermatozoides (Figura 14A, B), ao mesmo tempo é possivel observar que o ducto
deferente também atinge a maxima concentracdo de espermatozoides, ocupando
quase que todo o limen; epitélio ainda permanece simples e cuboide (Figura 14C,
D). O SSR apresenta-se hipertrofiado com maxima concentracdo no citoplasma,
intensamente corado e com méxima secrecao dos granulos na luz do tabulo (Figura
15).
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Figura 14. Cortes histolégicos longitudinais do rim, testiculo e ducto deferente de
espécimes de Micrurus corallinus, coletados no inverno. Coloragéo H/E. Escala 25 pym. (A
e B) testiculo com maxima producdo de espermatozoides. Objetiva 20x. (D e D) ducto
deferente quase sem espacos em sua luz, maxima concentracdo e estocagem de
espermatozoides. Objetiva de 10x. (Seta preta) indica a luz do tubulo ou ducto. (ES)
espermatozoides.
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Figura 15. Cortes histologicos longitudinais do rim de espécimes de Micrurus corallinus,
coletados no inverno. Coloragao H/E. Escala 25 ym. (A e B) segmento sexual renal (SSR)
hipertrofiados intensamente corados e com a luz do tubulo com grande quantidade de
granulos secretados; objetiva de 20 e 40x. (Seta preta) indica a luz do tabulo ou ducto.
(SSR) segmento sexual renal.
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HISTOQUIMICA EM MICRURUS CORALLINUS

A coloragéo do acido periodico de Schiff, realizada no rim dos machos de Micrurus
corallinus, foi testada em espécimes coletados em diferentes esta¢gfes do ano. O segmento
sexual renal mostrou-se reativo ao PAS nas quatro estagbes do ano, na primavera foi
observada uma diferenga em relagdo as outras estagdes, hd uma diminuig&o na quantidade
de granulos presentes no citoplasma epitelial do SSR e uma menor intensidade da

coloragéo (Figura 16 D).

Figura 16. Cortes histologicos longitudinais do rim de espécimes de Micrurus corallinus,
coloragcdo &cido periodico de Schifffhematoxilina. (A) Segmento sexual renal (SSR)
espécime coletado no inverno, em detalhe a seta preta indicando granulos presentes no
limen; Objetiva de 40x; Escala de 10 um. (B) SSR espécime coletado no final do inverno,
em detalhe granulo reativo ao PAS; Objetiva de 100x; Escala de 5 ym. (C) SSR espécime
coletado na primavera, em detalhe marcacéo da altura do epitélio com granulos positivos
ao PAS; Objetiva de 20x; Escala de 25 um. (D) espécime coletado na primavera, granulos
pouco corados, em detalhe lamina basal intensamente positiva ao PAS indicada pela seta
em amarelo. Objetiva de 20x; Escala de 10 pym.
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HISTOLOGIA: SISTEMA REPRODUTOR DOS MACHOS DE MICRURUS FRONTALIS

A analise histologica ndo foi possivel na estacdo do inverno porque o numero

amostral minimo nao foi atingido.

Estacdo Primavera

Na comparacgdo dos espécimes coletados nas diferentes estagdes, a histologia dos
testiculos mostra um aumento da atividade espermiogénica na estacdo da primavera, o
limen do tubulo seminifero apresenta grande concentracdo de espermatozoides (Figura
17A, B). Nesta estacdo os espécimes exibiram o SSR com hipertrofia e granulos de
secrec¢do na luz do tubulo contorcido dista (Figura 17 C). O ducto deferente apresentou o

epitélio cuboide, auséncia de cristas ou dobras e alguns espacos no limen (Figura 17 D).
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Figura 17. Cortes histolégicos longitudinais do rim, testiculo e ducto deferente de
espécimes de Micrurus frontalis, coletados na primavera. Coloracéo H/E. (A e B) testiculo
mostrando grande concentracdo de espermatozoides no lumen; estrela indicando a
espermiogénese. (C) segmento sexual renal (SSR) hipertrofiado e com granulos
secretados no lumen. (D) ducto deferente apresentando espacos em sua luz do tibulo e o
epitélio de transicao, indicado pela estrela verde. Objetiva de 20x. Escala 25 pm. (Seta

preta e L) indicando a luz do tubulo ou ducto. (Es) espermatozoides. (SSR) segmento
sexual renal.
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Estacao Verao

