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Resumo. Uma populacao de Bowdichia virgilioides Kunth. (Leguminosae - Papilionoideae) foi estudadaem um Recebido: 26jun2016
fragmento de Floresta Atlantica, no municipio de Alagoinhas (Bahia), objetivando determinar sua estrutura e Aceito: 08fev2019

o padréo de distribuicio espacial. Foi demarcada uma area de 2.000 m? em parcelas contiguas, estimando-se Publicado:
a altura e a circunferéncia a altura do peito (CAP) dos individuos. Totalizou-se 168 individuos amostrados, de 29mar2019
plantulas a adultos. A distribuicdo dos individuos em classes de altura e circunferéncia revelou uma populagao

em crescimento, apresentando o J-invertido para as classes de circunferéncia. A Razéo Variancia/Média (R) e o Editado por Ana

indice de Morisita (IM) indicaram agregacdo da populacédo estudada, podendo resultar da concentracdo dos  Bottallo de Aguiar
recursos ambientais disponiveis, como luminosidade, e da limitacdo no processo de dispersao dos individuos Quadros e revisado
da populagéo. por Anénimo
Palavras-chave. Conservacao; arranjo populacional; leguminosas; ecologia vegetal.

Abstract. We studied a population of Bowdichia virgilioides Kunth. (Leguminosae — Papilionoideae) in a
fragment of Atlantic Forest in the municipality of Alagoinhas, Bahia, aiming to determine its structure and the
spatial distribution pattern. We defined an area of 2,000 m?in contiguous plots, and we estimated their height
and also its circumference at breast height. We recorded 168 individuals, seedlings to adults. The distribution
of individuals in height and circumference classes revealed a growing population, with the J- inverted to the
circumference of classes. The Variance/Average Ratio (R) and the Morisita Index (IM) reported aggregation of
the studied population, which may result from the concentration of the available environmental resources,
such as luminosity, and from the limitation in the dispersion process.

Keywords. Conservation; distribution pattern; legumes; plant ecology.

logia florestal e ajuda a elucidar como se da o aproveita-
mento dos recursos disponiveis por determinada espécie
e sua fungdo no sucesso do estabelecimento e reprodugédo
(Condit et al., 2000). Também ¢ utilizado para estabelecer
diferencas entre impactos antrdpicos e processos dindmi-
cos naturais (Souza e Silva, 2006).

Os individuos de uma determinada populagao

Introdugao

Padrao espacial em vegetagdo é o arranjo de in-
dividuos pertencentes a determinada espécie ou popula-
¢do em uma area ou habitat especifico. Matteucci e Colma
(1982) definem padrio espacial como a descri¢ao quan-
titativa da distribuicdo horizontal de individuos de uma
espécie dentro de uma comunidade vegetal. Afirma-se,

ainda, que padrao é o desvio da aleatoriedade do arranjo
espacial o qual pode ter uma tendéncia ao arranjo unifor-
me ou ao arranjo agrupado (Diggle, 2003).

O estudo do padrao espacial de espécies arboreas
¢ uma ferramenta essencial para o conhecimento da eco-

podem estar espacialmente distribuidos de forma aleato-
ria, agregada ou uniforme. A distribui¢ao uniforme é ra-
ramente observada, sendo a agregacao o padrao mais co-
mum (Brower e Zar, 1984). De acordo com Odum e Barret
(2008), ambientes homogéneos apresentam condigdes
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semelhantes de ocupagdo em qualquer ponto do habitat,
0 que permite o estabelecimento aleatdrio dos individuos.
Quando ha severa competi¢ao entre os individuos, esses
se apresentam uniformemente espacados. A distribuigdo
agregada pode estar relacionada a concentra¢do de recur-
sos numa determinada drea, auséncia de dispersores ou a
propria estratégia de dispersdo de propagulos da espécie,
como a autocoria, por exemplo.

Para as florestas tropicais, a propria diversidade
e organiza¢do das comunidades vegetais podem ser discu-
tidas a partir de dados populacionais (Janzen, 1970). Se-
gundo Harper (1977), informacdes sobre a capacidade de
regeneragdo ou sobre a ocorréncia de perturbagdes ante-
riores também podem ser obtidas a partir da distribuigdo
de idades e tamanho dos individuos de uma populagao. A
distribuicdo de frequéncias de didmetro pode evidenciar
alteragdes no niimero de individuos nos estadios juvenil
e/ou adulto como reflexo de uma perturbagéo recente,
quando hd um grande niimero de individuos nos estddios
iniciais, ou de uma floresta madura, em que os individuos
se apresentam em maior concentragdo nos estadios mais
avangados (Dillenburg et al., 1992; Martins, 1993; Dorne-
les e Negrelle, 2000). Mesmo a escolha de areas para con-
servagdo de espécies de interesse deve levar em considera-
¢d0 a caracterizagdo do seu padrio espacial para a defini-
¢do do tamanho adequado da populagdo a ser conservada
(Capretz, 2004).

No presente estudo, foi analisada uma popula-
¢ao de Bowdichia virgilioides Kunth. (Leguminosae — Pa-
pilionoideae) em uma drea de Floresta Ombrofila Densa
Submontana, remanescente de Floresta Atlantica, locali-
zado no Campus II da Universidade do Estado da Bahia
- UNEB. A escolha de Bowdichia virgilioides deu-se de-
vido a sua classificacio como espécie pioneira, nativa da
América do Sul (ILDIS, 2005), com ampla distribui¢cdo
no Brasil (CARDOSO, 2018), e por ser considerada uma
das espécies caracteristicas de remanescentes de Floresta
Atlantica (Pereira e Alves, 2006). Além disso, B. virgilioi-
des apresenta potencialidades econdémicas, com destaque
para os campos: paisagistico, na arborizagdo de vias; me-
dicinal, com propriedades anti-inflamatérias; madeireiro,
utilizada na construgdo de casas e acabamentos internos;
e na recuperagdo de dreas degradadas (Smiderle e Souza,
2003; Silva Junior, 2005; Lorenzi, 2008; Thomazzi et al.,
2010).

Bowdichia virgilioides, conhecida popularmente
como sucupira-preta, dentre outras denominagdes (Souza
et al., 2003), é uma arvore de casca suberosa escura, fen-
dilhada e com cristas irregulares, podendo atingir 16 me-
tros de altura. Possui folhas alternas, as quais apresentam
variagdes morfoldgicas; compostas, pinadas, com foliolos
pubescentes, curto-peciolados. Suas flores papilionaceas,
com simetria zigomorfa e prefloracdo imbricada, apresen-
tam corola lilds e se dispdem em paniculas terminais ou
axilares, conferindo um aspecto ornamental e apicola a
espécie. Os frutos sdo legumes planos, indeiscentes, cas-
tanho-avermelhados, com cerca de 5cm de comprimento,
contendo pequenas sementes de 3 a 5mm de comprimen-
to (Polhill e Raven, 1981; Lorenzi, 1992, Souza et al., 2003;

Lewis et al., 2005), as quais apresentam baixo percentual
de germinagdo (Silva Janior, 2005).

A espécie B. virgilioides vem sofrendo redugido
sensivel no nimero de individuos, devido a explorac¢ao de-
sordenada de remanescentes florestais (CNCFlora, 2012)
e, de acordo com Silva Junior (2005) e Lorenzi (2008), pela
ocorréncia de dorméncia tegumentar em suas sementes,
que apresentam baixa porcentagem de germinagdo. Nes-
se contexto, este trabalho objetivou determinar o padrao
de distribuigdo espacial de individuos da espécie B. virgi-
lioides, em uma area remanescente de Floresta Atlantica,
localizada no campus da UNEB, na cidade de Alagoinhas-
-BA, caracterizando sua estrutura populacional em classes
de altura e circunferéncia.

Métodos

A area de estudo, com aproximadamente 50 ha.,
estd inserida no dominio da Floresta Ombrdfila Densa
Submontana (Veloso et al., 1991), localizada no Campus
II da Universidade do Estado da Bahia - UNEB, no
municipio baiano de Alagoinhas, cuja sede encontra-se
sob as coordenadas 12°08’S e 38°26’W, a 132 m de altitude.
O remanescente estudado forma um mosaico vegetacio-
nal em diferentes etapas de desenvolvimento, com comu-
nidades em estagios: a) inicial, cuja altura média é de até
5m, com espécies lenhosas com distribuicdo de didmetro
de baixa amplitude (DAP médio até 8cm), baixa diversi-
dade de epifitas, serrapilheira inexistente ou fina e pouco
decomposta e poucas espécies arbdreas ou arborescentes;
b) médio, apresentando fisionomia predominantemente
arbdreo-arbustiva, com altura média variando de 5a 15m,
DAP médio de até 15cm, maior numero e diversidade
de epifitas (em relagdo ao estagio inicial), trepadeiras le-
nhosas, serrapilheira e sub-bosque presentes e significa-
tiva diversidade biologica; e ¢) avangado de regeneragdo,
com fisionomia arbdrea, formando dossel fechado e altura
média superior a 15m, distribui¢do diamétrica de grande
amplitude (DAP > 15cm), epifitas em grande nimero de
espécies e abundancia, trepadeiras lenhosas, serrapilheira
abundante, grande diversidade bioldgica e complexidade
estrutural (CONAMA, 1994).

O trecho analisado é uma fisionomia florestal es-
tratificada, praticamente com dossel continuo em toda a
sua extensdo, com individuos do estrato superior atingin-
do até 16m, representados principalmente pelas espécies
Tapirira guianensis Aubl., Stryphnodendron pulcherimum
(Willd.) Hochr., Ocotea gardneri (Miers) Nees., Bowdichia
virgilioides, Himatanthus bracteatus (A.DC.) Woodson. e
Byrsonima sericea DC. No sub-bosque sombreado, pre-
dominam arbustos e arvoretas, das familias Asteraceae,
Myrtaceae e Melastomataceae. O chao florestal é formado
essencialmente por plantulas das matrizes arbéreas e com
serrapilheira homogeneamente distribuida.

O clima varia de imido a sub-umido (C2dA),
segundo a classificagiao de Thornthwaite (SEI, 2007), com
temperatura média anual de 24,2 °C, pluviosidade anual
média de 1.469mm e com periodo de maior precipitagio
entre os meses de abril e junho (CEI, 1994). Os solos clas-
sificados na drea de distribui¢do do remanescente sdo do
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tipo Podzolico Acinzentado, Litdlico, Areia quartzosa e
Glei Pouco Humico (IGEO/UFBA, 1999), predominante-
mente acidos, contendo detritos de canga, areias e argilas
de decomposi¢io dos sedimentos creticeos e da formagao
Barreiras, de baixa fertilidade, necessitando de adubagio e
correcdo da acidez trocavel para o uso na agricultura (RA-
DAMBRASIL, 1981).

Para a coleta dos dados foi utilizado o método
de parcelas com mesmo tamanho e formato (Greig-Smith,
1964). O tamanho das parcelas varia com o porte da es-
pécie estudada e com a distancia entre os individuos na
popula¢do, numa escala que permita responder a ques-
tdo proposta. Dessa forma, ndo ha um tamanho padrio
de parcelas adequado para amostragem de individuos em
estudos de distribuigdo espacial (Krebs, 1999). Para este
estudo, devido ao porte arbdreo da espécie analisada, fo-
ram demarcadas 10 parcelas contiguas, medindo 20 x 10
m, totalizando 2.000m” de area amostrada. Para subsidiar
o estudo da estrutura e distribuicdo da populacido, foi
mensurada a altura de todos os individuos de Bowdichia
virgilioides contidos nas parcelas, desde plantulas até in-
dividuos adultos. Aqueles individuos com altura superior
a 1,3m tiveram, ainda, a circunferéncia a altura do peito
(CAP) registrada.

Com os dados amostrados, foram analisadas a
densidade e a distribuigdo de frequéncias para classes de
altura e circunferéncia. Foi calculada, ainda, a correla¢ao
entre altura e circunferéncia da popula¢io, no intuito de
verificar se o crescimento em altura e circunferéncia se da

50-T-
40
30+

20+

N°. de individuos

Classes de altura

Figura 1. Numero de individuos de B. virgilioides por
classes de altura. Classes: A (0,15-1,65m), B (1,65-3,15
m), C (3,15-4,65m), D (4,65-6,15m), E (6,15-7,65m), F
(7,65-9,15m), G (9,15-10,65m), H (10,65-12,15m).

proporcionalmente ou se o investimento em crescimen-
to esta direcionado a apenas um sentido. A significAncia
estatistica do valor obtido foi verificada a partir do teste t
(Centeno, 1999).

O padrio de distribui¢do espacial foi analisado
pela Razdo variancia/média (R) (Dajoz, 2006) e pelo In-
dice de Morisita (IM) (Silveira Neto et al., 1976), onde os
valores de IM e R menores que 1,0 indicam distribui¢do
regular ou sem agrupamento, valores iguais a 1,0 indicam
distribui¢do ao acaso e para valores maiores que 1,0, a dis-
tribuigdo é contagiante ou agregada. A razdo entre a vari-

ancia e a média tem sido referida na literatura como co-
eficiente de dispersdo ou variancia relativa, sendo a mais
antiga e a mais simples medida de dispersdo, embora seja
criticado pelo fato de que certos padrdes nido aleatdrios
podem, também, produzir uma razdo variancia/média
igual a 1. Nesses casos, outros métodos devem ser empre-
gados. O Indice de Morisita é tido por Krebs (1999) como
o melhor indice, por ser independente da densidade po-
pulacional e do tamanho da amostra. Brower e Zar (1984)
corroboram com esse entendimento, afirmando que R
pode ser influenciado pelo tamanho da populagdo e das
parcelas, enquanto o IM néo apresenta esta caracteristi-
ca, de modo que ndo é afetado pela exclusio aleatoria de
membros da populacio.

A razdo R calculada foi R = $*/m e o Indice de
Morisita IM=N¥x>-¥x/(2x)*-Yx, onde N corresponde ao
total de amostras, e Yx = somatdrio dos numeros de indi-
viduos encontrados nas amostras. Valores menores que 1
indicam distribui¢do regular ou sem agrupamento, valo-
res iguais a 1 indicam distribui¢ao ao acaso e os valores
maiores que 1 apontam para uma distribuigdo contagian-
te ou agregada. A significAncia do valor calculado de R
foi obtida pelo teste do Qui-quadrado (x*) (Budke et al.,
2004). A significancia estatistica para o Indice de Mori-
sita foi constatada pelo valor de F para significancia a 5%
de probabilidade (Silveira Neto et al., 1976). As andlises
foram realizadas com auxilio do programa BioEstat 5.0
(Ayres et al., 2007).

Resultados

Foram registrados 168 individuos de Bowdichia
virgilioides nos 2.000m? de area estudada, o que representa
uma densidade de 0,084 individuos/m? ou 840 individuos.
ha'', sendo encontrados no minimo um e no maximo 40
individuos por parcela. O individuo de menor altura estu-
dado media 0,15m e o de maior altura 12m. A altura mé-

50 L

40 +

30 -

N°. de individuos

20 +

Classes de circunferéncia

Figura 2. Numero de individuos de B. virgilioides por
classes de circunferéncia. Classes: A (3,00-12,33cm),
B (12,33-21,65cm), C (21,65-30,98cm), D (30,98-
40,30cm), E (40,30-49,63cm), F (49,63-58,95cm), G
(58,95-66,28cm), H (68,28-77,60cm).
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Figura 3. Valores de circunferéncia em funcio das altu-
ras para a populagao de B. virgilioides estudada. Corre-
lagdo de r = 0,86 (p < 0,001; R*> = 0,74).

dia dos individuos foi de 4,52m, e a circunferéncia média
foi de 18,98cm (E.P. + 2,71), com menor circunferéncia
amostrada de 3cm e 77,5cm como o maior valor registra-
do.

A distribuicao de frequéncia por classes de altu-
ra, embora nio se assemelhe ao J-invertido tipico, mostra
uma concentracdo dos individuos nas classes de altura
inferiores a 7,0m, especialmente nas classes A e E, com 80
individuos (46,62%) apresentando até 4,65m; 86 (51,18%)
com alturas entre 4,65m e 9,15m; e apenas 2 (1,20%) com
altura superior a 9,15m (Figura 1). Para a distribui¢ao em
classes de circunferéncia, a popula¢io tende ao J-inver-
tido tipico. Os individuos com CAP de até 30,98cm to-
talizaram 120, o que corresponde a 83,91%; 22 (15,39%)
apresentam CAP entre 30,98cm e 49,63cm; e apenas um
individuo (0,7%) possui CAP > 68,28cm (Figura 2). Nao
houve representantes das classes de circunferéncia entre
49,63cm e 68,28cm. O coeficiente de correlacdo entre a
altura e a circunferéncia foi de 0,86 (Figura 3), indicando
que essas duas varidveis estdo altamente associadas (t =
22,19; p < 0,001).

A populagao de Bowdichia virgilioides estudada
apresentou padrdo de distribuicdo agregado tanto pela
Razdo Variancia/Média quanto pelo Indice de Morisita
(Tabela 1). A significancia estatistica foi constatada por
meio dos valores do Qui-quadrado (x*) para a Razio Vari-
ancia/Média e pelo teste F para o segundo indice, com va-
lores maiores do que os tabelados, para ambos, conforme
registrado na Tabela 1.

