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RESUMO

As informacdes acerca da morfofisiologia reprodutiva das espécies de morcegos
Phyllostomus discolor e Artibeus planirostris s&o limitadas, sobretudo, no nordeste
brasileiro. Objetivou-se verificar os aspectos sazonais na reproducdo dessas
espécies, por meio de parametros histomorfométricos, imuno-histoquimicos e
hormonais no Municipio de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Através da
meteorologia estabeleceram-se meses secos (setembro a fevereiro) e chuvosos
(margo a agosto). Foram capturados machos adultos de P. discolor (n=12) — meses
secos (n=06) e chuvosos (n=06) —, e de A. planirostris (n=16) — meses secos (n=08)
e chuvosos (n=08). Coletaram-se 33 fémeas adultas de A. planirostris — inativas
(n=13), gravidas (n=08), lactantes (n=07) e pos-lactantes (n=05). Na
histomorfometria dos ovarios sé se consideraram as inativas. As fémeas de P.
discolor ndo foram consideradas, porque a quantidade capturada néo foi suficiente
para as devidas analises. Apds a anestesia, amostras de sangue foram obtidas para
dosagem de testosterona (nos machos) e estrogeno (nas fémeas). Depois da
eutanasia, os testiculos, os epididimos e os ovarios foram coletados, processados e
as laminas produzidas foram submetidas as andalises em microscopia éptica. Nos
testiculos de P. discolor corados com a técnica AgNOR, os espermatocitos e as
espermatides apresentaram médias maiores nos parametros avaliados em meses
chuvosos. Os espermatdcitos e espermatides arredondadas apresentaram
mudancas em meses secos. Nas regides do epididimo (cabeca, corpo e cauda),
houve variacGes na altura do epitélio, nos diametros do tubulo e do Iumen, e na
proporcao volumeétrica do epitélio e limen em meses secos; ja 0S vasos sanguineos
e 0 tecido conjuntivo apresentaram mudancas maiores em meses chuvosos. As
células principais foram as mais abundantes, seguidas das basais e apicais. Para A.
planirostris houve fémeas gravidas apenas em meses secos, contudo fémeas nos
demais estagios reprodutivos ocorreram em meses secos e chuvosos. A dosagem
de estrogeno e a presenca de células PCNA positivas nos ovarios foram maiores em
meses de chuva. Foram encontrados foliculos de Graaf somente nesses meses, ja 0
corpo luteo ocorreu em todos os espécimes dos meses secos. Nos machos de A.
planirostris, houve aumento na média dos espermatdcitos, espermatides

arredondadas e alongadas em meses secos; ja nos meses chuvosos houve maior

Xi



atividade na proliferacdo celular, no numero de células de Sertoli e de
espermatogobnias. A histomorfometria epididimaria indicou aumento na altura do
epitélio, nos didmetros do ducto e do limen das regides da cabeca e corpo em
meses secos, todavia a cauda ndo apresentou variagbes. Portanto, ambas as
espécies apresentaram mudan¢cas na sua atividade reprodutiva com algumas
peculiaridades. Apesar de P. discolor ter demonstrado variagbes em alguns
parametros relacionadas aos meses secos, € em outros aos meses chuvosos, tudo
indica que essa espécie possui uma ampla flexibilidade para se reproduzir em
gualgquer época do ano. E, embora as fémeas de A. planirostris prefiram entrar em
periodo gestacional nos meses secos e acasalar nos chuvosos, possui um padrao
reprodutivo do tipo assazonal, o que induz os machos dessa espécie a adaptarem
sua atividade espermatogénica, esteroidogénica e epididiméaria em periodos que 0s

fatores abidticos sejam mais vantajosos para o ciclo reprodutivo desses mamiferos.

Palavras-chaves: Condicbes ambientais. Epididimo. Goénadas. Morcego.