Os exemplares coletados no verdo exibiram também o tdbulo seminifero
apresentando a fase de espermiogénica, porém ndo tao intensa quanto na primavera. A
maioria dos espécimes desta estagdo possuiam a regido distal do ducto deferente com a
arquitetura do epitélio estratificado, semelhante ao epitélio de transi¢do (Figura 18 C), estas
caracteristicas morfolégicas geralmente estdo relacionadas a processos de protecdo e
distensibilidade do ducto; da mesma forma o limen do ducto apresentou espacos vazios.
O segmento sexual renal mostrou-se hipertrofiado e com o epitélio cheio de granulos
intensamente corados por eosina (Figura 18 D).
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Figura 18. Cortes histolégicos longitudinais do rim, testiculo e ducto deferente de
espécimes de Micrurus frontalis, coletados no verdo. Coloracdo H/E. (A) testiculo
mostrando espermatozoides no lumen; estrela indicando o inicio da
espermiogénese, objetiva 20x. Escala 25 um. (B e C) ducto deferente apresentando
na primeira imagem o epitélio de transicdo, indicado pela estrela verde; e na
segunda imagem o epitélio do ducto deferente mostrando uma aparente secrecéo,
indicado pela seta amarela. Objetiva de 10x. Escala 50 ym. (D) segmento sexual
renal (SSR) hipertrofiado e com granulos intensamente corados; objetiva de 20x.
Escala 25 ym. (Seta preta) indica a luz do tabulo ou ducto. (Es) espermatozoides.
(SSR) segmento sexual renal.
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Estacdo Outono

Os exemplares coletados na estacdo do outono apresentaram uma diminuicdo
significativas na quantidade de espermatozoides na luz do tubulo seminifero, mostrando
uma reducédo metabdlica da atividade testicular, entrando quase em periodo de quiescéncia
(Figura 19A, B). O SSR ainda apresenta hipertrofia mas aparentemente ha uma menor
concentracdo de granulos no citoplasma das células epiteliais, sendo possivel observar

uma diferencga de coloragéo na borda apical do epitélio, proxima ao lumen. A regido distal

do ducto deferente mostrou uma diminuicdo dos espacos no limen (Figura 19).
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Figura 19. Cortes histolégicos longitudinais do rim, testiculo e ducto deferente de
espécimes de Micrurus frontalis, coletados no outono. Coloragdo H/E. (A e B)
testiculo mostrando uma diminuicdo na concentracdo de espermatozoides no
limen; estrela indicando a espermiogénese. (C) segmento sexual renal
hipertrofiado, mostrando regido mais intensamente corada por eosina na base.
Objetiva de 20x. Escalas 25 um. Coloragédo H/E. (D) ducto deferente apresentando
espacos em sua luz. Seta preta indica a luz do tabulo. Objetiva de 10x. Escala 25

um. (Es) espermatozoides. (SSR) segmento sexual renal. (L) luz do tabulo
seminifero.
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HISTOQUIMICA: COLORACAO ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS)

Foi testada a coloragédo do acido periddico de Schiff com hematoxilina, e
mesmo nao tendo sida muito intensa a reacgéao foi positiva, tanto para os granulos

do SSR quanto para a membrana basal do tibulo seminifero, ou seja, isso constata

a presenca de estruturas ricas em acucares, no caso carboidratos neutros (Figura
20).
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Figura 20. Cortes histologicos longitudinais do rim e testiculo de espécimes de
Micrurus frontalis, coletados no outono e verdo. Coloracdo de PAS e Hematoxilina.
(A) Segmento sexual renal com reacao positiva ao acido periédico de Schiff. (B)
nos tubulos seminiferos, reacdo positiva apenas na lamina basal e na célula de
Leydig indicado por (CL).