Discussao

Nos histogramas de frequéncia, cada classe de di-
ametros representa uma etapa do processo de regeneragio
populacional de uma espécie (Rollet, 1978). A frequéncia
diminui na medida em que aumentam as classes de di4-
metro, sendo maior nas classes diamétricas mais baixas,
assinalando uma curva do tipo exponencial denominada
J-invertido (Scolforo et al., 1998). No presente caso, 0s
dados indicam uma popula¢do em crescimento e autor-
regenerativa (Whitmore, 1975), com possivel ocorréncia

de interrup¢do no recrutamento e reproducio da espécie,
que podem ser afetados por fatores como herbivoria, pa-
tégenos, competicio entre plantulas e taxa de germinagdo
(Swaine et al., 1987; Oliveira et al., 1989; Howe, 1990; Cruz
et al., 2012). As sementes de Bowdichia virgilioides apre-
sentam dorméncia tegumentar, ou seja, ndo germinam
mesmo quando expostas as condi¢des ideais para a espé-
cie, exibindo baixa taxa de germinac¢io (Almeida, 2012), o
que explica os resultados obtidos. O mesmo padrio J-in-
vertido foi também descrito por Antonini e Nunes-Freitas
(2004) para uma populagio de Miconia prasina D.C., em
duas areas de Floresta Atlantica, no Rio de Janeiro; por
Almeida e Cortines (2008) para Piptadenia gonoacantha
(Mart.) J.E Macbr., na vertente Atlantica da Serra do Mar,
também no estado do Rio de Janeiro; para Florestas de
Galeria no Brasil Central (Silva Junior, 2004); Cerrado
(Oliveira et al., 1989); e no Pantanal mato-grossense (Ma-
rimon e Lima, 2001).

A correlagdo positiva entre altura e circunferén-
cia indica que os individuos se encontram em crescimen-
to, investindo tanto no crescimento do tronco quanto no
aumento do seu calibre. Por se tratar de uma area com
dossel continuo e de baixa luminosidade nos estratos infe-
riores e sendo Bowdichia virgilioides uma espécie pioneira
(ILDIS, 2005), o crescimento em altura possivelmente esta
relacionado a busca por maior luminosidade, enquanto o
aumento do tronco se dd para suportar as estruturas em
desenvolvimento.

O padrio de distribuigdo agregado de B.
virgilioides, reportado por ambos os indices, pode estar
relacionado a heterogeneidade do ambiente em sua dis-
ponibilidade de recursos, existindo concentragdo dos
individuos naquelas dreas onde os recursos sdo mais fa-
voraveis (Resende et al., 2003). O ambiente ¢é estruturado
por varias formas de produgéo de energia, havendo, dessa
forma, disponibilizacao irregular dos recursos, o que gera
padroes espaciais distantes da uniformidade e/ou aleato-
riedade (Legendre e Fortin, 1989; Hutchings, 1997). Ca-
racteristicas como a conformagdo do dossel e profundi-
dade da serrapilheira criam gradientes luminosos no chédo
florestal que, consequentemente, afetam a germinagéo das
sementes ali depositadas (Montgomery e Chazdon, 2001;
Harms et al., 2004). Logo, considerando que na drea es-
tudada o dossel é continuo em praticamente toda sua ex-
tensdo, a existéncia de manchas de luz no piso da floresta
pode resultar na distribuicdo agregada dos individuos de
Bowdichia virgilioides, espécie pioneira, heliofita (Rizzini,
1990; Lorenzi, 2008), que exige maior disponibilidade de
luz. Dessa forma, a germinacdo das sementes e o estabe-
lecimento de plantulas deve se dar, de forma concentra-
da, onde ha maior luminosidade. Garcia e Sartori (2009)
também reportaram agregacdo para B. virgilioides em um
fragmento de Cerradio sul-mato-grossense.

O arranjo agregado, tal como observado na po-
pulagio estudada, pode estar relacionado, ainda, as limi-
tagdes no processo de dispersdo da espécie (Jones et al.,
2007), uma vez que o modo de disseminacdo das sementes
acaba sendo o primeiro determinante do padrio espacial.
Garcia e Sartori (2009) apontam Bowdichia virgilioides
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Tabela 1. Distribui¢do espacial de Bowdichia virgilioides Kunth. em um fragmento de
Floresta Atlantica, Bahia. R = Variancia/Média; IM = Indice de Morisita; g.l. = graus de
liberdade; F = teste F; ¥ = Qui-quadrado; p = valor-p e a = significancia.

Indices Valores Distribuicio espacial  g.l. F e p a
R 8,82 Agregada 9 - 79,41 <0,0001 0,05
M 1,42 Agregada 9 8,70 - <0,0001 0,05

como uma espécie autocdrica, ou seja, capaz de dispersar
suas sementes sem o auxilio de agentes externos, mas que
limita a distdncia de langamento das sementes. Costa et
al. (2004) e Figueiredo (2008), no entanto, indicam esta
espécie como anemocorica, o que contrariaria os resul-
tados, pois acredita-se que didsporos dispersados pelo
vento tendem ao espalhamento aleatdrio, ndo resultando
em agrupamentos (Negrini et al., 2012). A mesma relagdo
entre anemocoria e o padrio de distribuigdo agregado foi
encontrado para Qualea parviflora Mart. em Goias (Souza
e Coimbra, 2005). Possivelmente, Bowdichia virgilioides
nao se apresenta como uma espécie estritamente autoco-
rica nem estritamente anemocorica, mas capaz de realizar
ambos os processos dispersivos. Sopesando a distribuigdo
agregada da populacao estudada e, ainda, que a mesma
esta localizada no interior da floresta, o que dificulta a
acao do vento na dispersio das sementes, os individuos
analisados devem se utilizar de mecanismos proprios para
a proje¢do de suas sementes.

A distribui¢ao espacial de uma populagéo depen-
de do padrao de dispersdo das sementes e da probabilida-
de de sobrevivéncia das plantulas (Janzen, 1970). Esta, por
sua vez, pode ser afetada por fatores bidticos, dependentes
da densidade, como predagio ou por fatores independen-
tes da densidade, bidticos ou abidticos, que constituem o
mosaico de condi¢des ambientais existentes na area (Hub-
bell, 1980). A agregacido de Bowdichia virgilioides na area
estudada pode resultar do mosaico formado pelas man-
chas de luz no chéo florestal, que garantem as condi¢des
de luminosidade necessarias & germinagdo das sementes
e ao desenvolvimento das plantulas. Evolutivamente, os
organismos distribuem-se agregadamente, quando e onde
encontram condi¢des que favorecam sua reprodugio e,
consequentemente, sua sobrevivéncia (Legendre e Fortin,
1989; Hutchings, 1997; Begon et al., 2006).

Em populagdes com padrao agregado, a chance
de ocorréncia de um individuo é aumentada pela presenca
de outros (atragdo) (Souza e Silva, 2006). Os fatores bi-
oticos, como competigdo, biologia reprodutiva, fisiologia
e herbivoria também influenciam o padrdo espacial e a
dindmica das populagoes vegetais (Greig-Smith, 1964).
Ainda, segundo a Teoria Neutra da Biodiversidade (Hub-
bell, 2001), a distribui¢do agregada pode ser gerada, sim-
plesmente, por equivaléncia ecologica das espécies, morte

ao acaso de individuos e limitagdo da dispersdo. Na area
de estudo, o processo dispersivo de Bowdichia virgilioides
pode ser limitado pela restricdo da agdo dos ventos, uma
vez que se trata de interior florestal.

Conclusio

Os resultados indicam que Bowdichia virgilioides
apresenta, na area estudada, uma populagdo em cresci-
mento, auxiliando no processo de regeneragio do frag-
mento, formando agregacdes na amostra de vegetagio por
ambos os indices empregados, tendendo a uma populagio
mais concentrada em manchas de habitat favoravel. Do
mesmo modo, o langamento de sementes em curtas dis-
tancias possivelmente tem determinado o agrupamento
dos individuos, ainda que sob influéncia de competi¢do
intraespecifica.
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Resumo. A ritmicidade é um aspecto fundamental da vida, com o ciclo dia-noite sendo a pista
temporal (sincronizador) mais marcante na superficie terrestre. Animais também se sincronizam a
disponibilidade de alimento, o que é caracterizado principalmente pela antecipagdo comportamental
ao horario de alimentacdo. Em mamiferos, um oscilador circadiano independente do oscilador fético
(nucleo supraquiasmatico) regula o comportamento antecipatério. Nos tltimos anos, a identificagao
de 6rgaos periféricos e areas do sistema nervoso central sincronizadas pelo horéario de alimentagao
tem sugerido uma organizagdo complexa do oscilador sincronizado por alimento (em Inglés, Food-
Entrainable Oscillator - FEO), que possivelmente inclui multiplos nucleos hipotalamicos. Nesta revisao,
apresentamos as principais caracteristicas e propriedades da sincronizagdo por alimento e discutimos
potenciais mecanismos fisioldgicos dentro da perspectiva de um sistema circadiano multioscilatério
Palavras-chave. Atividade antecipatéria ao alimento (AAA); Oscilador sincronizado por alimento;
Disponibilidade de alimento; Comportamento antecipatdrio.

Editado por Karen
S.Toledo e revisado
por Andénimo.

Abstract. Rhythmicity is a fundamental aspect of life, with the day-night cycle being the most striking
temporal cue (synchronizer) on the earth’s surface. Animals also synchronize to food availability, which
is mainly characterized by behavioral anticipation of feeding time. In mammals, a circadian oscillator
independent of the photic oscillator (suprachiasmatic nucleus) regulates the anticipatory behavior. In
recentyears, the identification of peripheral organs and areas of the central nervous system synchronized
by feeding time has suggested a complex organization of the Food-Entrainable Oscillator (FEO), which
possibly includes multiple hypothalamic nuclei. In this review, we present the main characteristics and
properties of food entrainment and discuss potential physiological mechanisms within the perspective
of a multi-oscillatory circadian system.

Keywords. Food-anticipatory activity (FAA); Food-Entrainable Oscillator (FEO); Food availability;
Anticipatory behavior.

SINCRONIZACAO FOTICA

O ciclo claro-escuro didrio exerce um papel essen-
cial para a vida na Terra, uma vez que a ritmicidade biold-
gica esta intimamente atrelada a ele (Flores 2012). Diante
de sua maior evidéncia, o estudo dos ritmos bioldgicos tem
sido direcionado principalmente aos ritmos circadianos (do
latim, circa= em torno, diem=dia). Uma questdo funda-
mental nestes estudos tem sido a identificagdo do sistema
interno gerador do ritmo, ou seja, o sistema oscilador capaz
de criar alternancia de estados. Assumindo que a sincroni-
zagdo ao ciclo claro-escuro necessita obrigatoriamente que a
informagao luminosa seja captada pelo organismo, estudos
em mamiferos buscaram identificar as vias de transmissao
da informagdo luminosa até o sistema nervoso central, es-
pecificamente o hipotalamo, a partir da hipétese de que esta
regiao era responsavel pelo controle circadiano das fungdes

fisiologicas (Sousa-Pinto e Castro-Correia, 1970). Utilizan-
do injegdes de tragadores neuronais no globo ocular de ra-
tos, Moore e Lenn (1972), identificaram a regiao anterior
do hipotilamo, precisamente o nucleo supraquiasmatico
(NSQ), como a regido que recebia projecao das células da
retina. Ao considerar que esta regiao nao estaria envolvi-
da no processamento de imagem, mas possivelmente na
regulacdo circadiana das fungoes hipotaldmicas, Stephan e
Zucker (1972) promoveram lesdes desta drea registrando a
atividade locomotora e a ingestao de dgua em ratos. Os ani-
mais com lesao no NSQ perderam a ritmicidade circadiana
destes dois comportamentos, indicando a fungdo desta re-
gido na geragao do ritmo circadiano.

O NSQ ¢ atualmente reconhecido como o princi-
pal componente do sistema circadiano em mamiferos, uma
vez que representa internamente o sinal temporal mais ob-
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vio, o ciclo claro-escuro. No entanto, outros sinais tempo-
rais menos dbvios, como o horério de alimenta¢do ou de
administragdo de drogas também sincronizam o organismo,
até mesmo de forma independente do NSQ (Verwey e Amir,
2009; Pezuk et al., 2010; Riede et al., 2017).

SINCRONIZACAO POR ALIMENTO
Aspectos Gerais

Nos animais, a fisiologia e o comportamento do in-
dividuo estdo intimamente relacionados a alternincia entre
dia e noite. Junto com o ciclo claro-escuro, outros sinais
temporais compdem o conjunto de sincronizadores aos
quais os seres vivos estdo naturalmente expostos. Por exem-
plo, a alternancia entre marés, com periodo de aproximada-
mente 12 h, é muito importante para a atividade de espécies
marinhas (Naylor, 1996; Naylor e Williams, 1984), ao passo
que o contato social é relevante para a sincronizagio em es-
pécies que vivem em grupos (Mendes et al., 2008). Ciclos de
disponibilidade de alimento também se constituem como
um sincronizador para os ritmos circadianos, uma vez que
diversas espécies ajustam seu comportamento e fisiologia
aos horarios de alimentagdo (Stephan, 2002; Carneiro e
Araujo, 2012).

Os primeiros estudos que demonstraram a importan-
cia do horario de alimenta¢do para os ritmos circadianos
foram realizados na década de 1920, em abelhas e roedores.
Ao estabelecer horario e local fixo para alimentacéo, Beling
(1929) demonstrou que abelhas eram capazes de antecipar
a disponibilidade de alimento em uma hora (Beling, 1929
apud Mistlberger, 1994). Em 1922, Curt Richter descreveu
o padrdo antecipatério do comportamento locomotor em
ratos submetidos a um horario fixo de alimentagdo com
duragdo de 25 minutos (Richter, 1922). Este incremento da
atividade motora antes da alimentagio se tornou conhecido
posteriormente como atividade antecipatéria ao alimento
(em inglés Food-anticipatory activity, FAA) e, além de abe-
lhas e ratos, é observada em outros roedores, em carnivoros,
em peixes e em aves (Mistlberger, 1994; Ware et al., 2012;
Nisembaum et al., 2014).

Em roedores, esse fendmeno tem sido estudado
através da observacdo de diferentes comportamentos, tais
como atividade locomotora geral, locomog¢do numa roda
de atividade e atividade direcionada a um comedouro. Em
estudos pioneiros, outras varidveis antecipatorias como a
temperatura corporal e a liberagdo de corticosterona foram
descritas (Krieger, 1974; Moberg et al., 1975). Além destas,
descreveu-se também a sincronizagdo do padrao de sono
em ratos quando a disponibilidade de alimento é restrita a
algumas horas por dia durante a fase de claro do ciclo claro-
-escuro. Nesta situacio, o total de sono diminui, o tempo
em vigilia aumenta nas horas que antecedem a alimentagéo
e o padrio de sono se inverte, com maior nimero de episo-
dios de sono durante a fase de escuro (Gervais e Pager, 1979;
Roky et al., 1999; Castro-fatindez et al., 2016). Isto indica
que a ingestao de alimento num horario fixo pode alterar o
funcionamento das regides cerebrais responsaveis pela re-
gulacdo do ciclo sono-vigilia, desta maneira, sobrepondo-se
ao controle temporal pelo claro-escuro. Modificagdes em
todos esses ritmos permitem ao organismo estar comporta-

mental e fisiologicamente preparado quando o alimento se
torna disponivel.

Propriedades da Atividade Antecipatoria ao Alimen-
to

Em geral, a atividade antecipatéria ao alimento
(AAA) em ratos pode ser observada entre o terceiro e dé-
cimo-quarto dia de restri¢ao alimentar (Mistlberger, 1994).
Diversos aspectos do comportamento de antecipagdo tém
sido estudados nas ultimas décadas, por exemplo: 1) limite
circadiano; 2) ressincronizagdo com presenca de dias tran-
sientes (reajuste gradual do ritmo) ap6s mudanca no hora-
rio da alimentacéo; e 3) persisténcia em condi¢des constan-
tes (privagao total de alimento) (Mistlberger, 1994).

A atividade antecipatéria ao alimento apresenta
limites circadianos, ou seja, sua expressdo é determinada
pela periodicidade na qual o evento de alimentagdo se re-
pete (Stephan, 1981; Mistlberger e Marchant, 1995). Estes
autores mostraram que ratos sdo incapazes de antecipar
horarios de alimenta¢do que se repetem com periodos me-
nores que 23 ou maiores que 29 horas, o que indica o limite
maximo de avancos e atrasos que o sistema sincronizado
pela alimentagdo é capaz de promover, ou seja, sua natureza
circadiana (figura 1). Este limite circadiano nao se apresenta
apenas comportamentalmente, mas também nos ritmos de
expressdo génica dos osciladores presentes em 6rgéaos peri-
féricos (Hamaguchi et al., 2015).

O que ocorre com a atividade antecipatoria de um
animal quando mudamos bruscamente o seu horario de
alimenta¢ao? Interessantemente, a atividade antecipatoria
demora alguns dias para se estabilizar, se arrastando até o
novo padrao, através de um processo de ajuste progressivo
didrio (Stephan, 1984), o qual chamamos apropriadamente
de arrastamento. O arrastamento é a propriedade do ritmo,
inerente ao oscilador bioldgico, em que este sofre mudangas
de fase (avangos ou atrasos), que promovem o ajuste gradual
a pista ambiental ciclica presente (Flores, 2012). Em outras
palavras, a antecipagdo ndo é meramente uma resposta de-
sencadeada pelo estimulo ambiental, é um comportamento
ritmico gerado endogenamente (figura 2).

A persisténcia em condi¢des temporais constantes
(livre-curso) € outro aspecto importante da AAA (Coleman
et al., 1982; Clarke e Coleman, 1986). Apds sincronizagio ao
horario de alimentagio, estes pesquisadores submeteram ra-
tos a privacao total de alimento por trés dias. Nesses dias, os
animais mostraram aumento da atividade motora na mesma
fase em que anteriormente exibiam atividade antecipatoria
ao hordrio de alimentagdo, o que indica a natureza oscilatd-
ria e autossustentada (carater endogeno) subjacente ao pro-
cesso de sincronizagdo por alimento.