Morfofisiologia.
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ABSTRACT

Information about the reproductive morphophysiology of bat species Phyllostomus
discolor and Artibeus planirostris is limited, especially in northeastern Brazil. The
objective was to verify the seasonal aspects in the reproduction of these species, by
means of histomorphometric, immunohistochemical and hormonal parameters in the
Municipality of Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Through meteorology, dry
months (September to February) and rainy months (March to August) were
established. Adult males from P. discolor (n=12) - dry (n=06) and rainy (n=06) - and
from A. planirostris (n=16) - dry (n=08) and rainy months were captured (n=08). 33
adult A. planirostris females were collected - inactive (n=13), pregnant (n=08),
lactating (n=07) and post-lactating (n=05). In the histomorphometry of the ovaries,
only the inactive ones were considered. The females of P. discolor were not
considered, because the quantity captured was not sufficient for the due analyzes.
After anesthesia, blood samples were obtained for testosterone (in males) and
estrogen (in females). After euthanasia, the testes, the epididymis and the ovaries
were collected, processed and the slides produced were subjected to analysis under
optical microscopy. In the testes of P. discolor stained with the AgNOR technique,
spermatocytes and spermatids showed higher averages in the parameters evaluated
in rainy months. Spermatocytes and rounded spermatids showed changes in dry
months. In the regions of the epididymis (caput, corpus and cauda), there were
variations in the height of the epithelium, in the diameters of the tubule and lumen,
and in the volumetric proportion of the epithelium and lumen in dry months; blood
vessels and connective tissue showed greater changes in rainy months. The
principal cells were the most abundant, followed by basal and apical cells. For A.
planirostris there were pregnant females only in dry months, however females in the
other reproductive stages occurred in dry and rainy months. Dosage estrogen and
the presence of positive PCNA cells in the ovaries were higher in rainy months. Graaf
follicles were found only in these months, whereas the corpus luteum occurred in all
specimens from the dry months. In A. planirostris males, there was an increase in the
average of spermatocytes, rounded and elongated spermatids in dry months; in the
rainy months, there was greater activity in cell proliferation, in the number of Sertoli

cells and spermatogonia. Epididymal histomorphometry indicated an increase in the
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height of the epithelium, in the diameters of the duct and lumen of the regions of the
head and body in dry months, however the tail did not show variations. Therefore,
both species showed changes in their reproductive activity with some peculiarities.
Although P. discolor has shown variations in some parameters related to the dry
months, and in others to the rainy months, everything indicates that this species has
ample flexibility to reproduce at any time of the year. And, although the females of A.
planirostris prefer to enter gestational periods in the dry months and mate in the rainy
months, they have an reproductive pattern of the asazonal type, which induces the
males of this species to adapt their spermatogenic, steroidogenic and epididymal
activity in periods that the abiotic factors are more advantageous for the reproductive

cycle of these mammals.

Key words: Bat. Environmental conditions. Epididymis. Gonads. Morphophysiology.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

Os morcegos sdo mamiferos classificados na ordem Chiroptera e séo
encontrados amplamente por todo o planeta, com exce¢ao apenas de algumas ilhas
oceanicas e nas regides polares. Compdem 18 familias, 202 géneros e cerca de
1300 espécies que estdo organizadas em duas subordens: Yinpterochiroptera e
Yangochiroptera (JONES; TEELING, 2006; FENTON; SIMMONS, 2014; AMADOR et
al., 2016). No territério brasileiro, encontram-se aproximadamente 178 espécies, que
fazem parte apenas da subordem Yangochiroptera e estdo distribuidas em nove
familias: Phyllostomidae, Molossidae, Vespertilionidae, Emballonuridae,
Thyropteridae, Mormoopidae, Noctilionidae, Furipteridae e Natalidae (NOGUEIRA et
al., 2014).

Esses animais possuem papéis relevantes no ecossistema que estédo
relacionados principalmente aos variados habitos alimentares que apresentam.
Assim, por meio da dispersdo de sementes, podem contribuir na manutencédo e
regeneracdo de florestas; atuam na polinizacdo de flores de diversas plantas, na
predacdo de artropodes, peixes, rds e alimentam-se de sangue de aves e
mamiferos; sdo considerados bioindicadores em potencial de areas perturbadas e
podem ainda contribuir na fertilizacdo do solo com os nutrientes do guano que
produzem (LOBOVA; CULLEN; SCOTT, 2009; JONES et al., 2009; KUNZ et al.,
2011; BREDT; UIEDA; PEDRO, 2012; KASSO; BALAKRISHNAN, 2013).