o

HISTOQUIMICA: COLORACAO AZUL ALCIAN PH 2,5 (AB) COM HEMATOXILINA
E AZUL DE BROMOFENOL

As coloragdes histoquimicas foram testadas em no rim de espécimes de M.
corallinus e M. frontalis, os resultados obtidos foram os mesmos para ambas as
espécies. A analise do segmento sexual renal para a reagdo de azul alcian (AB)
apresentou diferentes rea¢des dos SSR, os granulos dentro do citoplasma do SSR
tiveram reacdo negativa ao AB, porém quando estes estavam no do tubulo alguns
apresentavam reacao ao AB (Figura 21A) enquanto outros SSR ndo demonstraram
a mesma resposta na mesma lamina (Figura 21B). Para a coloracdo azul de
bromofenol (BB), o SSR exibiu reacdo positiva e intensa para a presenca de
proteina (Figura 21C, D).
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Figura 21. Cortes histolégicos longitudinais do rim, de Micrurus corallinus e Micruru
frontalis. Objetiva de 40x. Escalas 10 ym. (A) Segmento sexual renal com reacao
positiva ao azul alcian (AB). (B) Segmento sexual renal ndo reativo ao AB. (C e D)
Segmento sexual renal com reativos ao azul de bromofenol. (SSR) segmento
sexual renal. (Seta amarela) indicando granulos reativos ao corante. (Seta branca)
indicando granulos na luz do tabulo nao reativos ao AB.
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DISCUSSAO

DIMORFISMO SEXUAL DE COMPRIMENTO.

As diferencas relacionadas ao dimorfismo sexual podem estar ligadas tanto a
fatores de selecdo sexual quanto de selecdo natural. As vantagens fisicas como
tamanho, for¢a e destreza, permitiriam a sobrevivéncia do individuo ao mesmo tempo
em que possibilita maior nimero de copulas e, consequentemente, gerar
descendentes féerteis (DUBEY et al., 2009).

O dimorfismo pode aparecer como alteragbes de proporcdes anatdmicas,
coloracdo e no formato das escamas (PIZZATO et al.,, 2007). Em serpentes as
analises sobre o dimorfismo podem abranger estudos de morfometria, padrdes
reprodutivos, existéncia de combate na disputa pela fémea, comportamento sexual,
analises filogenéticas, dentre outros (SHINE, 1994).

Shine (1994) realizou um estudo sobre dimorfismo sexual de comprimento,
com espécies da familia Colubridae e Elapidae, relacionando o indice de dimorfismo
sexual com a presenca ou auséncia do comportamento de combate. Ele constatou
um padrdo nas duas familias, as espécies em que o macho possuia 0 comportamento
de combate na época reprodutiva (ou de cépula), o macho era maior que a fémea. E
nas espécies em que o macho nao tinham o comportamento de combate na época
reprodutiva, as fémeas eram maiores.

Marques et al. (2013) testaram a mesma hipétese, porém neste trabalho a
comparacao foi entre as linhagens de coral, BRM (anéis pretos em moénade) e BRT
(anéis pretos em triades). Como resultado foi observado que no grupo BRM as
fémeas possuiam o Crc maior que o dos machos e no grupo BRT, no qual ja havia
relatos de combate no grupo, os machos eram maiores.

Os resultados encontrados pela biometria de M. corallinus e M. frontalis,
mostram resultados semelhantes apresentados por Marques et al. (2013). As fémeas
apresentaram o Crc maior que o dos machos em M. corallinus, enquanto que em M.
frontalis os machos sd&o maiores. Almeida-Santos et. al (1998) registrou o
comportamento de combate no grupo BRT, possivelmente no periodo reprodutivo, no
mesmo periodo em cativeiro foram observados o comportamento de combate. No

entanto para M. corallinus (grupo BRM) néo foi registrado nenhum comportamento de
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combate entre machos, corroborando a hipotese proposta por Marques (2013) para
as duas linhagens.

Na auséncia do combate na espécie M. corallinus, existe a hipétese levantada
por Almeida-santos et al. (2006) da ocorréncia da formacao agregacéo sexual na hora
da copula e esta seria uma das explicacfes do macho de M. corallinus possuir uma
cauda muito maior que a da fémea.

Os resultados aqui expostos mostram que nas duas espécies, 0s machos
apresentam o comprimento da cauda maior, comparado com as fémeas. Cabe
ressaltar que proporcionalmente (dividindo o valor da Ccab e Ccau pelo Crc) essa
diferenca € ainda mais significativa em M. corallinus sendo claramente observavel
macroscopicamente, o que nao € tao perceptivel em M. frontalis.

Nas espécies em gque ocorre agregacao sexual, € observado varios machos
enrolados sobre a fémea, estes entdo disputando o acesso a cloaca da fémea e
consecutivamente a cépula. Desta forma, a cauda maior seria utilizada para afastar e
impedir o acesso de outros machos a cloaca da fémea (ALMEIDA-SANTOS et
al.,1998; RIVAS E BURGHARDT, 2001; PIZZATO et al., 2007).