A Busca pelo Oscilador Sincronizado por Alimento
Inicialmente, apds o surgimento de evidéncias de
que o NSQ, localizado na regiao anterior do hipotélamo, era
essencial para a expressdo de ritmos circadianos comporta-
mentais e neuroendocrinos (Moore e Lenn, 1972; Stephan
e Zucker, 1972), hipotetizou-se que essa estrutura também
seria responsavel pela antecipagdo comportamental a dispo-
nibilidade de alimento. No fim da década de 1970, o NSQ foi

ib.usp.br/revista



Revista da Biologia (2019) 19 (1) 9

Figura 1. Actograma esquematico de um
rato submetido a restri¢do alimentar. A
janela de alimentac¢io corresponde a area
em amarelo, durante a fase de claro. Com
r e S S—— aalimentacdo a vontade (Ad lib), o animal
Ad lib SEEEEes S apresenta atividade concentrada na fase
de escuro. Em seguida, com alimentagdo
a cada 24 horas, o animal apresenta ativi-
dade antecipatoria estavel entre o terceiro
e o quarto dia de restri¢do alimentar. Com
a alimentac¢io oferecida a cada 23 horas,
o animal mantém o comportamento an-
tecipatorio (sincronizagdo). No entanto,
quando o intervalo entre as refeicdes é
encurtado para 22 horas, o animal perde a
capacidade de sincroniza¢do, ndo anteci-
paajanela de alimenta¢do. Ou seja, ha um
limite de sincronizac¢do (limite circadia-
no) para a ocorréncia do comportamento
antecipatdrio. Nota 1: as barras acima da
figura indicam as fases de claro e escuro,
cada uma correspondendo a 12 horas.
Nota 2: zeitgeber (do Alemao, doador de
tempo) time (ZT) se refere ao padrio in-
0 6 12 0 ternacional de indicacdo das horas do dia
zeitgeber time (ZT) na colndiqéo de claro-escuro, no qual em
um ciclo de claro:escuro de 12h:12h, ZT
0 corresponde ao inicio da fase de claro e

Z'T 12 ao inicio da fase de escuro.

24 h

Dias
1

23 h

22 h

s(HEELEREEREETEEET
@

Figura 2. Actograma de um rato subme-
tido a restrigdo alimentar (RA) inicial-
mente em ZT 5 (amarelo). Apds 18 dias,

Ad lib o hordrio de alimentacdo foi adiantado
em cinco horas (+ 5 h), passando a ZT 0
(verde). O animal leva alguns dias para se
readaptar, com a antecipagdo ressurgindo
gradualmente. Apds 14 dias, o horério foi

RA atrasado em 8 horas (- 8 h), passando a
ZT 8 (azul). Com esta mudanca, é possi-
vel visualizar um componente de ativida-
de se atrasando gradualmente em diregdo
a0 novo hordario de alimentagio.
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+5h

40
-8h
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alvo de estudos que tinham o objetivo de testar esta hipdtese.
Os resultados mostraram, entretanto, que ratos com lesdo do
NSQ mantinham sua capacidade de antecipar horarios de
alimentagao (Phillips e Mikulka, 1979; Stephan et al., 1979).
Este resultado foi posteriormente encontrado em camun-
dongos e hamsters (Mistlberger, 1992; Marchant e Mistlber-
ger, 1997). Em razdo destes trabalhos, surgiu a ideia de que
mamiferos possuem pelo menos dois sistemas independen-
tes capazes de gerar ritmos circadianos, um sincronizado
pela alternancia de claro e escuro (Oscilador Sincronizado
pela Luz, em inglés Light-Entrainable Oscillator - LEO), que
tem como seu elemento central o NSQ, e outro sistema sin-
cronizado por ciclos de disponibilidade de alimento (Oscila-
dor Sincronizado por Alimento, em inglés Food-Entrainable
Oscillator - FEO).

Da mesma forma que a busca pela estrutura fisica
responsavel pela geragdo do ritmo circadiano sincronizado
ao ciclo claro-escuro dominou os estudos de sincronizagio
fotica, a busca pelo oscilador sincronizado por alimento tem
dominado o tema da sincronizagio por alimento. Os primei-
ros estudos partiram da hipdtese de que tal oscilador deveria
ter relagdo com o controle hipotaldmico da ingestdo de ali-
mento.

Em mamiferos, uma série de estudos de lesdo na pri-
meira metade do século XX levaram a proposi¢do de que a
ingestdo de alimento seria regulada por um “centro da fome”,
localizado no hipotélamo lateral e um “centro da sacieda-
de’, localizado no hipotalamo ventromedial (Brobeck, 1946;
Anand e Brobeck, 1951). Estudos posteriores, no entanto,
demonstraram que o controle da ingestdo de alimento re-
quer a participagdo de diversas dreas no sistema nervoso
central (Lutter e Nestler, 2009), em oposi¢io a ideia predo-
minante nos anos 1950 da existéncia destes centros. O hi-
potalamo ventromedial e lateral mantiveram suas posigdes
como parte do sistema de regulagiao do comportamento ali-
mentar, que atualmente incluem muitas outras areas (King,
2006; Morton et al., 2006).

Diante deste cenario, o hipotidlamo ventromedial
e lateral foram testados quanto a suas possiveis fungdes na
mediagio da sincronizagao por alimento em ratos. Krieger
(1980) mostrou que o ajuste da liberagéo de corticosterona e
do ritmo de temperatura ao horario de alimentagao é preju-
dicado em animais com lesdo do hipotalamo ventromedial.
Em seguida, Inouye (1982) relatou a extingdo da atividade
antecipatoria ao alimento em animais com lesdo desta area.
Entretanto, Mistlberger e Rechtschaffen (1984) mostraram
posteriormente que a atividade antecipatoria em animais
com lesdo do hipotalamo ventromedial era extinta imediata-
mente apos o procedimento cirdrgico, mas ressurgia depois
de 14 semanas. Este resultado pode ser considerado uma in-
dicagdo da existéncia de um mecanismo interno compensa-
torio (ou reorganizagdo) para a expressio do comportamen-
to antecipatorio. Trabalhos mais recentes apontam de forma
direta para a participagdo do hipotdlamo ventromedial neste
comportamento, por exemplo, como um elemento envolvi-
do no primeiro momento de adaptagdo a um horario restrito
de alimentagio (Ribeiro et al. 2007), ou como um mediador
daagdo da grelina (Merkestein et al., 2014), hormonio secre-
tado principalmente pelo estdbmago que age como estimula-

dor da fome (Kim et al., 2014) e pode ter papel na regulacio
da atividade antecipatoria ao alimento (discutido a seguir).

No que se refere ao hipotilamo lateral, estudos de
lesao também foram empregados na investigacdo da sua
fun¢io na sincronizagdo por alimento. Mistlberger e Rusak
(1988) mostraram que ratos com lesdo desta drea poderiam
apresentar comprometimento do comportamento antecipa-
torio quando este era mensurado através da atividade loco-
motora, mas mantinham a antecipagdo comportamental na
atividade direcionada a um comedouro. Mais recentemen-
te, Mistlberger et al. (2003) relataram que a lesao especifica
de neurénicos orexinérgicos (produtores do neuropeptideo
orexina: promotores de alerta, fome e atividade) no hipotala-
mo lateral ndo elimina a atividade antecipatoria ao alimento
em ratos. Por outro lado, camundongos transgénicos (com
neurdnios orexinérgicos inibidos) ou nocautes para orexina
mantém o comportamento antecipatério, mas tém dificul-
dade para adaptacdo ao horario de alimentagio. Especifi-
camente, apresentam menor amplitude da atividade anteci-
patdria (Akiyama et al., 2004; Kaur et al., 2008), contudo,
desenvolvem uma resposta antecipatoria normal do ritmo
de temperatura (Kaur et al., 2008).

Outras estruturas hipotalamicas e nao hipotala-
micas tém sido estudadas quanto & possivel mediacdo da
sincronizagdo por alimento. A atividade antecipatéria ao
alimento foi observada em ratos com lesdo do nucleo para-
ventricular (Mistlberger e Rusak, 1988), do ntcleo arquea-
do (Mistlberger e Antle, 1999), e do nucleo dorsomedial do
hipotalamo. Em um trabalho recente, no entanto, Tan et al.
(2014) mostraram que a destrui¢do no periodo pos-natal de
neurdnios produtores de AgRP (estimuladores da fome) no
nucleo arqueado aumenta o niimero de dias necessarios para
o surgimento da atividade antecipatéria em camundongos.

Com relagdo ao nucleo dorsomedial do hipotilamo,
resultados distintos entre grupos de pesquisa diferentes le-
varam a uma discussdo mais longa sobre a possivel fun¢éo
desta drea na sincronizagdo por alimento. Assim como ou-
tras areas hipotalamicas, este nicleo também participa do
controle do comportamento alimentar (Bellinger e Bernar-
dis, 2002), bem como da regulagido dos ritmos circadianos
de sono, alimentagio e atividade locomotora (Chou et al.,
2003). Gooley et al. (2006) relataram que a lesdo especifica
dos neurdnios do nucleo dorsomedial através da injegdo de
acido iboténico extingue a antecipagdo da atividade loco-
motora e da temperatura corporal ao horario de alimenta-
¢do em ratos. Praticamente a0 mesmo tempo, Landry et al.
(2006) mostraram que a antecipag¢do persistia em ratos com
lesdo térmica do nicleo dorsomedial. Os estudos tinham di-
ferencas metodoldgicas, por exemplo, nos sistemas de gaio-
las e comedouros (Gooley e Saper, 2007; Landry e Mistlber-
ger, 2007). Landry et al. (2007) repetiram o estudo usando
gaiolas e comedouros iguais aqueles usados por Gooley et
al. (2006). Entretanto, obtiveram novamente resultados dife-
rentes, observando a continuidade da atividade antecipatéria
(Landry et al., 2007), algo também relatado em camundon-
gos por um terceiro grupo de pesquisa (Moriya et al., 2009).
Posteriormente, Acosta-Galvan et al. (2011) demonstraram
em ratos que o nucleo dorsomedial inibe a atividade do nu-
cleo supraquiasmatico durante a atividade antecipatéria ao
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alimento na fase de claro, provavelmente através de conexdes
GABA¢érgicas. Esta agdo do nucleo dorsomedial possivel-
mente facilita a manutencéo do estado de vigilia e a expres-
sao do comportamento antecipatorio, uma vez que na fase
de claro o NSQ induz o sono em ratos (Mistlberger, 2005).
Embora Acosta-Galvan et al. (2011) tenham demonstrado a
participagao do nucleo dorsomedial na expresséo da ativida-
de antecipatoria ao alimento, seu estudo também comprova,
através de lesoes, que esta area ndo é unicamente responsavel
por conter o Oscilador Sincronizado por Alimento.

Mistlberger e Mumby (1992) mostraram que lesdes
de regides relacionadas a memoria e emogao (hipocampo
e amigdala) ou motivac¢do (ntcleo acumbens [estriado ven-
tral]) ndo extinguem a atividade antecipatoria ao alimento
em ratos. Apesar disso, considerando a importancia da mo-
tivagdo para o comportamento alimentar, estudos recentes
tém investigado o papel do sistema dopaminérgico na sin-
croniza¢ao por alimento. Mendoza et al (2005) mostraram
que a lesdo especifica da sub-regido do cerne do nucleo
acumbens diminui o nivel de atividade antecipatéria em ra-
tos, ao passo que a lesdo da sub-regido da casca incrementa
o nivel de atividade antecipatoria, indicando a atuagéo desta
drea no comportamento antecipatdrio ao alimento. Liu et al.
(2012) mostraram que a inje¢éo intraperitoneal aguda de an-
tagonistas dos receptores D1 e D2 de dopamina diminui o
nivel da atividade antecipatéria ao alimento em camundon-
gos. Em seguida, Gallardo et al. (2014) demonstraram, em
camundongos, que: (1) animais nocaute para o receptor D1
de dopamina apresentam diminui¢do do nivel de atividade
antecipatoria; (2) a recuperagao da neurotransmissdo do-
paminérgica restrita ao estriado dorsal em animais nocaute
para dopamina permite a reemergéncia da atividade anteci-
patdria ao alimento; (3) a injecdo intraperitoneal diria de
um agonista do receptor D1 induz atividade antecipatéria. A
fase da atividade antecipatdria ao alimento também pode ser
manipulada pela neurotransmissdo dopaminérgica, como
demonstrado por Smit et al. (2013) ao injetarem um agonis-
ta do receptor D2 em ratos, resultando em atrasos de fase do
comportamento antecipatorio.

Assim como o hipotalamo, a drea tegmental ventral
(via mesolimbica dopaminérgica ao estriado ventral) e a
substancia nigra (via nigroestriatal ao estriado dorsal) me-
sencefélicas podem ser moduladas por sinais humorais peri-
féricos reguladores da fome e da saciedade (insulina, leptina,
grelina, etc.) (Figlewicz et al., 2003; Liu e Borgland, 2015;
Volkow et al., 2017). Neste sentido, um estudo mostrou que
camundongos nocautes para o receptor de grelina submeti-
dos a restricdo alimentar apresentaram menor ativagio da
area tegmental ventral durante a atividade antecipatdria ao
alimento (Lamont et al., 2012). Assim, é razoavel supor que
a ativagdo/inativacdo do sistema dopaminérgico central por
sinais humorais periféricos junto com as evidéncias tratadas
anteriormente colocam o sistema dopaminérgico como uma
possivel parte do sistema circadiano sincronizado por ali-
mento (ver Lartigue e McDougle, 2019).

Estudos de lesdo também foram empregados para
investigar a participacdo da drea postrema e no nucleo para-
braquial no tronco encefélico em ratos. No caso de lesoes da
area postrema, a atividade antecipatdria persistiu (Davidson

etal., 2001a). Lesoes do nucleo parabraquial, no entanto, di-
minuiram drasticamente a antecipagéo do ritmo de tempera-
tura e da atividade direcionada ao comedouro (Davidson et
al. 2000). Os autores discutiram a possibilidade desta estru-
tura se constituir como uma via de entrada para o oscilador
sincronizado por alimento (assumindo sua localizagdo no
sistema nervoso central), como uma via de saida (assumindo
a localizagdo do oscilador em 6rgéos periféricos), ou mesmo
conter o proprio oscilador. Um trabalho mais recente mostra
a persisténcia da expressdo de c-fos no nucleo parabraquial
em ratos, dias apds o término do regime de restricdo alimen-
tar (Blum et al., 2012a), ou seja, a continuagido da ativagéo
mesmo depois da retirada da pista sincronizadora.

Dois estudos com ratos mostraram a extin¢do da an-
tecipagdo do ritmo de temperatura mas ndo da atividade
locomotora apds remogao da hipéfise (Davidson e Stephan,
1999) ou ap6s lesdo do cortex infralimbico, estrutura rela-
cionada ao controle autondmico (Recabarren et al., 2005).
Inversamente, a antecipagdo do ritmo de temperatura ao
horério de alimenta¢do se mantém intacta em camundon-
gos nocautes para orexina ou para o receptor D1 de dopa-
mina, que apresentam diminui¢do significativa da atividade
antecipatoria. (Kaur et al., 2008; Gallardo et al., 2014). Es-
ses estudos indicam uma dissociagdo dos sistemas de saida
controlados pelo oscilador sincronizado por alimento, uma
vez que os efeitos de manipulagdes experimentais podem ser
diferentes para diferentes ritmos.

Os ritmos circadianos sdo regulados por um con-
junto de genes, denominados genes-relogio, que interagem
entre si formando alcas de auto-regulacido que ciclam com
periodo proximo de 24 horas (Takahashi, 2016). Esta base
molecular, por sua vez, regula a expressao das diversas fun-
¢oes fisiologicas (Takahashi, 2016; Atger et al., 2017; Pilorz
et al,, 2018). A identificagdo dos genes-reldgio se constituiu
também como uma ferramenta para caracterizar osciladores
circadianos em varios tecidos, além do NSQ (Brandstaetter,
2004; Guilding e Piggins, 2007). A busca pelo oscilador sin-
cronizado por alimento tem se baseado também na identifi-
cacdo de estruturas sensiveis ao horario de alimenta¢do ao
examinar a expressao dos genes-relogio. Considerando o rit-
mo de expressdo dos genes-relogio, varios estudos utilizando
ratos e camundongos mostram a sincronizagao de estrutu-
ras centrais e tecidos periféricos ao horério de alimentacéo.
As areas centrais incluem ntcleos hipotalamicos (arqueado,
ventromedial, paraventricular e dorsomedial), areas do tron-
co encefalico (nucleo do trato solitario, drea postrema), e es-
truturas corticolimbicas (amigdala, formacdo hipocampal e
cortex pré-frontal) (Mieda et al., 2006; Angeles-Castellanos
et al., 2007; Verwey et al., 2007; Feillet et al., 2008; Verwey e
Amir, 2009).

Com relagdo aos orgdos periféricos, o horario de
alimentagao é uma pista temporal capaz de sincronizar o fi-
gado, o pancreas, os rins, o estdbmago e o tecido adiposo em
camundongos (Damiola et al., 2000; Zvonic et al., 2006; Le-
sauter et al., 2009). Também em camundongos, a secre¢do de
insulina parece ser um sinal relevante para a sincronizagéo
do oscilador hepatico ao horério de alimentagéo (Tahara et
al., 2011; Dang et al., 2016; Oishi et al., 2017). Recentemente,
Chavan et al. (2016) sugeriram a participagdo do figado na
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sincroniza¢do por alimento através da producdo de corpos
cetdnicos que agiriam como sinalizadores para o sistema
nervoso central em camundongos.

Os estudos utilizando lesao de dreas especificas no
sistema nervoso central informaram onde o oscilador sin-
cronizado por alimento “néo estd contido”. Refor¢ado pelos
resultados que mostram a responsividade de diversos sitios
ao horério de alimentagdo, hoje o conceito de um sistema
com elementos multiplos mediadores da sincronizagdo por
alimento parece mais aceitavel. Nos tltimos anos, a discus-
sdo se tornou mais sistematica no sentido de entender o os-
cilador sincronizado por alimento como um sistema de mul-
tiplos componentes, no qual varios autores propdem mode-
los para explicar sua organizagao (Carneiro e Araujo, 2009;
Aguilar-Roblero e Diaz-Muiloz, 2010; Silver et al., 2011;
Blum et al., 2012b), embora sugestdes neste sentido tenham
sido discutidas anteriormente (Mistlberger e Rusak, 1988;
Escobar at al., 1998). Nosso grupo, especificamente, propds
um modelo tedrico no qual a flutuagéo de vérios sinais hu-
morais seria um elemento fundamental para o ajuste do os-
cilador sincronizado por alimento, composto por uma rede
de estruturas do sistema nervoso central (Carneiro e Araujo,
2009).