A importancia ecolégica desempenhada pelos quirOpteros pode ser
reconhecida nos diferentes biomas em que sé&o encontrados, de modo que muitos
deles habitam em areas de Mata Atlantica. Contudo, nos dias atuais, esse bioma
encontra-se fragmentado por conta da atuacdo antrépica e do crescimento da
populacdo que resultou na expansdo das areas urbanizadas. Além disso, esse
bioma veio sendo destruido ao longo dos anos para ceder lugar a atividade agricola,
sobretudo, para o0 cultivo da cana-de-acucar. Esses acontecimentos vieram
impactando a Mata Atlantica e afetando muitas espécies de morcegos, por meio da
destruicAo dos seus habitats naturais. Com isso e por conta da sua ampla
capacidade de dispersdo, varias espécies adaptaram-se a conviver proximo a

29



populacdo humana em areas urbanas, nas quais tém encontrado abrigo e
alimentacdo disponivel (BARROS; BISAGGIO; BORGES, 2006; LIMA, 2008;
MACHADO; DRUMMOND; PAGLIA, 2008). Essa ampla adaptabilidade traz consigo
preocupac¢des no contexto da salde, uma vez que esses animais sdo reservatorios
naturais em potencial de varias antropozoonoses, das quais se pode destacar a
raiva como a mais perigosa, por conta da sua letalidade (SODRE; GAMA; ALMEIDA,
2010; WADA; ROCHA; MAIA-ELKHOURY, 2011; ESBERARD et al., 2014;
MOUTINHO et al., 2015).

Apesar dessas particularidades, os morcegos ainda sdo poucos investigados
sob o ponto de vista da biologia reprodutiva. Os padrdes, as estratégias e os ciclos
reprodutivos anuais podem ser bastante diversos, a depender da espécie e da
regido no qual habitam. Esses padrbes podem variar da monoestria a poliestria
(FABIAN; MARQUES, 1989; BALMORI, 1999; REIS et al., 2011), de modo que, na
regido neotropical, quatro tipos de padrbes reprodutivos podem ser encontrados, a
saber: monoestria sazonal, poliestria sazonal, poliestria sazonal bimodal e poliestria
assazonal (FLEMING; HOOPER; WILSON, 1972; TADDEI, 1976; WILLIG, 1985a,
1985b; ZORTEA, 2003).

Diante disso, esses mamiferos podem desenvolver diferentes estratégias
reprodutivas, as quais podem ser notadas principalmente nos testiculos, epididimos,
ovarios e utero, para lidar com as variagfes das condi¢cdes ambientais (CRICHTON;
KRUTZSCH, 2000; ENCARNAQAO et al., 2003; BEGUELINI; TABOGA; MORIELLE-
VERSUTE, 2012; ARAUJO et al., 2013). Essas estratégias s&o induzidas por fatores
abidticos e bidticos, de forma que optam por acasalar e parir em épocas do ano que
fornecam condicdes adequadas e favoraveis a ocorréncia desses eventos
(FLEMING; HOOPER; WILSON, 1972; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; ZORTEA,
2003).

No Brasil, investigacbes com enfoque na morfofisiologia dos testiculos,
epididimos e ovarios tém sido realizadas com diferentes espécies, principalmente,
nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais. Entretanto, na regido nordeste, estudos
dentro dessa perspectiva sdo reduzidos e estdo limitados a algumas investigacoes
apenas no estado de Pernambuco (LIMA JUNIOR et al., 2014, 2018a, 2018b;
BEGUELINI et al., 2015; NOTINI et al., 2015; CASTRO et al.,2017; MORAIS et al.,
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2017; BUENO et al, 2018; CAMPOLINA-SILVA; HESS; OLIVEIRA, 2018;
FERREIRA et al., 2018; SOUZA et al., 2018; ARANDAS et al., 2019).

Phyllostomus discolor (Wagner, 1843) e Artibeus planirostris (Spix, 1823),
pertencem a familia Phyllostomidae que é considerada a maior e mais diversificada
entre as familias da ordem Chiroptera (DATZMANN; HELVERSEN; MAYER, 2010;
OLIVEIRA; LEMES, 2010; REIS et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2014; BAKER et al.,
2016). As investigacbes acerca da reproducdo dessas espécies sao bastante
pontuais (BEGUELINI et al., 2009, 2013a, 2013b; LIMA JUNIOR et al.,2014; BUENO
et al., 2018). Assim, esta pesquisa teve por objetivo verificar os aspectos e relacdes
sazonais existentes na reproducdo das espécies supracitadas coletadas no

Municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ordem Chiroptera: distribuicédo, diversidade e classificacao filogenética

Os morcegos fazem parte da ordem Chiroptera (do grego, Chiro = mao, Ptero
= asa) que compreende a segunda maior ordem, em numero de espécies, dentre 0s
mamiferos existentes. No mundo, estdo classificados em 18 familias, 202 géneros e
aproximadamente 1300 espécies (GARDNER, 2008; FENTON; SIMMONS, 2014).