Uma segunda explicacéo, deste dimorfismo da cauda nos machos, seria pelo
fato desta regido abrigar o muasculo retrator do hemipénis (PIZZATO et al., 2007).
Porém todos os machos abrigam, na cauda, o musculo retrator. O diferencial entdo
seria o proprio volume da membrana do hemipénis na regido caudal. Para testar essa
hipotese, seriam necessarias analises comparativas em relacdo as diferencas no

tamanho ou comprimento do hemipénis entre as espécies.

CICLO DOS MACHOS: BIOMETRIA INTERNA E HISTOLOGIA.

Os estudos com reproducédo tentam examinar o ciclo gametogénico em um
nivel individual e populacional, para se averiguar se existe algum tipo de sincronia
entre os individuos (do mesmo sexo e entre 0s sexos) para se entender, de fato,
como a espécie se reproduz. A abordagem histolégica para compreenséo do ciclo,
tornou-se indispensavel para se entender as estratégias existentes nas espécies
de serpentes (MATHIES, 2011; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

O ciclo reprodutivo dos machos de M. frontalis é praticamente inexistente na
literatura, bem como para outras espécies do grupo BRT. Existem apenas algumas

informacgdes envolvendo aspectos biométricos para averiguar o dimorfismo sexual.
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E mais recentemente Marques et al. (2013), apresentaram dados sobre a variacao
do comprimento dos testiculos indicando periodos de maior atividade testicular.

Neste trabalho ndo houve variacao significativa no comprimento do testiculo
e do didmetro do ducto deferente em M. frontalis. Os machos teriam entdo uma
espermatogénese assazonal e com maior producédo de espermatozoides no verao
(MARQUES et al., 2013).

Ja para a espécie Micrurus corallinus as informacdes existentes sobre o
ciclo reprodutivo dos machos foram expostas por Almeida-Santos et al. (2006), pela
biometria a estacdo com maior comprimento médio do testiculo ocorreu no outono
e no ducto deferente o pico aconteceu na primavera. Os machos de M. corallinus
mostraram, no presente trabalho, um ciclo pds nupcial assim como foi classificado
por Almeida-Santos et. al (2006) e Marques et al., (2013).

Os resultados aqui expostos para M. corallinus abordaram uma analise
morfométrica e histoldégica, ambos indicaram periodos semelhantes do pico
espermatogénico e de maior quantidade de espermatozoides no ducto deferente,
mesmo nao tendo sido encontrado diferencas significativas no volume testicular e

no diametro do ducto deferente.

O grafico do volume testicular mostrou que o verao foi a estacdo com menor
volume, pela histologia foi possivel observar que provavelmente isto aconteceu
devido ao periodo de quiescéncia ter acontecido na primavera, consequentemente
o volume diminuiu na estacdo seguinte. Da mesma forma, o grafico também
mostrou que o pico volumétrico aconteceu entre o inverno e a primavera; e a
histologia mostrou que a luz do tibulo seminifero estava com méaxima producao

espermiogénica no inverno.

A biometria do ducto deferente mostrou o maior didametro na estacado do
inverno, enquanto que o menor didmetro ocorreu no verdo. Pela histologia foi
possivel observar um progressivo aumento da concentracdo de espermatozoides
no limen do verdo até o inverno. E uma reducdo acentuada na primavera,

indicando assim a época da copula.

A estrutura nomeada de ampulla descrita primeiramente em mamiferos foi

encontrada em algumas espécies de serpentes, com a funcdo de servir como um
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local para estocar os espermatozoides na regido distal do ducto deferente, até a
época da cépula. Em algumas espécies a producdo de espermatozoides ndo é
continua, ocorrendo entdo um periodo de quiescéncia no epitélio germinativo
(SEVER; 2004; GIST, 2011).

Sever (2004) reportou a presenca da ampulla em Seminatrix pygaea,
semelhante a dos mamiferos, apresentando dobras ou pregas na regido do epitélio
do ducto deferente, porém este ndo mostrou atividade secretora. Em Squamata a
funcao e a arquitetura desta estrutura pode variar entre as espécies (SIEGEL et al.,
2011). A ampulla ja foi evidenciada em espécies subtropicais como Sibynomorphus
mikanii e Bothrops leucurus (ROJAS et al., 2013; BARROS et al., 2014).