Ainda que saibamos hoje que o horério de alimen-
tagdo modifica a atividade de orgdos e tecidos periféricos,
assim como de dreas no sistema nervoso central, ndo temos
o conhecimento de onde, de fato, o sistema oscilador estd
localizado. No caso deste sistema estar contido na periferia, é
imprescindivel a existéncia de alguma via de sinaliza¢io para
o sistema nervoso central. Neste caso, definiriamos concei-
tualmente esta sinalizacdo como uma via de saida do oscila-
dor. Caso o oscilador esteja localizado no sistema nervoso
central, a sinalizagdo periférica seria definida como uma via
de entrada (Davidson, 2009).

Possiveis Vias para o Sistema Nervoso Central

Dentro do tema da sincronizagido por alimento, o
foco dos estudos tem sido a busca pelo oscilador sincro-
nizado por alimento. Paralelamente, pesquisas tém agora
buscado entender quais sdo as pistas ambientais e inter-
nas relacionadas com a ingestao de alimento importantes
para a sincroniza¢do. Como também, quais sdo as vias que
conduzem informagéo sobre a disponibilidade de alimen-
to para as estruturas cerebrais responsaveis pela expres-
sdo de variaveis sincronizadas ao hordrio de alimenta¢ao?
Esta sinalizagdo estaria relacionada a respostas durante a
fase cefalica da digestdo, ou a sinais pds-prandiais?

No que concerne as possiveis vias de entrada
para o sistema nervoso central, podemos elaborar pelo
menos duas hipdteses, ndo necessariamente excludentes:
1) A sinalizagdo ocorre através de sinais neurais e/ou hu-
morais modificados pela presen¢a de alimento no sistema
digestdrio; e 2) A informagéo a respeito da disponibilida-
de de alimento ¢ transmitida ao sistema nervoso central
antes e durante a ingestdo, por exemplo, através de sinais
olfativos e/ou gustativos.

Considerando a hipétese 1, um possivel papel do
nervo vago na sincronizagdo por alimento foi estudado
por Comperatore e Stephan (1990). Os autores mostraram

que ratos com seccionamento do nervo vago submetidos
a restri¢do alimentar continuavam exibindo atividade an-
tecipatoria ao horario de alimentagdo. Posteriormente,
Davidson e Stephan (1998) lesionaram vias aferentes néo-
-vagais utilizando inje¢Oes intraperitoneais de capsaicina
(em razdo de seu efeito neurotdxico), mostrando que as
mesmas ndo sio essenciais para a sincronizagao por ali-
mento em ratos, uma vez que os animais também manti-
nham a antecipagéo.

Varios estudos apontam para a importancia de
multiplos sinais humorais no controle da ingestao de ali-
mento (Coll et al., 2007; Cummings e Overduin, 2007;
Kim et al., 2014). Estes sinais variam ao longo das 24 h
do dia, e alguns como grelina, leptina, insulina e GLP-1
(glucagon-like peptide-1), ajustam-se ao hordrio de ali-
menta¢do durante regimes de restricdo alimentar (Diaz-
-Muiioz et al., 2000; Bodosi et al., 2004; Martinez-Merlos
et al., 2004; Drazen et al., 2006; Vahl et al., 2010). Consi-
derando a ativagdo de diversas dreas no sistema nervoso
central (hipotalamicas e ndo hipotalamicas) em resposta
ao hordrio de alimenta¢io, n6s propusemos um modelo
tedrico no qual o oscilador sincronizado por alimento é
constituido por uma rede de estruturas centrais sincroni-
zadas direta e indiretamente por sinais humorais periféri-
cos associados a ingestdo de alimento (Carneiro e Araujo,
2009). A sinaliza¢do pds-prandial seria o sinal temporiza-
dor para este sistema, e incluiria por exemplo o aumento
da glicose plasmatica e da secre¢do de insulina, leptina,
colecistocinina, peptideo YY, e a redugdo da secregdo de
grelina (Carneiro e Araujo, 2009; Carneiro et al., 2010;
Carneiro et al., 2012).

A possivel fungdo destes sinais na sincroniza-
¢do por alimento tem sido explorada em anos recentes.
Szentirmai et al. (2010) mostraram que a delegdo do
gene codificador da grelina ndo extingue a antecipagdo
ao alimento medida através da temperatura corporal, da
atividade locomotora e do ritmo de sono-vigilia. Similar-
mente, Gunapala et al. (2011) mostraram que a atividade
antecipatdria ao alimento permanece conservada em ca-
mundongos nocautes para leptina ou grelina. Por outro
lado, camundongos nocautes para o receptor de grelina
diminuem o nivel de atividade antecipatdria (Blum et al.,
2009; Davis et al., 2011; Verhagen et al., 2011), ou necessi-
tam de um maior nimero de dias para o estabelecimento
da atividade antecipatoria (Lamont et al., 2014). Além dis-
s0, 0 uso de antagonistas do receptor de grelina diminui
a intensidade da atividade antecipatdria ao alimento em
ratos (Verhagen et al. 2011). Em contraste, ratos que ndo
expressam receptores funcionais para o hormonio leptina,
exibem atividade antecipatéria ao alimento de forma exa-
cerbada (Mistlberger e Marchant, 1999) e camundongos
submetidos a inje¢do crdnica de leptina diminuem o nivel
de atividade antecipatdria (Ribeiro et al. 2011), indicando
que grelina e leptina podem ter papéis moduladores opos-
tos na expressdo da atividade antecipatoéria ao alimento,
sendo a leptina um modulador negativo e a grelina um
modulador positivo. Ademais, pesquisas sdo necessarias
para investigar possiveis efeitos destes hormonios na fase
da atividade antecipatdria ao alimento.
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Com relagdo a insulina, Davidson et al. (2002)
mostraram que animais com destrui¢do das células B do
pancreas (produtoras de insulina) continuavam a expres-
sar atividade antecipatdria ao alimento, embora uma dife-
renga visual no ritmo de atividade motora pareca presen-
te. Como discutido anteriormente, a insulina parece atuar
como um sinalizador para a sincroniza¢do do oscilador
hepdtico (Tahara et al., 2011; Dang et al., 2016; Oishi et
al., 2017). A inexisténcia de outros estudos avaliando o
efeito da insulina na atividade antecipatéria ao alimento
dificulta elaboracdo de conclusdes sobre o seu papel neste
fenémeno.

Na linha da hipétese 2, Coleman e Hay (1990) in-
vestigaram se ratos andsmicos (com epitélio olfativo lesio-
nado através de sulfato de zinco) perdiam a capacidade de
exibir atividade antecipatdria. O resultado foi negativo, os
animais continuavam exibindo antecipagdo aos horarios
de alimentagdo. Resultado semelhante foi também obtido
por Davidson et al. (2001b) em ratos que tiveram o bulbo
olfatério removido. Os dois estudos partiram da hipétese
de que a informacéo olfativa é importante para a sincro-
niza¢éo por alimento, mas mostraram que tal sinalizagdo
nao é unicamente responsavel pela antecipacao. Recen-
temente, entretanto, nosso grupo de pesquisa encontrou
evidéncias de que a estimulagdo didria com odor induz
atividade antecipatdria leve em ratos com alimentagdo
temporalmente restrita (Carneiro et al., 2019), o que pode
indicar o sistema olfatdrio como parte do sistema de sin-
cronizagdo circadiana por alimento. Também em traba-
lho recente, Pavlovski et al. (2018) mostraram que a lesdo
do epitélio olfativo com sulfato de zinco (como realizado
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por Coleman e Hay [1990]), extingue ou diminui drasti-
camente a atividade antecipatoria ao alimento em camun-
dongos. De fato, um corpo de evidéncias demonstra que o
sistema olfatorio é sensivel aos horéarios de alimentagio, o
que é observado pela sincroniza¢ido de genes relogio e de
c-fos (marcador de atividade neuronal) no bulbo olfatério,
no tubérculo olfatdrio e no cortex piriforme em coelhos e
roedores (Nolasco et al., 2012; Caba et al., 2014; Olivo et
al., 2014; Patton et al., 2014).

Além disso, Abraham et al. (2013) mostraram
que, em camundongos com lesdo do NSQ, a apresenta-
¢do didria de uma mistura de odores (baunilha, banana,
abacaxi, nozes e floral) promove resposta na atividade lo-
comotora, com alguns individuos apresentando o padrio
de locomocio ajustado ao horario de estimulagdo de for-
ma antecipatdria. Neste caso, o odor estd determinando
um padriao comportamental atuando em sistemas neurais
que ndo incluem o NSQ. Em coelhos recém-nascidos, a
apresentacio didria do feromonio mamario sincroniza a
atividade locomotora e a temperatura corporal, mas nio
parametros metabolicos (Montufar-Chaveznava et al.,
2013), o que sugere um efeito sincronizador direto no sis-
tema nervoso central, sem a participa¢do de osciladores
periféricos.

O papel do sistema gustatorio na atividade anteci-
patdria ao alimento tem sido escassamente explorado.
Um estudo mostrou que ratos mantidos com alimentagédo
regular (ragdo) a vontade nio apresentam atividade ante-
cipatéria a ingestdo didria de uma refeicdo palatavel ndo
nutritiva, sugerindo que a estimulac¢do gustatdria por si s6
ndo gera antecipacao (Mistlberger e Rusak, 1987).

Sistemas Sensoriais
(olfagio, gustagio)

S

Digestio e
Absorcio

Nervoso Central
(Osciladores

Sistema Digestorio
(Osciladores Periféricos)

© 0

Sistema

Centrais)

Ritmos /\/

Comportamentais

inais Neurais e
Humorais
Pos-Prandiais

Ritmos f\/

Fisiologicos

Figura 3. Modelo tedrico esquematico do processo de sincronizagdo por alimento. A figura indica possiveis meca-

nismos de sincronizagdo de reldgios centrais e perifé

ricos, sinalizagdo entre periferia-sistema nervoso central, e a

interacdo dos osciladores para gerar ritmos sincronizados ao episdédio de alimentagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na sincronizagao por alimento, o uso de lesdes na
busca pelo oscilador como uma estrutura discreta de-
monstrou que muitas dreas nao sao individualmente ne-
cessarias para 0 processo, uma vez que sua remo¢ao nao
elimina a atividade antecipatdria ao alimento. Entretanto,
com o advento de técnicas celulares, genéticas e molecula-
res, observou-se que a ritmicidade nestas dreas é sensivel
ao horério de alimentac¢io. A falha em identificar, através
de lesdes, uma drea especifica no sistema nervoso central
essencial para a sincroniza¢éo por alimento pode indicar
redundancia na organiza¢éo neural associada a expressdo
da atividade antecipatéria ao alimento. Desta maneira,
o organismo disporia de mecanismos compensatorios
promovendo a antecipagdo apesar da auséncia de uma
regido neural especifica ou de uma determinada via de
sinalizagdo. Ao se identificar também tecidos periféricos
sensiveis aos horarios de alimentacédo, hoje o processo de
sincronizagdo por alimento comega a ser entendido como
um fendmeno que envolve a coordenacéo da atividade de
varios osciladores circadianos (periféricos e centrais), que
regulam a fisiologia e o comportamento (figura 3).

Desvendar o sistema circadiano sincronizado pela
alimenta¢do em animais também pode ser relevante para
entender os efeitos de horérios de alimentagdo em huma-
nos. Estudos recentes revelaram que a manipulagéo da ja-
nela temporal de alimentag¢do didria pode promover me-
lhora no peso corporal, no metabolismo e em pardmetros
cardiovasculares em seres humanos (Melkani e Panda,
2017; Patterson e Sears, 2017; Sutton et al., 2018).
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Abstract. Amphisbaenians are an intriguing group of fossorial reptiles, with about 200 known species
distributed in South America, Caribbean, western Mexico, Florida, Africa, Iberian Peninsula, Anatolia, and
Middle East. In this article, we present a general view on their biology, including their main morphological
characteristics, current diversity, and the advances in the knowledge regarding their origin and evolutionary
relationships, based on recent studies on paleontology, phylogenetic systematics, and biogeography.
Keywords. Amphisbaenia; biodiversity, worm-lizard, reptiles, Squamata.

Quem sio as anfisbénias?

Os Squamata compdem 96,5% da diversidade de
répteis viventes, com mais de 11.000 espécies atualmente
reconhecidas (Uetz et al., 2019). Habitam quase todas as
massas continentais do planeta, a exce¢ao daquelas mais
frias e algumas ilhas (Vitt e Caldwell, 2014). A ocupagido
dos mais variados nichos ecoldgicos por esses animais esta
atrelada a adaptagdes morfoldgicas diversas. Uma delas, a
formagdo de um corpo serpentiforme — alongado e com
a redugao ou perda de membros — evoluiu ao menos 25
vezes no grupo (Wiens et al., 2006). As serpentes sao os re-
presentantes mais conhecidos e diversificados, com mais
de 3.700 espécies viventes (Uetz et al., 2019), mas cons-
tituem apenas uma das linhagens de Squamata serpenti-
formes. As demais sdo formadas por uma série de grupos
de “lagartos”, representantes de diferentes familias, como
Anguidae, Cordylidae, Dibamidae, Gymnophthalmidae,
Pygopodidae e Scincidae (sensu lato), além das anfisbé-
nias (Amphisbaenia) (Wiens et al., 2006).

As anfisbénias sdo animais de habitos fossoriais
(subterraneos). Alimentam-se principalmente de artro-
podes como formigas, cupins, larvas de besouros (Cruz
Neto e Abe, 1993; Esteves et al., 2008) — algumas espécies,
porém, sao especializadas em consumir apenas larvas ou
moluscos (Pregill, 1984; Al-Sadoon et al., 2016; Baeckens

et al.,, 2017). As anfisbénias sdo oviparas, a exce¢do da
espécie africana Trogonophis wiegmanni (vivipara) — ha
indicios de que os taxons africanos Loveridgea e Mono-
peltis também apresentem viviparidade. As ninhadas sao
pequenas, em média com 2-6 ovos/filhotes (Andrade et
al., 2006). Os poucos estudos disponiveis indicam que a
maturidade sexual ¢ atingida entre aproximadamente 2 e
3,5 anos de idade e o ciclo reprodutivo das fémeas é em
geral bienal ou trienal (Bons e Saint-Girons, 1963; Papen-
fuss, 1982; Martin et al., 2011).

Algumas caracteristicas morfoldgicas tnicas
permitem a identificagio de uma anfisbénia mesmo por
leigos. Seu tegumento é formado por uma série de estrei-
tos anéis, cada qual constituido por varias pequenas es-
camas retangulares, chamadas “segmentos” (Gans, 1978;
Vitt e Caldwell, 2014) — em geral, cada dois anéis cor-
porais correspondem a uma vértebra (Gans, 1978). Esse
aspecto externo anelado, somado ao pequeno tamanho de
muitas espécies pode ter dado origem ao nome popular
em inglés, worm lizard (“lagarto-verme”).

Um detalhe importante do tegumento das anfis-
bénias reside no fato dele possuir poucas conexdes com o
tronco. Com a agao de musculos especializados, cria-se um
movimento retilineo telescopico, similar ao de um acor-
deao, e 0 animal se locomove dentro das galerias subterra-
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neas (Gans, 1978; Pianka e Vitt, 2003). Esses tuneis sdo es-
cavados com movimentos da cabega, cujo cranio é robus-
to, formado por poucos 0ssos, os anteriores em geral com
suturas digitiformes, que aumentam a resisténcia (Gans,
1978) (Figura 1). As anfisbénias, portanto, conseguem es-
cavar solos com diferentes niveis de compactagao, uma ha-
bilidade compartilhada apenas com as serpentes asiaticas
da familia Uropeltidae. Os demais escamados fossoriais
geralmente se deslocam por solos arenosos, pouco com-
pactados, ou utilizam galerias ja existentes (Gans, 1968).

Figura 1. Cranio de Amphisbaena fuliginosa (A) e

Leposternon  microcephalum  (B)  (Amphisbaeni-
dae) em vista lateral (superior) e dorsal (infe-
rior). (Modificado de: http://www.digimorph.org/).

A cauda das anfisbénias é curta e usualmente
arredondada, razdo pela qual em diferentes paises elas
sdo chamadas de cobra-de-duas-cabecas, culebra-de-dos-
-cabezas, vibora-de-dos-cabezas, ou two-headed-snake
(Aleman, 1952; Klappenbach, 1960; Riley, 1986; Mateus
et al, 2011). Esses mesmos nomes também remetem
a tendéncia da popula¢io em confundir as anfisbénias
com serpentes, até mesmo considerd-las pegonhen-
tas ou venenosas (Loveridge, 1941; Mateus et al., 2011).

Outra caracteristica marcante sio os olhos reduzi-
dos, geralmente simples pontos escuros sob uma escama de
cada lado da cabega, as vezes indistinguiveis (Gans, 1978).
Trata-se de outra adaptagdo a vida subterranea, motivo
para mais nomes populares (alguns compartilhados com
serpentes e cecilias) como cobra-cega, blind schleiche, ciega,
culebrita ciega, ou vibora ciega (Marcgrave, 1648; Stejneger,
1904; Gans e Mathers, 1977; Bernarde, 2012) (Figura 2).

Figura 2. Amphisbaena alba (Amphisbaenidae), uma
das maiores espécies de Amphisbaenia. Note o tegumen-
to formado por anéis de escamas, o olho reduzido, a
cauda com formato similar a cabe¢a. Foto: Henrique
C. Costa.

Da mesma maneira que observado em outros
escamados serpentiformes, as anfisbénias possuem adap-
tagdes morfoldgicas em alguns érgios, que sdo alongados.
No caso dos drgaos pares, como os rins e as gonadas, o do
lado direito tende a ter uma posi¢ao mais cranial. Curiosa-
mente, nas anfisbénias o pulmaéo direito é reduzido ou au-
sente, enquanto em outros vertebrados terrestres serpen-
tiformes 0 mesmo ocorre com o pulmio esquerdo (Gans,
1978; Navega-Gongalves, 2009).

Quatro tipos gerais de formato de cranio (e con-
sequentemente de cabeca) evoluiram em Amphisbaenia,
mais de uma vez e de forma independente (Gans, 1968; Ke-
arney, 2003; Kearney e Stuart, 2004) (Figura 3). O primeiro
morfotipo, mais diverso em niimero de espécies, apresenta
uma cabeca arredondada (round-headed), usada como um
ariete para escavar o solo, em um padrido de movimenta-
¢do considerado ndo-especializado (Gans, 1968; Kearney,
2003). O segundo morfotipo possui o cranio comprimido
lateralmente em forma de quilha (keel-headed), escavando
galerias por meio de movimentos laterais alternados da
cabega (Gans, 1968; Kearney, 2003). O terceiro morfoti-
po é representado por espécies com o focinho deprimido
dorso-ventralmente, deixando a cabeca em forma de pa
(shovel-headed), que escava o solo por meio de uma série
de movimentos, for¢ando a cabeca para frente e depois
para baixo e para cima, também utilizando a regido pei-
toral para compactagdo (Gans, 1968; Kearney, 2003; Hohl
et al., 2014). Por fim, o quarto morfotipo, unico sem re-
presentantes americanos, apresenta a cabeca em forma de
cunha ou pa quadrada (spade-headed), escavando a partir
de movimentos oscilatérios (Gans, 1968; Kearney, 2003).
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Figura 3. Os diferentes formatos de cabe¢a de Amphis-
baenia (vista dorsal e lateral). A) forma de pa

(shovel-headed) (Monopeltis anchietae); B) forma de
quilha (keel-headed) (Amphisbaena kingii); C) forma
de cunha ou pa quadrada (spade-headed) (Agamodon
anguliceps); D) forma redonda (round-headed)
(Amphisbaena munoai). Modificado de Broadley et
al. (1976), Gans e Rhodes (1964), Gans (1960, 1966).
Reproduzidas com autorizagdo de Department of Li-
brary Services, American Museum of Natural History.
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Um grupo de trés espécies endémicas do Méxi-
co, pertencentes ao género Bipes (Gnicos representantes
viventes da familia Bipedidae), além de apresentar olhos
relativamente bem desenvolvidos (Kearney, 2003), pos-
sui uma caracteristica ndo observada em nenhuma outra
anfisbénia: a presen¢a de membros anteriores (Figura 4).
Localmente conhecidas como culebritas con manitas (Bo-
gert, 1964), essas espécies utilizam as patas dotadas de
garras para auxiliar a entrada no solo a partir da superfi-
cie, mas ¢ a cabecga que realiza a maior parte da escavagio
do tanel em si (Gans, 1968).

Figura 4. Exemplar de Bipes tridactylus (Bipedi-
dae), espécie com membros anteriores desenvolvi-
dos. Foto: Matthieu Berroneau (http://www.mat-
thieu-berroneau.fr/). Reproduzida com autoriza¢ao.

Embora os membros anteriores estejam presen-
tes apenas em Bipes, as espécies das familias Blanidae e
Trogonophidae, encontradas no Velho Mundo, possuem
elementos de cintura escapular (Kearney, 2002). Por outro
lado, todos os géneros de anfisbénias possuem elemen-
tos de cintura pélvica (Kearney, 2002). Usualmente, esses
elementos ndo passam de um par de ossiculos alongados,
mas em Bipes e Blanus estdo presentes em forma vestigial
0 isquio, ileo, pubis e fémur (Kearney, 2002).

Diversidade subterranea

Sdo reconhecidas hoje cerca de 200 espécies de
Amphisbaenia (Uetz et al,, 2019), distribuidas em seis fa-
milias: Amphisbaenidae (Africa subsaariana, América do
Sul, Panama e Caribe), Bipedidae (peninsula de Baja Ca-
liférnia e costa sudoeste do México), Blanidae (Peninsu-
la Ibérica, Marrocos, Turquia, ilhas do mar Egeu, Iraque,
Siria e Libano), Cadeidae (Cuba), Rhineuridae (Fldrida,
EUA) e Trogonophidae (norte e chifre da Africa e leste da
peninsula ardbica) (Vitt e Caldwell, 2014) (Figura 5). Até
recentemente, as espécies hoje incluidas em Blanidae e
Cadeidae eram consideradas membros de Amphisbaeni-
dae (Kearney, 2003; Vidal et al., 2008).

Amphisbaenidae é a familia mais diversa, com
cerca de 180 espécies, das quais 74 ocorrem no Brasil, pais
com maior riqueza de anfisbénias (Uetz et al., 2019). Os
seguintes géneros sdo atualmente reconhecidos: Ancylo-
cranium (3 spp.), Baikia (1 spp.), Chirindia (5 spp.), Cy-
nisca (20 spp.), Dalophia (6 spp.), Geocalamus (2 spp.),
Loveridgea (2 spp.), Monopeltis (20 spp.) e Zygaspis (8
spp.) na Africa; Amphisbaena (~100 spp.), Leposternon

(11 spp.) e Mesobaena (2 spp.) na América e Caribe (Vitt
e Caldwell, 2014). Até 2009, os géneros Anops, Aulura,
Bronia e Cercolophia eram reconhecidos, tendo sido sino-
nimizados com Amphisbaena com base em analises filo-
genéticas com dados moleculares, apds ser constatado que
ndo eram monofiléticos e seus caracteres ditos diagndsti-
cos serem homoplasticos, ou seja, oriundos de evolugdo
convergente (Mott e Vieites, 2009). Leposternon, embora
monofilético, também se tornara sindénimo de Amphis-
baena por se aninhar dentro deste (Mott e Vieites, 2009).
Porém, esta hipdtese de relagdo filogenética néo foi am-
plamente aceita por taxonomistas que estudam o grupo
(Ribeiro et al.,, 2011, 2018). Uma vez que esta situagdo faz
de Amphisbaena um taxon parafilético, estudos posterio-
res poderdo resolver a questdo, provavelmente dividindo-
-0 novamente em diversos géneros, porém, monofiléticos.
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Figura 5. Distribuicdo geografica atual das familias
de Amphisbaenia. Mapa por Natalia U. C. P. Ferreira.

A excecdo do morfotipo com cabega em forma
de cunha, os outros trés tipos de formato de cabeca sdo
encontrados em Amphisbaenidae. As demais familias
com distribui¢do americana possuem diversidade muito
menor que Amphisbaenidae. Rhineuridae é composta
por uma unica espécie com cabega em forma de p4, Rhi-
neura floridana (Vitt e Caldwell, 2014). Cadeidae possui
duas espécies de cabeca arredondada (Cadea blanoides) e
tendendo a quilhada (C. palirostrata). Bipedidae tem trés
espécies, Bipes biporus, B. canaliculatus e B. tridactylus,
as quais, como comentado acima, intrigam pela presenca
de membros anteriores (Kearney, 2003; Vitt e Caldwell,
2014).

Blanidae possui sete espécies reconhecidas, todas
com cabega arredondada e bastante parecidas morfologi-
camente: Blanus alexandri, B. aporus, B. cinereus, B. met-
tetali, B. strauchi, B. tingitanus e B. vandellii. A primeira
e a ultima foram espécies recém-descritas com base es-
sencialmente em dados moleculares (Sindaco et al., 2014;
Ceriaco e Bauer, 2018). Por fim, Trogonophidae apresenta
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seis espécies em quatro géneros: Agamodon anguliceps, A.
arabicus, A. compressus, Diplometopon zarudnyi, Pachyca-
lamus brevis, e Trogonophis wiegmanii (Uetz et al., 2019).
A excegdo da ultima, que possui cabega arredondada, as
demais sdo as inicas espécies com o morfotipo de cabeca
em forma de cunha (Kearney, 2003).

Os nomes Amphisbaena e Amphisbaenia

A taxonomia animal teve seu inicio oficial em
1758, com a publicagdo da 10* edi¢do de Systema Natu-
rae per Regna Tria, de Carl von Linné (Carolus Linnaeus)
(Linnaeus, 1758; International Commission on Zoological
Nomenclature, 1999). Neste livro, ele descreve as espécies
Amphisbaena fuliginosa e Amphisbaena alba, com base em
exemplares da América do Sul, possivelmente do Surina-
me (Hoogmoed, 1973). Amphisbaena deriva do grego an-
tigo e pode ser traduzido como “que caminha para os dois
lados” Trata-se de uma palavra que por séculos foi utili-
zada na Europa para identificar um lendario animal com
duas cabegas, por vezes citado como pegonhento (Came-
ron e Gans, 1977). Seu primeiro registro escrito estd na
tragédia grega Agamemnon, de Esquilo (séculos V e VI
a.C.), quando Cassandra profetiza o assassinato do rei por
sua esposa, Clitemnestra (Cameron e Gans, 1977): “What
awful monster suits her? A snake? An amphisbaena with a
head at either end?” (Johnston, 2017) (em traducio livre:
“Que monstro horrivel combina com ela? Uma serpente?
Um anfisbena, com uma cabega em cada extremidade?”)
(Figura 6). A anfisbena da antiguidade, porém, parece ter
sido baseada em uma espécie real, Blanus strauchi, encon-
trada no Mediterraneo (Cameron e Gans, 1977; Sindaco et
al., 2014).

O nome cientifico Amphisbaena (do qual deriva
Amphisbaenia) tem entdo uma origem que remete mais a
figura do animal lendario de duas cabegas do que a capa-
cidade das anfisbénias reais em se deslocarem para frente
ou para tras. Essa ideia pode ser reforcada ao observarmos
outros nomes adotados por Linnaeus que também reme-
tem a criaturas lendarias, como Cerastes, Dipsas, hipnale e
scytale (McNamee, 2000).

Figura 6. Egito incita a hesitante Clitemnestra a ma-
tar Agamenon adormecido. Oleo de Pierre-Narcis-
se Guérin, 1817 (Wikipedia / Dominio publico).

Classificac¢io confusa

Quando Linnaeus descreveu e classificou as pri-
meiras anfisbénias em 1758 (Amphisbaena fuliginosa e A.
alba), considerou-as como serpentes. Ao longo do século
XIX, diversos autores publicaram classificagdes de répteis,
geralmente considerando as anfisbénias como lagartos
ou mesmo um grupo a parte, que em geral contava com
outras formas serpentiformes. A presenca de hemipénis e
algumas caracteristicas osteologicas deixavam clara a pro-
ximidade evolutiva entre anfisbénias, serpentes e lagartos.
Porém, seguiram-se pelo século XX discussdes sobre sua
classificagao como um grupo distinto daqueles dois ou
como parte do ultimo (Gans, 1978).

Na década de 1970 passou a vigorar a ideia de
que os Squamata sdo compostos por trés grupos: Amphis-
baenia, Sauria (ou Lacertilia) e Serpentes (Gans, 1978).
Mas, analises cladisticas mostraram um panorama onde
alguns grupos de lagartos sio mais proximamente relacio-
nados as anfisbénias ou as serpentes que dos demais la-
gartos, deixando o nome Sauria/Lacertilia sem significado
filogenético (Estes et al., 1988).

Apesar dos avangos, permanecia a duvida com
relagdo a qual o grupo evolutivamente mais proximo de
Amphisbaenia. Nao havia uma resposta conclusiva, em-
bora a maioria dos estudos baseados em dados morfolé-
gicos indicasse um parentesco mais estreito com outros
grupos de corpo alongado, como Dibamidae, ou mesmo
Serpentes (Kearney, 2003; Conrad, 2008). Nos tultimos
anos, contudo, a inclusdo de dados genéticos alterou dras-
ticamente a visdo sobre as relagdes evolutivas de Squama-
ta. No que se refere as anfisbénias, tem sido sustentada a
hipétese de que os lagartos da familia Lacertidae consti-
tuem seu clado-irmao vivente (Harris et al., 1999; Vidal e
Hedges, 2005; Pyron et al., 2013; Reeder et al., 2015).

Origem misteriosa

Além do tegumento formado por uma série de
escamas arranjadas em anéis, as anfisbénias podem ser
diagnosticadas por caracteres osteoldgicos cranianos
(Kearney, 2003), quatro deles considerados exclusivos:
(1) presen¢a de um grande dente medial no pré-maxilar;
(2) véomer sobreposto ao palatino, se estendendo poste-
riormente ao nivel do contato maxilar-ectopterigoéide; (3)
ramo quadrado do pterigéide curto e pequeno, envolven-
do-se firmemente ao redor da superficie pdstero-medial
do quadrado; (4) forame Optico inteiramente dentro do
orbito-esfenodide (Gauthier et al., 2012).

Essas caracteristicas 0sseas sdo importantes es-
pecialmente para a classificacdo de fosseis, os quais em
geral sdo fragmentados. O registro fdssil de Amphisba-
enia é relativamente extenso na era Cenozodica, mas nao
¢ distribuido geograficamente ou taxonomicamente de
maneira uniforme. Poucos sdo os fosseis de Amphisbae-
nidae; para a Africa é conhecido apenas Lophocranion ru-
singensis, do Mioceno inferior (23-15,9 milhdes de anos)
do Quénia (Charig e Gans, 1990). Ja na América do Sul,
o registro fossilifero de Amphisbaenidae é bem mais re-
cente, datando do Plioceno (5,3-2,6 m.a) ao Pleistoceno
(2,6-0,01 m.a) (Gans e Montero, 1998; Torres e Montero,
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1998; Scanferla et al., 2006; Camolez e Zaher, 2010; Albino
e Brizuela, 2014).

Fésseis de Trogonophidae tém sido reportados
para o Mioceno inferior (23-15,9 m.a.) do Quénia (Kear-
ney, 2003) e Plioceno superior (3,6-2,5 m.a.) do Marrocos
(Bailon, 2000). Nao ha registro fossil de Cadeidae (Ke-
arney, 2003). Anniealexandria gansi, do Eoceno inferior
(55,8-48,6 m.a.) dos EUA (Smith, 2009), foi recentemente
classificada como um Bipedidade, sendo o primeiro fossil
conhecido para a familia — Anniealexandria sp. do Eo-
ceno francés (Augé, 2012), teria sido mais provavelmente
um Blanidae (Longrich et al., 2015). Rhineuridae, atual-
mente com apenas uma espécie vivente, possui um amplo
registro fossil que percorre quase 65 milhdes de anos do
Paleoceno ao Pleistoceno da América do Norte, em es-
pecial o oeste estadunidense (Kearney, 2003; Hembree,
2007). Existem registros fosseis de Blanidae no norte da
Africa (Rage, 1976; Bailon, 2000; Augé, 2012) e princi-
palmente na Europa, a partir do Paleoceno superior (~60
m.a.) (Augé, 2012; Folie et al., 2013; Bolet et al., 2014;
Cernansky et al., 2015; Longrich et al., 2015).

Trés familias de Amphisbaenia sdo conhecidas
unicamente por espécimes fdsseis: Oligodontosauridae
inclui apenas Oligodontosaurus wyomingensis (Paleoceno
médio, ~62 m.a.), Chthonophidae inclui apenas Chthono-
phis subterraneus (Paleoceno inferior, 65,5-60 m.a.), am-
bas dos EUA (Longrich et al., 2015). Polyodontobaenidae
foi descrita para agrupar duas espécies da Europa, Polyo-
dontobaena belgica (Paleoceno inferior, 65,5-60 m.a.)
(Figura 7) e Camptognathosaurus parisiensis (Paleoceno
superior, 60-55,8 m.a.) (Folie et al., 2013), mas ha indicios
de se tratarem de Blanidae basais (Longrich et al., 2015).
Esses fosseis, juntamente com Plesiorhineura tsentasi
(Rhineuridae) (Paleoceno médio, EUA) sao os mais anti-
gos indiscutivelmente atribuidos a Amphisbaenia (Folie et
al., 2013; Longrich et al., 2015; Rej e Sullivan, 2015). Além
desses, algumas anfisbénias fésseis ainda permanecem
com suas relagdes filogenéticas nao esclarecidas e também
sdo registradas em diferentes épocas do Paledgeno (65,5
23 ma.a) da Africa (Bailon, 2000; Augé e Rage, 2006; Rage
et al., 2013) e Asia (Borsuk-Bialynicka, 1991).

Figura 7. Polyodontobaena belgica (Paleoceno infe-
rior), um dos fdsseis mais antigos de Amphisbaenia
(65,5-60 milhdes de anos). Dentario esquerdo em
vista dorsal (A1), lingual (A2) e labial (A3) e dentéario
direito em vista dorsal (B1), lingual (B2) e labial (B3).
Modificado de (Folie et al., 2013) (CC BY-NC-SA 3.0).

Considerando-se apenas fdsseis “bem preser-
vados”, Spathorhynchus fossorium (Figura 8) constituido
por um cranio dos EUA datado do Eoceno médio (~50
m.a.), é tratado como o mais antigo fdssil conhecido de
Amphisbaenia (Berman, 1973; Miiller et al., 2016). Atu-
almente classificado como um Rhineuridae, S. fossorium
provavelmente exibia olhos bem desenvolvidos, indicados
pela presenca de drbita ocular. Essa caracteristica poderia
sugerir que a redugdo dos olhos ocorreu posteriormente
na histéria evolutiva das anfisbénias. Contudo, um estudo
recente sugere que a Orbita ndo seria uma caracteristica
ancestral (plesiomorfia) do grupo, mas teria re-evoluido
no clado composto por Spathorhynchus e outros dois géne-
ros fosseis, Dyticonastis e Hyporhina (Miller et al., 2016).