Em M. corallinus e M. frontalis ndo foram observadas cristas na regido do
epitélio do ducto deferente (distal), caracterizando a ampulla, normalmente o
epitélio apresentava-se simples e cubico. Na primavera, foram observadas apenas
algumas ondulacfes e uma estratificacdo do epitélio do ducto deferente de M.
corallinus. Possivelmente a formacéo da estrutura de dobras ou cristas no epitélio
seja pela expanséo e contracédo das paredes do ducto. Conforme a elasticidade e
a resiliéncia do epitélio, em cada espécie, esta estrutura estara presente ou nao.
Assim sendo, a auséncia das cristas que caracterizam a estrutura da ampulla ndo
significa necessariamente que a estratégia de estocagem esteja ausente. Analises
comparativas do ducto deferente, assim como do testiculo entre as estacées sao

necessarias para se obter essa informacao.

O volume renal total apresentou variacéo significativa das médias entre as
estacdes, sendo que o inverno mostrou volume maximo e no verdo o menor. Pela
a histologia, observou-se progressivas modificacdes em relacdo a quantidade de
granulos presentes no citoplasma epitelial, na intensidade da coloracdo destes e
no volume de grénulos liberados na luz do tubulo contorcido distal. Os periodos de
liberac&o dos granulos foram no outono ao inverno, desta forma a os resultados da
biometria e da histologia convergem para a estagédo do inverno como sendo o
periodo de maior atividade do SSR.

A relacdo existente entre a atividade do SSR com a espermatogénese é
devido ao fato que ambos sdo androgenos dependentes (BISHOP, 1959;
SEVER,2002; KROHMER, 2004). E possivel que o SSR por estar hipertrofiado e
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com granulos no citoplasma, tenha iniciado a liberacdo dos granulos no outono, em
razdo do aumento de esteroides sexuais. Obtendo assim uma resposta rapida,
enquanto o aumento da atividade germinativa sé foi evidenciado no inverno.

Existem diversas hipoteses sobre a real funcao dos granulos produzidos pelo
segmento sexual renal, como a formacéo do plug copulatério (Volsge 1944); o de
servir como nutriente para os espermatozoides terem uma maior longevidade ou
durabilidade ao serem estocados (BISHOP, 1959); diminuir a viscosidade seminal,
melhorando assim o escoamento do fluido seminal no sulco do hemipénis
(BISHOP, 1959); inducdo na formacédo do Utero muscular twisting (UMT); servir
como uma plug ndo coagulado, ou seja um liquido que iria dificultar a mobilidade
dos espermatozoides, de copulas subsequentes, depois de algumas horas
(WISNIEWSKI, 2007).

Dentro destas hipéteses sobre a funcdo dos granulos produzidos pelo
Segmento sexual renal, a mais coerentes seria a de servir como nutriente para os
espermatozoides em uma eventual estocagem. Pelo fato que as fémeas de M.
corallinus e M. frontalis estocam espermatozoides no oviduto.

A histoguimica do segmento sexual renal em ambas as espécies mostrou
que os granulos tiveram reatividade PAS, BB e baixa reacao para AB, ou seja, 0S
granulos possuem em sua composicao carboidratos neutros, cadeias polipeptidicas
ou proteinas e pouca quantidade de mucopolissacarideos acidos.

Esses indicios da composi¢édo dos granulos do SSR séo importantes para a
investigacdo da sua real funcionalidade. Partindo-se da hipétese dos granulos
servirem como nutriente para 0s espermatozoides, a intensa reacdo para a
presenca de carboidratos neutros mostra que ha porcdes que podem ser utilizadas
como fonte de energia. Como os granulos se juntam ao sémen, estes podem ser
uma rica fonte de energia para os espermatozoides quando estes sdo armazenados
nos tabulos e receptaculos de estocagem presentes no oviduto da fémea.

Na analise comparativa da histologia em M. frontalis entre as estacOes
primavera, verdo e outono foi possivel constatar diferencas significativas em
relacdo a atividade espermatogénica e atividade do segmento sexual renal.

As estacdes com maior atividade testicular sdo a primavera e o verdo, sendo
que a maior concentracdo de espermatozoides na luz do tdbulo seminifero foi
observada principalmente na primavera. Ao mesmo tempo, que na primavera, 0

SSR exibiu granulos no lumen. Como o testiculo e 0 SSR sao andrégenos
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dependentes (ALDRIDGE et al., 2011) isso sinaliza maiores niveis de testosterona
e consequentemente maior investimento reprodutivo neste periodo.