Figura 8. Spathorhynchus fossorium (Eoceno médio),
um dos fosseis mais bem preservados de Amphisba-
enia. Cranio em vista lateral. Repare a presenca de
orbita preservada. Fonte: http://www.digimorph.org/

A descoberta de Sineoamphisbaena hexatabularis
(Figura 9), um fdssil chinés datado do Cretaceo superior
(Campaniano, 83,5-70,6 m.a.), parecia clarear um pouco a
histéria de origem das anfisbénias, sendo considerado seu
mais antigo representante (Wu et al., 1993, 1996, 1997).
Mas, estudos subsequentes contestaram a proposta (Gao
e Hou, 1996; Gao, 1997). Embora néo exista um consenso
quanto a posic¢do filogenética de S. hexatabularis, o fossil
nao ¢ mais considerado uma anfisbénia (Kearney, 2003;
Conrad, 2008; Gauthier et al., 2012).

Outro fossil ainda mais antigo, Hodzhakulia
magna, da Mongolia, datado do Cretaceo inferior (Al-
biano, 112-99,6 m.a.), descrito com base em um maxilar,
também chegou a ser considerado o representante mais
antigo de Amphisbaenia (Gao e Hou, 1996), posi¢ao atu-
almente rejeitada (Alifanov, 2016). Vértebras fossilizadas
encontradas na Espanha, datando do Cretaceo superior
(Maastrichtiano, 70,6-65,5 m.a.), sio consideradas como
pertencentes a anfisbénias por alguns autores, mas a clas-
sificacdo é questionada por outros (Augé, 2012).

Ainda permanece um mistério como seria o an-
cestral comum mais recente de Amphisbaenia e como o
corpo alongado e a perda de membros teriam evoluido
no grupo. Aos poucos, novas pecas vao se encaixando no
quebra-cabecas, mas algumas parecem contar histérias di-
vergentes. Em 2011, o fdssil quase completo de um lagar-
to do Eoceno médio da Alemanha (Lutetiano, 48,6-40,4
m.a.), parecia fornecer respostas para a questdo da origem
das anfisbénias. Cryptolacerta hassiaca foi descrito como
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possuindo caracteristicas intermedidrias entre Amphisba-
enia e Lacertidae, grupo de lagartos que tem sido sugerido
como linhagem irma das anfisbénias (Miiller et al., 2011).
Cryptolacerta teria sido um lagarto de habitos criptozoi-
cos, mas ndo fossoriais, ou seja, seria um habitante de se-
rapilheira. Sua morfologia sugere ainda que modificagdes
na estrutura craniana teriam evoluido antes do alonga-
mento do corpo e da redugido de membros na linhagem
que daria origem a Amphisbaenia (Miiller et al., 2011).

Figura 9. Sineoamphisbaena hexatabularis (Creta-
ceo superior), anteriormente considerado a mais
antiga Amphisbaenia. Imagem em vista dorsal
Foto: Xiao-Chun Wu (editada). Escala: 10 mm.

Um ponto relevante é que a idade geoldgica de
Cryptolacerta é mais recente que a de anfisbénias do Pa-
leoceno (Tatanda, 2016). Portanto, deveriam haver fosseis
mais antigos que preenchessem as lacunas da evolugéo das
anfisbénias. E o caso de Slavoia dareviskii, que possuiria
um parentesco evolutivo mais proximo com as anfisbénias
que Cryptolacerta. Oriundo do Cretaceo Superior (Cam-
paniano, 83,5-70,6 m.a.) da Mongdlia, S. dareviskii foi
descrito em 1984, e desde entao foi relacionado a diversos
grupos de “lagartos” (Talanda, 2016). Com aproximada-
mente 50 exemplares conhecidos (cranio e/ou pés-cranio),
S. dareviskii teria sido uma espécie de habitos fossoriais
ou semi-fossoriais, possuia um tronco nio alongado, com
quatro membros, e duas caracteristicas consideradas até
entdo exclusivas de Amphisbaenia (o vomer amplamente
sobreposto ao palatino e o ramo quadrado do pterigdide
ao redor do quadrado), além de outras caracteristicas ndo
exclusivas (Tatanda, 2016, 2017) (Figura 10).

O panorama atual sugere que Cryptolacerta
hassiaca nao seria grupo-irmdo de Amphisbaenia, mas
membro de uma linhagem proxima a Lacertidae, que te-
ria desenvolvido de forma convergente algumas adapta-
¢Oes para fossorialidade (Longrich et al., 2015; Talanda,
2016). Os estudos com Slavoia dareviskii sugerem que 0s
ancestrais das anfisbénias teriam passado inicialmente por
modificagdes na porgao anterior do cranio, que tornaram
o focinho mais compacto, uma adaptagéo para escavagio
utilizando a cabega (Talanda, 2016). O pescoco se tornou
mais curto, com sete vértebras em vez de oito. De maneira
similar, o nimero de vértebras caudais diminuiu, tornan-
do a cauda mais curta. Os membros posteriores sofreram

redugdo, inicialmente com a perda de digitos, enquanto
os anteriores tornaram-se mais robustos, possivelmente
auxiliando na escavagao, tal como se observa em Bipes.
Essas modificacdes teriam precedido a evolugdo do corpo
alongado (Tatanda, 2016, 2017).

Figura 10. Um dos fésseis de Slavoia dareviskii,
possivel grupo-irmdao de Amphisbaenia (A) e
sua reconstru¢do paleoartistica (B). Foto: Ma-
teus Talanda / Wikimedia Commons. Ilustra-
¢do: Tatanda (2017) (CC BY 4.0). Escala: 10 mm.

Viagens transcontinentais

Nosso entendimento sobre a biogeografia de
Amphisbaenia esta intimamente relacionado ao conhe-
cimento das relacdes filogenéticas entre as familias, além
das informagdes disponiveis pelo registro fossil. Até o
inicio do século XXI eram reconhecidas as familias Am-
phisbaenidae, Bipedidae, Rhineuridae e Trogonophidae.
A tnica hipétese formulada para explicar o padrido bio-
geografico de Amphisbaenia era de que o grupo teria se
originado no oeste do Mediterraneo durante o Jurdssico
(199-145,5 m.a.), tendo as familias surgido por vicarian-
cia. As linhagens americanas e africanas de Amphisbaeni-
dae, por exemplo, teriam se separado durante a formagéo
do oceano Atlantico (Gans, 1990).

Em 2003, anélises baseadas em caracteres morfo-
légicos indicaram que Bipedidae seria a linhagem irma de
um grupo formado pelas demais familias de Amphisbae-
nia (Kearney, 2003). A cabe¢a com formato arredondado
e a presen¢a de membros anteriores seriam caracteristicas
plesiomorficas nas anfisbénias, tendo as demais formas de
cabeca e a perda dos membros evoluido posteriormente
(Kearney, 2003). Além disso, o género Blanus nio faria
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parte de Amphisbaenidae, como vinha sendo classificado,
mas formava uma linhagem irma do clado [Rhineuridae
[Amphisbaenidae, Trogonophidae]]. Assim, a familia Bla-
nidae foi criada para incluir Blanus (Kearney, 2003).

A presenga de Bipedidade e Blanidae como li-
nhagens basais e a ocorréncia majoritaria de foésseis no
Hemisfério Norte indicavam que as anfisbénias teriam
surgido na Laurdsia. A linhagem que deu origem a Am-
phisbaenidae teria se dispersado para Gondwana antes da
fragmentagdo do continente, o que justificaria a ocorrén-
cia da familia na América e na Africa. Assim, a origem de
Amphisbaenia dataria possivelmente do Jurassico supe-
rior ou Cretaceo inferior (~145 m.a.) (Kearney, 2003).

Anilises filogenéticas usando dados molecula-
res, contudo, mudaram o panorama sobre as rela¢des de
parentesco evolutivo entre as familias de Amphisbaenia, e,
consequentemente, sua historia biogeografica. Ao contra-
rio do que a morfologia sugeria, Rhineuridae seria a linha-
gem mais basal, ao passo que Bipedidae seria grupo-irmao
do clado [Amphisbaenidae, Trogonophidae] (Kearney
e Stuart, 2004; Macey et al., 2004). Esse resultado trazia
conclusdes interessantes: o ancestral comum mais recente
de Amphisbaenia possuiria membros anteriores desen-
volvidos, cintura pélvica vestigial, cabega arredondada e
as escamas peitorais nao diferenciadas, caracteristicas que
foram modificadas em diferentes ocasides, de forma inde-
pendente, ao longo da evolugdo do grupo (Kearney e Stu-
art, 2004). Os membros anteriores, por exemplo, teriam
sido perdidos de forma convergente em trés ocasides: em
Rhineuridae, em Blanidae e no ancestral comum mais
recente de Amphisbaenidae e Trogonophidae (Kearney e
Stuart, 2004); a denti¢do acrodonte, observada apenas em
Trogonophidae, seria uma caracteristica apomorfica desta
familia (Macey et al., 2004).

Uma vez que os dados genéticos reforcavam Am-
phisbaenidae como monofilética, ganhava for¢a a hipodtese
de que esta familia teria se originado antes da formagao
do oceano Atlantico, hd pelo menos 80 milhdes de anos.
Além disso, as relagdes de parentesco entre as familias pa-
reciam reforcar a ideia de uma origem de Amphisbaenia
anterior a fragmentac¢do da Pangea, cerca de 200 milhoes
de anos atras (Macey et al., 2004; Hembree, 2006). Um
estudo posterior incluiu pela primeira vez dados genéti-
cos de Cadea em uma analise filogenética, indicando que
esse género endémico de Cuba é mais relacionado a Blani-
dae que a Amphisbaenidae (onde vinha sendo incluido);
assim, a familia Cadeidae foi criada para Cadea (Vidal et
al., 2008) — posteriormente foi sugerido que Cadeidae é
grupo-irmao de [Amphisbaenidae, Trogonophidae] (Lon-
grich et al,, 2015) (Figura 11).

O uso de datagdes do tempo de divergéncia por
meio de relogio molecular trouxe uma impactante hipdte-
se sobre a biogeografia de Amphisbaenia, antes considera-
da invidvel devido ao habito fossorial do grupo (Hembree,
2006): algumas linhagens se dispersaram atravessando o
oceano Atlantico (Vidal et al. 2008; Longrich et al., 2015).
Os dados mais recentes apontam a origem de Lacertibae-
nia (Lacertidae + Amphisbaenia) préximo do limite Jurds-
sico-Cretaceo (145,5 m.a.), na Laurasia. Amphisbaenia teria

surgido no Cretaceo Inferior (145,5-112 m.a.), na Amé-
rica do Norte. A grande radiacédo do grupo teria ocorrido
no limite Cretaceo-Paledgeno (K-Pg, 65,5 m.a.), apds a
chamada quinta extingdo em massa, que teria eliminado
competidores e predadores, possibilitando a expansdo
geografica de Amphisbaenia (Longrich et al., 2015). As
familias Rhineuridae, Chthonophidae e Oligodontosauri-
dae surgem no registro fossil pouco apds o limite K-Pg,
onde hoje se localiza os EUA, ao passo que Bipedidae é
registrada a partir do Eoceno Inferior (55,8-48,6 m.a.)
(Longrich et al., 2015).

Rhineuridae
Chthonophidae T
Oligodontosauridae t

Bipedidae
_: Blanidae

Cadeidae
_E Trogonophidae

Amphisbaenidae

Figura 11. Relagdes filogenéticas entre as fami-
lias de Amphisbaenia viventes e fosseis (1), ba-
seado em Longrich et al, (2015) (Polyodonto-
baenidae considerado sin6nimo de Blanidae).

Entre 63,6-61,6 m.a., no Paleoceno Inferior, o
ancestral de Blanidae teria se dispersado da América do
Norte para a Europa via oceano Atlantico. Outra disper-
sao oceanica teria ocorrido na mesma época, ha 64,7-56
m.a., quando o ancestral de Afrobaenia (Amphisbaenidae
+ Trogonophidae) ou talvez de Afrobaenia + Cadeidae
chegou a Africa a partir da América do Norte (Longrich
et al., 2015). Na Africa teriam surgido as familias Trogo-
nophidae e Amphisbaenidae. Entre 43,4 a 35,6 m.a., um
ramo de Amphisbaenidae se dispersou para a América do
Sul, de onde também chegou ao Caribe entre o Eoceno e
Oligoceno (34,7-30 m.a.). Por volta de 37 m.a. o ancestral
que daria origem a Cadeidae se dispersou da Africa para o
Caribe. E possivel ainda que esta familia tenha surgido de
um ancestral que dispersou direto da América para Cuba,
mas a existéncia de fésseis morfologicamente proximos
a Cadeidae no Paleoceno africano ddo menos suporte a
hipétese do ancestral americano (Longrich et al., 2015)
(Figura 12).

A auséncia de pontes de terra ligando os continentes
dentro dos periodos atribuidos pelo relégio molecular para
a disperséo transcontinental das linhagens de Amphisbaenia,
sugere apenas uma alternativa, as balsas naturais (Longrich et
al., 2015). Por mais estranho que possa parecer, balsas natu-
rais cruzando o oceano ja foram observadas, em caso recente,
transportando iguanas entre ilhas (Censky et al., 1998; Hedges
e Conn, 2012). Alguns meses seriam necessarios para uma bal-
sa formada por restos de vegetacdo (troncos, raizes, etc.) atra-
vessar o Atlantico, mas isso ndo inviabilizaria a travessia de
anfisbénias; afinal, tratam-se de animais ectotérmicos com
baixa necessidade energética e que se alimentam principal-
mente de invertebrados, os quais possivelmente também
teriam sido transportados nas balsas (Vidal et al., 2008).
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Figura 12. Dispersdes oceanicas de Amphisbaenia ao
longo do Paleoceno. (1) dispersao do ancestral de Bla-
nidae da América do Norte para a Europa, 63,6-61,6
m.a.a. (2) dispersio do ancestral de Afrobaenia (ou
de Afrobaenia+Cadeidae) da América do Norte para
a Africa, 64,7-56,0 m.a.a. (3) dispersio do ancestral
de Amphisbaeninae da Africa para a América do Sul,
43,4-35,8 m.a.a. (4) dispersio do ancestral de Ca-
deidae da Africa ou da América do Norte para Cuba,
37,2-0,0 m.a.a. (5) dispersio de Amphisbaeninae para
o Caribe, 34,7-30,0 m.a.a. Baseado em Longrich et al.
(2015) sobre mapas de Scotese (2016) representan-
do parte do planeta hd A) 66 m.a. (Cretaceo-Paleo-
geno), B) 40 m.a. (Eoceno) e C) 30 m.a. (Oligoceno).

Por que estudar anfisbénias?

As anfisbénias sdo animais detentores de caracte-
risticas morfoldgicas unicas e diversos aspectos de sua bio-
logia e histdria evolutiva ainda sdo pouco compreendidos.
A escassez de informagdes contribui para os chamados
déficits de biodiversidade, que acabam por impactar nega-
tivamente estratégias de conservagdo (Hortal et al., 2015).
Superar lacunas de conhecimento é fundamental para re-
duzir as perdas de biodiversidade, um dos grandes desa-
fios da humanidade neste século (Ceballos et al., 2015).
No caso especifico das anfisbénias, o habito fossorial di-
ficulta seu estudo, tornando-as um grupo negligenciado.
Muitas espécies aparentemente tém distribuicdo restrita
(Meiri et al., 2018) e estima-se que 20% estejam ameaca-
das de extin¢ao (Bland e B6hm, 2016). Pesquisar os mais
variados aspectos da biologia de Amphisbaenia é essencial
para garantir sua preservacio e evitar a perda de impor-
tante diversidade filogenética e funcional. Indo além, ao
estudar esses animais, podemos entender melhor como o
corpo serpentiforme e os hébitos fossoriais evoluiram em
diferentes linhagens de répteis (Wiens et al., 2006), testar
como a vida sob o solo impde limitagdes morfofisioldgicas
(Gans, 1978; Abe e Johansen, 1987; Navas, 2004; Al-Sado-
on etal., 2018), a influéncia de barreiras ambientais e geo-
graficas da superficie no fluxo génico de criaturas subter-
raneas (Albert et al., 2007; Salvi et al., 2018), dentre outras
hipéteses. Considerando ainda que anfisbénias em geral
se alimentam de “engenheiros do solo” como formigas e
cupins (Esteves et al., 2008) e parecem auxiliar na aeragdo
do solo (Collen et al., 2008), ha de se investigar também o
seu impacto na dindmica dos ecossistemas subterraneos.
Por fim, a biomecanica das anfisbénias para a escavagdo
tem até mesmo inspirado o desenvolvimento de mecanis-
mos roboticos (Thakoor e Kennedy, 1998). Assim, talvez
a pergunta correta a se fazer seja: por que ndo estudar as
anfisbénias?
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Resumo. O objetivo foi descrever as alteragdes morfofisioldgicas dos testiculos de Salminus hilarii
durante o ciclo reprodutivo anual. Os animais foram coletados na Bacia do Alto Tieté entre as cidades de
Salesopolis e Biritiba Mirim (SP). As anélises macro/microscépicas dos testiculos permitiram classificar
o desenvolvimento em trés estadios (pré-espermatogénico, espermatogénico e regressao) e identificar
seis tipos celulares (espermatogodnias, espermatdcitos, espermatides, espermatozoides, células de
Sertoli e Leydig). As concentragcdes plasméticas de estrégeno/progestdgeno ndo variaram durante
o ciclo reprodutivo. Entretanto, os andrégenos, testosterona e 11-cetotestosterona, aumentaram
progressivamente com a maturacao testicular (alteragdao do epitélio germinativo continuo para
descontinuo) e concomitantemente com o aumento do indice gonadossomético. Estes resultados
morfofisioldgicos sugerem que o periodo reprodutivo ocorre entre os meses de setembro a fevereiro.
Palavras-chave. tabarana; reprodugéo; estradiol; testosterona; 11-cetotestosterona.
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Abstract. The objective was to describe the morphophysiological changes of Salminus hilarii
testis during the annual reproductive cycle. The animals were collected in the Alto Tieté River
Basin between Salesépolis and Biritiba Mirim cities (SP). Macro/microscopic analyzes of the testes
allowed the classification of three stages (prespermatogenic, spermatogenic and regression) and
six cell types (spermatogonia, spermatocytes, spermatids, spermatozoa, Sertoli and Leydig cells).
The plasma concentration of estrogen/progestogen did not change during the reproductive cycle.
However, androgens, testosterone and 11-ketotestosterone increased progressively with testicular
maturation (continuous germ-to-discontinuous epithelial changes) and concomitantly with increased
gonadosomatic index. These morphophysiological results suggest that the reproductive period occurs
between the months of September to February.

Keywords. tabarana; reproduction; estradiol; testosterone; 11-ketotestosterone.

Introdugao

A tabarana Salminus hilarii (Valenciennes, 1850),
pertence a classe Actinopterygii, Familia Characidae (Or-
dem Characiformes), distribuindo-se nos rios das bacias
do Alto Parand, Sao Francisco e Tocantins, sendo encon-
trada também nos rios das bacias do Alto Amazonas e
Alto Orinoco (Lima et al., 2007; Marceniuk & Hilsdorf,
2010). S. hilarii é uma espécie carnivora (piscivora), de
porte médio, voraz, apresentando duas séries de den-
tes conicos, pontiagudos e com as pontas voltadas para

o interior da boca (Lima et al., 2007). Possui coloragdo
branca-prateada, nadadeira caudal vermelha, nadadeiras
peitorais, pélvicas, dorsal e anal levemente tingidas de
vermelho. S. hilarii é uma espécie migradora (peixe de
piracema), ou seja, precisa durante um determinado pe-
riodo do ciclo reprodutivo, subir até as cabeceiras dos rios
para a reproducédo (Honyji et al., 2009, 2011a). Essa migra-
¢d0 é necessaria para o desenvolvimento de suas gonadas,
maturagao e posteriormente a desova (Honyji et al., 2013;
Moreira et al., 2015).



32 Honji, R. M.; Amaral, J. S.; Borella, M. I.; Batlouni, S. R. & Moreira, R. G

O Rio Tieté nasce em Salesopolis/SP, aproximada-
mente a 95 km da Capital do Estado e a partir do munici-
pio de Mogi das Cruzes/SP, devido a poluigao industrial e
esgoto sem tratamento comeca a apresentar problemas na
qualidade de suas aguas. Desta forma, desde a nascente
em Salesdpolis até a regido de Mogi das Cruzes, pode-
-se dizer que o Rio Tieté apresenta apenas um pequeno
trecho onde as espécies icticas sobrevivem sem maiores
problemas. S. hilarii j& foi encontrada em abundancia
nos Rios Tieté e Pinheiros e em seus afluentes, em tre-
chos da Capital, como relatado por von Ihering (1929)
que comenta uma grande piracema de tabaranas no Rio
Tamanduatei (afluente do Rio Tieté), em que um grande
nimero de individuos invadiu a vérzea do rio e centenas
de quilos da espécie foram capturadas pelos pescadores.
No entanto, hoje em dia, S. hilarii esta reduzida a poucos
cardumes, confinada em alguns quilémetros desse rio e
seus tributdrios. Outro fato agravante é que a bacia do
Alto Tieté apresenta atualmente muitos problemas, que
podem colocar em risco a qualidade da agua e a diversi-
dade da fauna e flora. Entre os problemas mais evidentes
para a ictiofauna estdo a polui¢ao e as barragens (reserva-
torios), sendo que estes ultimos causam grandes proble-
mas para as espécies reofilicas (Silva et al., 2006).

Os estudos sobre a biologia de S. hilarii eram espar-
sos e comegou a se alterar a partir de 2005, quando S. hi-
larii passou a ser utilizada como modelo de estudos fisio-
logicos na Regido da Bacia do Alto Tieté, relacionando-
-se ainda os aspectos ambientais dessa regido. Um novo
esfor¢o de trabalho vem sendo dirigido a esta importante
espécie, gerando conhecimento sobre a mesma e preen-
chendo lacunas no conhecimento biolégico desta impor-
tante espécie neotropical, como se constata nos trabalhos
sobre perfil de esteroides sexuais e expressao de fshf3 e Ihf3
em fémeas (Moreira et al., 2015), mobiliza¢do de substra-
tos energéticos em fémeas (Camargo, 2007), fecundidade
e desenvolvimento ovariano (Honji et al., 2009), caracte-
rizagdo histologica e imuno-histoquimica das células da
adeno-hipdfise de fémeas (Honji et al., 2013), efeitos do
bloqueio migratdrio no eixo hipdfise-goénadas de fémeas
(Amaral et al, 2007) e indugdo artificial a reproduc¢ao
em cativeiro (Honji et al., 2011a). Além desses estudos,
encontra-se disponivel na literatura especializada uma
abordagem geral da biologia reprodutiva (Andrade et al.,
2006; Takahashi, 2006), aspectos da sistematica e taxono-
mia (Lima et al., 2007) e alimentagdo (Villares Junior &
Goitein, 2015, 2016). Os trabalhos supracitados abordam
temas gerais dentro da biologia basica de fémeas de S. hi-
larii, mas nenhum estudo foi realizado até o momento,
com foco na biologia/fisiologia de machos desta espécie.

Nos machos de teledsteos, o controle fisioldgico da
sintese de esteroides sexuais é semelhante ao descrito para
as fémeas (que é mais descritos e estudado se comparado
aos machos). O hormoénio foliculo estimulante (FSH) e o
hormoénio luteinizante (LH) estimulam a esteroidogénese
testicular e espermatogénese, sendo os andrdgenos, tes-
tosterona (T) e 11-cetotestosterona (11-KT) produzidos
pelas células de Leydig no tecido intersticial dos testicu-
los, sendo, esses horménios gonadais os mais importantes

no desenvolvimento dos testiculos e das caracteristicas
sexuais secundarias nos machos (Grier, 1993; Levavi-
-Sivan et al., 2010; Schulz et al., 2010; Zohar et al., 2010).
Os estrogenos e os progestdgenos apesar de serem con-
siderados horménios “femininos” sdo comumente sin-
tetizados e secretados na corrente sanguinea em machos
de vertebrados, sendo que, em machos de teledsteos, os
estrogenos sdo sintetizados e secretados em baixas con-
centragdes plasmaticas e para os progestagenos hd refe-
réncias indicando um papel fundamental na espermiagio
e no inicio da proliferacao espermatogonial (Schulz et al.,
2010). Portanto, os esteroides sexuais apresentam um pa-
pel importante no controle da espermatogénese em pei-
xes teledsteos.

Levando em considera¢do essas informagdes, os
principais objetivos do presente estudo foram: 1) des-
crever os aspectos macro- e microscopico do desen-
volvimento testicular de S. hilarii; 2) relacionar o perfil
plasmiético dos esteroides sexuais (17[-estradiol (E),
17a-hidroxiprogesterona (17-OHP), testosterona (T) e
11-cetotestosterona (11-KT)) com o desenvolvimento
testicular. Os resultados obtidos no presente estudo, so-
mados ao conhecimento da biologia/fisiologia de fémeas
de S. hilarii, fornecem subsidios para aperfei¢oar o méto-
do de reprodugio induzida dessa espécie em pisciculturas
de conservagao, contribuindo para um melhor desempe-
nho reprodutivo em cativeiro, o que auxiliara no progra-
ma de repovoamento na Bacia do Alto Tieté e tributarios.

Materiais e Métodos
Coleta de machos de S. hilarii e amostragem bioldgica

Machos adultos de S. hilarii foram capturados por
pescadores artesanais no ambiente natural entre dois
pontos da Bacia do Alto Rio Tieté (Figura 1). O primeiro
ponto, os animais foram pescados na calha principal do
Rio Tieté (23° 32’ 45,3”S e 46° 08’ 03,2” W) e o segundo
ponto, na saida da barragem de Ponte Nova (também na
regido do Alto Rio Tieté) (230 34’ 36,5”S e 450 54 23,9”
W). A frequéncia de amostragem foi planejada de acordo
com o ciclo reprodutivo da espécie congenérica S. brasi-
liensis (Weingartner & Zaniboni-Filho, 2005) e fémeas de
S. hilarii (Honji et al., 2009). Os animais foram capturados
utilizando-se a pesca artesanal (vara e isca viva), e essas
coletas foram realizadas entre os meses de abril de 2004
e outubro de 2005, levando-se em considera¢io o estddio
do ciclo reprodutivo ao longo do ano. Entretanto, é im-
portante salientar que o nimero de animais, nas diferentes
fases do ciclo reprodutivo, coletados ao longo desse ciclo
nao foi homogéneo, pois, existiu uma dependéncia na cap-
tura pelos pescadores e pelo regime pluviométrico. Além
disso, a quantidade de fémeas capturadas nas campanhas
de amostragem (Honji et al., 2009) foi sempre superior a
quantidade de machos capturados (pré-espermatogénico
(n=4); espermatogénico (n=5) e regressio (n=7)). Adi-
cionalmente, a coleta dos animais no ambiente natural foi
realizada com licenca ambiental de captura do IBAMA
(licenga n° 125 de 29 de dezembro de 2004).

Os machos coletados foram imediatamente trans-
portados ao laboratdrio e anestesiados por imersido em
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agua contendo MS-222 (tricaina metanosulfonato, Sigma
Diagnostics INS, St. Louis M.O. USA) neutralizado com
bicarbonato de sédio na propor¢do de 1g/10L. Em segui-
da uma amostra de sangue foi coletada por pun¢io da
vasculatura caudal, com uso de seringas de 5 ml e agu-
lhas descartaveis previamente heparinizadas (Liquemine
- Roche®). O sangue coletado foi transferido para tubos
também heparinizados e centrifugado por 10 minutos a
655,2 g. Em seguida o plasma foi separado em aliquotas
e acondicionado em criotubos, congelado imediatamente
em gelo seco e posteriormente armazenado em freezer a
-80°C até as analises do perfil plasmatico dos esteroides
sexuais.

Posteriormente a coleta de sangue, o comprimen-
to total (L, em cm) e a massa corporal total (W, em g)
foram registradas e, logo apds este procedimento, os ani-
mais foram eutanaziados por sec¢do da medula espinhal
de acordo com o Comité de Etica Animal da Universidade
de Mogi das Cruzes (CEMEA 0.28.04). Os animais foram
dissecados e os testiculos foram rapidamente removidos,
pesados (W, em g) e o ter¢o médio do I6bulo direito do
testiculo foi fixado em solu¢do de Bouin acético por 24
horas. O indice gonadossomatico (IGS) [IGS = (Wg /W) x
100] (Vazzoler, 1996) e as analises histologicas foram uti-
lizadas para a classificagao do desenvolvimento testicular
de S. hilarii.

Andlises histolégicas

Para as analises histoldgicas, os testiculos fixados fo-
ram processados de acordo com a metodologia descrita
por Honji et al. (2009). Rapidamente, as amostras fixadas
foram desidratadas gradualmente com uma série crescen-
te de etanol, clareadas e diafanizadas em dimetilbenzeno
(xilol), infiltradas e incluidas em Paraplast (Erv-Plast; Er-
viegas Instrumental Cirdrgico, Sdo Paulo, Brasil) e os cor-
tes de 5pm de espessuras foram realizados em micrétomo
(Leica - RM/2155, equipado com laminas descartaveis).
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Os cortes obtidos foram montados em laminas com poli-
-lisina (Poly-Lysine Solution - Sigma Diagnostics INS, St.
Louis M.O. USA) diluida em 1:3 (em 4gua destilada), para
auxiliar a fixacdo dos cortes nas lAminas. Posteriormen-
te, as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(Behmer et al., 1976). Em seguida, o material foi nova-
mente desidratado, diafanizado e montado com laminula
e goma Damar. As laminas foram analisadas sob micros-
copia de luz (Leica DM1000) e documentadas em um sis-
tema de captura de imagens (cdmera Leica DFC295 e sof-
tware de captura de imagens Application Suite Professional
Software, LAS V3.6).

Andlises dos esteroides sexuais plasmdticos

O perfil plasmético de E, 17-OHP, T e 11-KT foram
quantificados por elisaimunoensaio (Enzyme Linked Im-
muno Sorbent Assay - ELISA). ParaE, 17-OHP e T (Diag-
nostic Systems Laboratories, Texas, USA) e para 11-KT
(Cayman Chemical Company, Michigan, USA), as anélises
foram realizadas em duplicata com “kits” comerciais. As
leituras das absorbancias foram realizadas em leitora de
microplaca (Tecan Sunrise, NC, USA).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as especificagdes dos fabricantes. Um ensaio piloto
utilizando 3 diferentes dilui¢oes de 3 distintas amostras foi
realizado para estabelecer a melhor dilui¢ao de trabalho.
A validagdo dos kits comerciais para S. hilarii foi deter-
minado calculando os coeficientes de variagio (%CV) in-
tra- e inter ensaios, sendo que, o limite aceitavel para CV
foi <20,0 (Sink et al., 2008). Além disso, a metodologia de
ELISA ja foi validada para S. hilarii (Moreira et al., 2015).
Para o presente estudo, os limites para intra- e inter ensaio
foram (minimo-maximo): 0,69-14,76 e 3,32-16,54 % para
E;; 1,50-16,80 e 2,92-18,97 % para 17-OHP; 0,87-19,48 €
0,21-2,48 % para T; 0,15-15,49 e 0,75-1,21 % para 11-KT.
Os limites de deteccao dos ensaios (de acordo com os fa-
bricantes) foram: 10pg/ml para E, 50pg/ml para 17-OHP,
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Figura 1. Salminus hilarii: Representacao esquematica da Bacia do Alto Rio Tieté, apresentando a calha principal do Rio Tieté
entre as cidades de Biritiba Mirim (1) e a saida da Barragem de Ponte Nova, em Salesopolis (2). Fonte: DAEE (Departamento de

Aguas e Energia Elétrica).
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70pg/ml para T e 1,3pg/ml para 11-KT.

Andlises de dados

Para as andlises de resultados, o total de animais
coletados no presente estudo foi agrupado levando em
considera¢des os dados obtidos nas andlises histologicas
(mesmo estadio de maturagdo gonadal), nos valores de
IGS e nas caracteristicas macroscopicas dos testiculos (co-
loragdo e tamanho ocupado na cavidade abdominal dos
animais). Para as identificacbes das diferengas estatisti-
cas entre os estadios de maturac¢io gonadal, referente aos
dados morfométricos e ponderais (comprimento total e
massa corporea), dos valores de IGS e de IHS e do perfil
plasmatico dos esteroides sexuais (T, 11-KT, E, e 17-OHP)
foram realizadas andlises de variancia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de Tukeys. Adicionalmente, os dados
sdo apresentados como média + erro padrio da média
(Média + EPM) e as analises foram realizadas, utilizando-
-se 0 programa estatistico SigmaStat for Windows (Version
3.10 Copyright©).

Resultados

Todos os animais capturados neste estudo eram se-
xualmente maduros e apresentaram a nadadeira anal as-
pera, com presenca de espiculas. O comprimento total e
a massa corporea total variaram entre (minimo-maximo)
22,5 e 35,5 cm (com média de 27,10 + 1,0 cm) e 110,00 e
400,00 g (com média de 205,60 + 23,70 g). Os pardmetros
biomnétricos de S. hilarii coletados no ambiente natural
estdo apresentados na Tabela 1.

Desenvolvimento testicular: andlises macroscépicas e mi-
croscopicas

Os testiculos de S. hilarii sio 6rgaos pares, tubulares
e alongados e menores que os ovarios (observacio pes-
soal), e que durante o desenvolvimento se tornam esbran-
quicados.

As analises histoquimicas dos testiculos permitiram
identificar as células de linhagens germinativas. Essa iden-
tificagdo foi realizada obedecendo-se a ordem do processo
espermatogénico, com base nas caracteristicas observadas
na microscopia de luz, além das estruturas testiculares
(caracteristicas morfologicas do citoplasma, nucleo e ta-
manho das células):

Espermatogénias: sdo as maiores células da linha-
gem germinativas se comparadas com espermatocitos e
espermatides. Sdo as células mais féceis de serem identi-
ficadas no epitélio germinativo devido ao seu tamanho,
por serem esféricas e por apresentarem nucleo grande de
posicdo central (Figura 2a). O citoplasma dessas células é
abundante e pouco corado;

Espermatdcitos: sdo células germinativas bem me-
nores se comparados com as espermatogdnias, devido a
diminui¢édo do volume citoplasmatico (Figura 2a). O nu-
cleo ainda ¢é central e essas células ainda continuam em
ninhos delimitados pelas células de Sertoli. O citoplasma
desta célula é pouco distinguivel, devido ao pequeno vo-
lume;

Espermatides: sdo as menores células que permane-

cem em cistos (pequenas células esféricas), possuem um
citoplasma escasso e sdo densamente coradas (Figura 2a);

Espermatozoides: essas células apresentam flagelos,
e no momento em que ocorre o rompimento dos cistos,
os espermatozoides sdo liberados para o tibulo semini-
fero (Figura 2b). Essas células também sdo densamente
coradas como as espermatides, mas nao se apresentam em
forma de cistos;

Células de Sertoli: o citoplasma dessa célula é escas-
s0, nucleo basdfilo e evidente. O aspecto morfoldgico é de
uma célula com forma piramidal e com um contorno ir-
regular, além do ntcleo na periferia da célula. E possivel
observar os prolongamentos dessas células (Figura 2c¢);

Tecido intersticial: nesse tecido foram observadas
células de musculatura lisa, vasos sanguineos, além das
células de Leydig, que possuem citoplasma aciddfilo (Fi-
gura 2d).