Em uma analise qualitativa a regido distal do ducto deferente em M. frontalis
nao exibiu diferencas significativas em relacdo a variacdo de concentracdo de
espermatozoides no limen do ducto. Indicando entdo ndo haver um processo de
estocagem de espermatozoides, ao mesmo tempo nao foram observadas
caracteristicas morfologicas que evidenciassem a estrutura da ampulla nesta
espécie. Porém para confirmar a auséncia da estratégia de estocagem sao
necessarias analises das laminas, quanto a variacbes do diametro do ducto
deferente.

Na andlise do ciclo reprodutivo dos machos Aldridge e Duvall (2002),
observaram que algumas espécies de viperideos o mostravam variacdes na
atividade testicular e o periodo maxima producéo espermatica ndo ocorria na época
de cépula. O mesmo fato foi constatado em Sibynomorphus mikanii (ROJAS et al.,
2013) e assim também observado neste trabalho em M. frontalis e M. corallinus.

Utilizando a classificacdo proposta por Mathies (2011), a espécie Micrurus
corallinus possui entédo o ciclo sazonal, sendo que os individuos teriam um ciclo
descontinuo sincronizado. A espécie Micrurus frontalis também exibiu um ciclo
sazonal, porém os machos ndo apresentaram uma regressao testicular completa,
assim o ciclo é continuo e semi-sincronizado, com maxima producdo de

espermatozoides na primavera e com periodo de quiescéncia no outono.

COMPARACAO DOS METODOS DE OBTENCAO DO VOLUME

Na comparacdo dos dois métodos de obtencéo do volume testicular e renal,
nao houve uma diferenca significativa entre os dois métodos, ou seja, teoricamente
ambos podem ser utilizados. Este mesmo resultado foi observado por Leme et al.
(2014) porem foram feitos somente analises do volume no rim e no baco.

A vantagem do método utilizando a proveta estd na sua maior precisao,
principalmente em relacdo ao formato do 6rgéo diferir da forma eliptica, do qual se
origina a formula utilizada para o célculo do volume. A presenca de ondulagdes,
dobras ou tortuosidades podem aumentar o erro no calculo convencional. Ao
mesmo tempo, que o método da proveta minimiza o erro humano por se tratar de

apenas uma medi¢&o ao invés de trés (comprimento, largura e espessura).



108

CONCLUSOES

O dimorfismo sexual foi observado nas duas espécies, em M. corallinus
as fémeas atingem possuem em média um comprimento rostro-cloacal
(Crc) maior que o dos machos, entretanto os machos exibem uma cauda
significativamente maior, corroborando os dados da literatura. Um dado
novo é que ao fazer a proporgcédo do comprimento da cabeca em relacao
ao corpo, os machos de ambas as espécies percentualmente possuem

cabecas maiores.

A histoquimica do segmento sexual renal, em ambas as espécies,
mostrou que os granulos sao ricos em carboidratos neutros, e pocao
cadeias polipeptidicas, assim como estes granulos se juntam com o
sémen € provavel que estes sirvam como fonte de energia para
manutencao e sobrevida dos espermatozoides. Sendo um forte indicio
que esses ajudem na sobrevivéncia dos espermatozoides nos

receptaculos de estocagem no oviduto das fémeas.

Em M. corallinus a histologia apontou um direcionamento do pico de
producéo de espermatozoides, estocagem no ducto deferente e maxima
hipertrofia com granulos no limen, na estacdo do inverno. Assim o
macho possui o ciclo pos-nupcial, descontinuo e sincronizado; partindo

da ideia que o acasalamento ocorra na primavera.

Em M. frontalis o macho apresenta uma diminuicdo da atividade
germinativa no outono e pico espermatico na primavera; o segmento
sexual renal (SSR) exibe hipertrofia em quase todas as estacbes, a
secrecdo dos granulos no lumen ocorre na primavera; ndo houve
diferencas, aparente, na concentracdo de espermatozoides na regiao
distal do ducto deferente. Assim sendo, A espécie Micrurus frontalis
possui um ciclo sazonal, os machos exibem o ciclo continuo, semi-

sincronizado entre os individuos.
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