Adicionalmente, no compartimento dos testiculos
de S. hiarii, foi observado que as espermatogdnias estdo
distribuidas por toda sua extensao, podendo ser classifica-
do como do tipo espermatogonial irrestrito.

Criou-se uma escala de maturidade para os testi-
culos de S. hilarii, levando-se em consideragdes as obser-
vagdes macroscopicas e microscopicas, além dos valores
individuais de IGS. Abaixo segue a escala de maturidade
gonadal para S. hilarii:

Pré-espermatogénico: macroscopicamente os tes-
ticulos sdao pequenos, filiformes, apresentam coloragdo
esbranquicada, contorno irregular e estendem-se até a re-
gido anterior da cavidade abdominal. Microscopicamen-
te, os tubulos seminiferos apresentam cistos com células
germinativas em diferentes fases de desenvolvimento (es-
permatogonias, espermatocitos e espermatides), além de
apresentar um epitélio germinativo continuo (Figura 3a),
ou seja, em todo o contorno dos tubulos foi observada a
presenca de cistos germinativos em toda a drea;

Maduro (espermatogénico): macroscopicamente
os testiculos ocupam um espago consideravel na cavida-
de abdominal e apresentam a coloragéo esbranquigada.
Adicionalmente, foi observada a presenca de espiculas na
nadadeira anal dos exemplares. Microscopicamente, os
limens dos tubulos seminiferos apresentam-se repletos
de espermatozoides, além de apresentar um epitélio ger-
minativo descontinuo (Figura 3b), no qual, observam-se
areas desprovidas de revestimento (cistos germinativos) e
areas onde permaneciam esses cistos com células em to-
das as fases de desenvolvimento;

Regressdo: macroscopicamente os testiculos apre-
sentam uma redug¢do de tamanho em relacio a fase ma-
dura, além de apresentar um aspecto hemorragico. Mi-
croscopicamente o didmetro dos ductos foi reduzido e
consequentemente, o volume testicular também ¢é reduzi-
do (Figura 3c) se comparado com o maduro (Figura 3d).
Além disso, neste estadio ¢ possivel observar que o epitélio
germinativo é descontinuo, com células de Sertoli e esper-
matogonias dispersas ao longo dos ductos.

Indice gonadossomdtico
Alteragoes no tamanho dos testiculos de S. hilarii
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durante o desenvolvimento gonadal foram macroscopi-
camente observadas e podem levar ao aumento da mas-
sa corporea total. Os valores médios do IGS aumentaram
apos o processo de maturagdo dos testiculos diminuindo
apenas no estagio de regressao. O valor de IGS foi de 0,78
+ 0,23% no estagio pré-espermatogénico, aumentando
para 5,13 + 0,58% no estagio maduro (estdgio espermato-
génico) e, em seguida, regredindo para 1,25 + 0,12% du-
rante o estagio de regressao. As analises de IGS durante o
ciclo reprodutivo mostraram um aumento significativo de
pré-espermatogénico para o estagio espermatogénico (P
< 0,001) e diminuiu para o estagio regressio (P < 0,001)
(Tabela 1).

Andlises dos esteroides sexuais plasmdticos

O perfil plasmatico dos esteroides sexuais, T, 11-KT,
E,, 17-OHP foram apresentados, respectivamente, nas fi-
guras 4 e 5.

As concentragdes plasmaticas de T e 11-KT fo-
ram baixas nos estadios pré-espermatogénicos e aumen-
taram nos estagios espermatogénicos e diminuiram nos
estagios de regressao (ambos P < 0,001) (respectivamente,
Figuras 4a e 4b).

Contrariamente aos androgenos, o perfil plasmatico
de E, ndo apresentou diferenga estatistica entre os distin-
tos estddios de maturagdo (P = 0,173) (Figura 5a). Assim
como, para 17-OHP, que também néo houve diferenca es-

tatistica entre os grupos experimentais (P = 0,357) (Figura
5b).

Tabela 1. Distribui¢do morfométrica e ponderal, indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomético (IHS) por estddio de matura-
¢ao gonadal de Salminus hilarii em ambiente natural. Os dados sdo apresentados por média + erro padrdo da media (M + EPM).
Valores seguidos por diferentes letras sdo significativamente diferentes entre os estadios de maturagdo gonadal (P<0.05).

Estadio de

Dk n Commme eamt 168 S
Pré-espermatogénico 4 28,50 +/- 1,54* 236,25 +/- 42,49 0,78 +/- 0,23* 0,74 +/- 0,10°
Espermatogénico 5 28,82 +/- 0,98° 248,00 +/- 28,35° 5,13 +/-0,58> 0,73 +/-0,12°
Regressao 7 25,00 +/- 1,76* 157,71 +/- 40,432 1,25 +/- 0,122 0,82 +/- 0,09°

Figura 2. Salminus hilarii: Secgdes histoldgicas apresentando as diferentes fases de desenvolvimento testicular e os diferentes
estadios de maturagdo gonadal: a) células testiculares: espermatogodnias (SG), espermatdcitos (SC) e espermdtides (ST); b) ductos
testiculares com espermatozoides (SZ); c) célula de Sertoli (S), notar os finos prolongamentos dessa célula (cabega de seta), esper-
matogdnias (SG) e espermétides (ST); d) tecido intersticial (TI), evidenciando as células de Leydig (asterisco). a-d: Hematoxilina

e Eosina. Barras: a,c,d = 20pm; b = 100um.
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Figura 3. Salminus hilarii: Secg¢des histologicas apresentando a alternancia de epitélios (continuo e descontinuo): a) epitélio
germinativo continuo (EGC), ducto (D) e tecido intersticial (TT); b) epitélio germinativo descontinuo (EGD) e espermatozoides
(SZ); c) aspecto microscopico de secgao transversal de testiculo, evidenciando os ductos com espermatozoides residuais (cabega
de seta) em estadio de regressdo; d) aspecto microscopico de secgdo transversal de testiculo, evidenciando os ductos (D) repletos
de espermatozoides (SZ) em estadio maduro (espermatogénico). a-d: Hematoxilina e Eosina. Barras: a,b = 100um; ¢,d = 300um.
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Figura 4. Salminus hilarii: Perfil plasmatico dos esteroides Figura 5. Salminus hilarii: Perfil plasmatico dos esteroides se-
sexuais por estddio de maturagdo gonadal: a) Testosterona; xuais por estddio de maturagdo gonadal: a) 17B-estradiol; b)
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erro padrdo da média (M + EPM). Valores seguidos por di- + erro padrdo da média (M + EPM).

ferentes simbolos sdo significativamente diferentes entre os
estadios de maturagdo gonadal (P<0.05).
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Discussao

Os machos de S. hilarii apresentaram nadadeira anal
aspera (com a presenca de espiculas), durante a fase de
maturagdo do ciclo reprodutivo, sendo que, ocorre varia-
¢do no grau de aspereza ao tato bem como na sua frequén-
cia em relagdo ao desenvolvimento gonadal. Caracteristica
de muitas espécies da familia Characidae, como reporta-
do em diversos trabalhos (Baldisseroto & Gomes, 2005;
Marceniuk & Hilsdorf, 2010). A presenca de espiculas na
nadadeira anal de individuos machos tem sido registrada
em algumas espécies de teledsteos da familia Characidae,
como por exemplo: S. brasiliensis (Weingartner & Zani-
boni-Filho, 2005), Astyanax altiparanae (Porto-Foresti
et al., 2005), Brycon orthotaenia (Sato et al., 2003), entre
outras espécies. A ocorréncia de nadadeira anal aspera
ao toque, tem sido considerada uma caracteristica sexual
secundaria tempordaria, presentes somente no periodo de
reproducdo (Porto-Foresti et al., 2005) e, portanto, pode
ser uma caracteristica utilizada para selecionar os machos
aptos para a reproduc¢io em cativeiro.

Em relagao as caracteristicas morfométricas dos ma-
chos de S. hilarii, se comparado com os dados de compri-
mento e de massa corporea de fémeas capturadas na mes-
ma regido do Alto Tieté (Honji et al., 2009), foi possivel
constatar que as fémeas apresentam tamanhos e massas
maiores do que os machos (40.7 cm para fémeas e 30.9 cm
para os machos). Este padrdo de crescimento entre ma-
chos e fémeas ¢é tipico de S. hilarii, sendo reportado ini-
cialmente por Godoy (1975), Takahashi (2006), Villares-
-Junior et al. (2007) e no presente estudo. As caracteris-
ticas gerais dos testiculos de S. hilarii, seguiram o mesmo
padrdo anatdmico da maioria dos teledsteos. Os testiculos
sdo drgdos bem menores que os ovarios, pares, tubulares
e alongados, que ao longo do desenvolvimento se tornam
esbranquigados, como constatado por Takahashi (2006)
para S. hilarii amostrados na regido média do Rio Tieté
(préximo ao municipio de Sorocaba/SP).

De uma forma geral, como o desenvolvimento testi-
cular também altera o tamanho do testiculo, consequen-
temente ocorreu uma alteragdo na massa corporea total
desses animais. Essa alteracdo de tamanho é observada
também nos valores de IGS, ou seja, conforme o animal
torna-se maduro, ocorre um aumento nos valores de IGS,
diminuindo no estadio regressdo. Takahashi (2006) tam-
bém relata que os maiores valores de IGS para os machos
foi encontrado nos animais no estadio maduro. Além dis-
so, é observado que os machos de S. hilarii permanecem
maduros por um periodo mais prolongado se comparados
com as fémeas e apresentam valores de IGS menores do
que as mesmas (Honji et al., 2009). O maior valor de IGS
encontrado no presente estudo foi no estddio maduro e
as analises histologicas dos testiculos mostraram que os
mesmos apresentam um epitélio germinativo descontinuo
e que estavam no estddio maduro, com a presenga de mui-
tos espermatozoides nos ductos.

A ocorréncia de machos de S. hilarii em estagio de
regressdo no ambiente natural, sugere que o rio Tieté passa
por alteracdes ambientais (por exemplo, baixa qualidade
de dgua, ou a presenca de poluentes) que refletem no ciclo

reprodutivo das espécies que habitam essa regido, como é
o caso de 8. hilarii. A presenca de machos em regressio no
ambiente natural, também estdo de acordo com Honji et
al. (2009), pois estes autores encontraram oocitos atrési-
cos em fémeas de S. hilaii (no mesmo periodo de amostra-
gem que os machos), sugerindo o mesmo problema para a
Bacia do Alto Rio Tieté.

Apesar da diversidade de espécies de vertebrados vi-
ventes, de acordo com Grier, (1993) e Schulz et al. (2010),
os testiculos dos vertebrados sdo classificados em 3 tipos,
de acordo com a organizagdo do compartimento germi-
nativo (tubular, tubular anastomosado e lobular). No caso
dos testiculos tubulares, o compartimento germinativo é
formado por tabulos, que ndo terminam na periferia do
testiculo e cujas extremidades estdo conectadas a um sis-
tema de ductos (rete testis). Esse tipo de testiculo (tubu-
lar) é encontrado em répteis, aves e mamiferos (amniotas)
(Grier, 1993). Com rela¢do a morfologia do compartimen-
to germinativo, a estrutura testicular de S. hilarii é cons-
tituida por uma rede de tibulos ramificados e anastomo-
sados que ndo terminam na periferia testicular em fundo
cego. Este tipo de testiculo é caracteristico de um testiculo
tubular anastomosado segundo Grier, (1993) e Parenti &
Grier (2004).

Ainda sobre a classificacio dos testiculos, Grier,
(1993) apresenta que a estrutura testicular dos teledsteos
pode ser dividida em dois grupos, de acordo com a dis-
tribuicdo das espermatogdnias ao longo dos testiculos.
O primeiro tipo é o espermatogonial restrito, ou seja, as
espermatogonias estdo confinadas na por¢do terminal
distal dos l6bulos, como observado nos Atheriniformes e
Cyprinodontiformes (Parenti & Grier 2004); e o segundo
tipo é o espermatogonial irrestrito, que neste caso, as es-
permatogonias estdo distribuidas por toda a extensdo dos
l6bulos, como em Percomorpha (Parenti & Grier 2004).
O compartimento germinativo dos testiculos de S. hilarii,
apresentou espermatogodnias distribuidas por toda a sua
extensdo, podendo ser classificado como do tipo esperma-
togonial irrestrito, como a maioria dos peixes teledsteos
considerados mais basal (Parenti & Grier 2004).

Os androgenos (T e 11-KT) sdo os hormonios que
estimulam o aparecimento de caracteres sexuais secunda-
rios nos machos, além de participar no comportamento
reprodutivo e diferenciagdo sexual (Schulz et al., 2010),
sendo produzidos pelas células de Leydig e sdo os hor-
monios mais importantes na espermatogénese em pei-
xes teledsteos (Birba et al., 2015). Para S. hilarii, o perfil
plasmatico de T e 11-KT também estdo de acordo com a
literatura especializada, pois esses esteroides gonadais va-
riaram de acordo com a maturagéo sexual, ou seja, ambos
aumentam durante a espermatogénese. Além disso, estes
resultados hormonais obtidos no presente estudo, podem
ser corroborados pelas analises microscdpicas, quando o
epitélio germinativo alternou-se de continuo para descon-
tinuo.

Apesar do perfil plasmético de E, em S. hilarii nao ter
variado durante o periodo reprodutivo, a agdo do E2 tem
sido bem documentada, apresentando multiplas fun¢oes
reprodutivas e ndo reprodutivas, como alteragdes metabo-

ib.usp.br/revista



38 Honji, R. M.; Amaral, J. S.; Borella, M. I.; Batlouni, S. R. & Moreira, R. G

licas, comportamentais e morfologicas durante o periodo
reprodutivo em fémeas de peixes teledsteos (Lange et al.,
2003; Young et al., 2005; Mennuet et al., 2005). E bem co-
nhecido que o E, produzido pelas células foliculares induz
as células hepaticas a sintetizar e secretar a vitelogenina
(Zohar et al., 2010; Levavi-Sivan et al., 2010; Mylonas et
al.,, 2010). Embora, o E, esteja listado como hormonio fe-
minino, muitos estudos mostraram a presen¢a de E, e seus
receptores em machos de espécies de vertebrados (Young
et al., 2005), no entanto, a especifica fun¢do do E, na re-
produciao de machos nio tem sido estabelecida. Segundo
Schulz et al. (2010), descrevem que o E, estd envolvido na
regulagdo da espermatogénese, via interagdo com as célu-
las de Sertoli, com a maior atividade ocorrendo nas fases
iniciais da proliferacdo espermatogonial. Esta informagao
foi observada no presente estudo, pois a concentragdo
plasmatica de E, em machos de S. hilarii foi ligeiramente
elevada no estagio pré-espermatogénico. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para confirmar esta regulacio da
espermatogénese em machos de S. hilarii.

O progestageno 17-OHP é o precursor do I7q,
20[3-dihydroxy-4-pregnen-3-one, considerado como o este-
roide responsavel pela indu¢do da maturagao final e ovu-
lagdo em peixes teledsteos (Zohar et al., 2010; Mylonas et
al., 2010; Moreira et al., 2015). No entanto, devido a falta
de imunoensaios especificos para 17a, 20B-dihydroxy-
4-pregnen-3-one em Characiformes (como é o caso de
S. hilarii), o perfil plasmatico do precursor, 17-OHP em
algumas espécies de fémeas de peixes neotropicais apre-
sentaram interessantes interpretagdes fisioldgicas (Amaral
et al., 2007; Honji et al., 2011b). Estes estudos supracita-
dos, sugerem que a falha na ovulagio e desova em fémeas
reofilicas quando sdo mantidas em cativeiro é devido a
falha na conversio de 17-OHP em 17a, 20B-dihydroxy-
4-pregnen-3-one. Para machos, estudos fisioldgicos das
possiveis funcdes de 17-OHP sdo escassos e necessitam de
maiores esfor¢os para elucidar as fungdes/participagdes
deste esteroide na fisiologia reprodutiva de peixes teleds-
teos. A tendéncia de altos valores de 17-OHP durante os
estagios de pré-espermatogénico e espermatogénico em
S. hilarii, sugerem a participa¢do dos progestagenos na
regulagdo de varias funcdes testiculares, como a indugio
a espermiacdo (observado em Samonidae) (Schulz et al.,
2010), aumento na produgdo de sémen (Yueh & Chang,
1997) e estimulagdo da motilidade dos espermatozoides
(Tubbs & Thomas, 2008).

Em resumo, o presente resultado da histologia dos
testiculos fornece a primeira caracterizagao histoldgica do
desenvolvimento de testiculos em S. hilarii no ambiente
natural na Bacia do Alto do Rio Tieté. A concentracio
plasmatica de T, 11-KT, E, e 17-OHP em machos suge-
rem sua participacio em diferentes estagios de maturagdo
gonadal do ciclo reprodutivo desta espécie e de maneira
semelhante ao observado em outros teledsteos estudados.
Além disso, mudangas no perfil de concentra¢do de hor-
monios plasmaticos refletem modificagdes na histologia
testicular também, sugerindo suas implica¢cdes na regula-
¢do de eventos de espermatogénese em S. hilarii. Como os
estudos que abordam o controle hormonal da reprodugio

em machos de peixes neotropicais sdo escassos e estudos
focados na identificagdo dos efeitos fisioldgicos e mecanis-
mo de acdo dos hormonios esteroide sexuais em S. hilarii
sdo inexistentes, acdes sdo necessarias para fornecer um
conhecimento detalhado da fisiologia reprodutiva desta
espécie e assim, ajudar a melhorar o manejo dessa espécie
em cativeiro fornecendo dados para o programa de repo-
voamento dessa espécie na Bacia do Alto Rio Tieté e seus
afluentes, pois S. hilarii apresenta varios problemas de dis-
funcéo reprodutiva quando mantidas cativeiro, principal-
mente as fémeas.
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