Esses animais estdo distribuidos ao longo de todo o globo terrestre, tanto em
areas tropicais quanto temperadas, exceto em algumas ilhas do oceano pacifico e
também nas regides polares (Artico e Antartica). A ampla distribuicdo dos
quiropteros por todo o planeta tem relacdo ao fato de consistirem nos Unicos
mamiferos com capacidade de realizar o voo verdadeiro, ja que suas maos sdo
adaptadas em asas (SIMMONS, 2005; VOIGHT; KINGSTON, 2016).

Além disso, a ecolocalizacdo também consiste em outro atributo que foi de
suma importancia para que os morcegos se dispersassem em todo o planeta e
explorassem diferentes nichos. Essa habilidade corresponde a producéo de sons de
frequéncias elevadas entoados por meio das cavidades nasal e bucal desses
animais. H& algumas espécies que conseguem fazer a amplificacdo desses sons por
meio dos apéndices nasais. Desse modo, quando o som é emitido, este bate na
presa e/ou nos obstaculos e sao direcionados de volta para 0 morcego permitindo o
direcionamento do animal (JONES; TEELING, 2006; FENTON; SIMMONS, 2014).

Os estudos filogenéticos moleculares atuais evidenciaram caracteristicas
importantes nos organismos que fazem parte da ordem Chiroptera. Porém, antes
desses achados, a classificacédo sistematica dos quirépteros era realizada por meio
de dados morfologicos que sustentavam o monofiletismo dessa ordem. Com isso,
eram classificados em duas subordens: Microchiroptera (incluiam todos os morcegos
gue produziam chamadas de ecolocalizacao laringeal) e Megachiroptera (englobava
todos os morcegos do velho mundo de habito alimentar frugivoro e que néo
possuiam ecolocalizacdo) (HALL; RICHARDS, 2000; JONES; TEELING, 2006).

Depois de alguns estudos, principalmente comportamentais e moleculares,
chegou-se a um consenso. Houve uma revisdo na filogenia e uma nova classificagcédo

dessa ordem foi criada. Com base nas analises e investigacoes do DNA mitocondrial
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e nuclear, surgiram duas novas subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera. A
subordem Yinpterochiroptera € formada por uma familia (Pteropodidae) e uma
superfamilia  (Rhinolophoidea), sendo esta constituida por seis familias
(Rhinonycteridae, Hipposideridae, Rhinolophidae, Rhinopomatidae, Megadermatidae
e Craseonycteridae). Antes dessa nova classificacdo, essa superfamilia pertencia a
subordem Microchiroptera; todavia por meio das investigacbes moleculares,
constatou-se que Rhinolophoidea possuiam caracteristicas mais proximas dos
individuos pertencentes a subordem Megachiroptera; por conta disso foi agrupada
na subordem Yinpterochiroptera. Enquanto que a subordem Yangochiroptera inclui
as familias de quirépteros que antes eram tradicionalmente compreendidas na
subordem Microchiroptera. Assim, em Yangochiroptera, encontram-se trés
superfamilias: Emballonuroidea — formada por duas familias (Emballonuridae e
Nycteridae); Noctilionoidea - constituida por sete familias (Mystacinidae,
Thyropteridae, Furipteridae, Noctilionidae, Mormoopidae, Phyllostomidae e
Myzopodidae); e Vespertilionoidea — composta por cinco familias (Natalidae,
Molossidae, Miniopteridae, Cistugidae e Vespertilionidae) (JONES; TEELING, 2006;
TEELING, 2009; FENTON; SIMMONS, 2014; SOLARI et al., 2014; AMADOR et al.,
2016) (Fig. 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da hip6tese atual, referente as

superfamilias e familias pertencentes as subordens Yinpterochiroptera e

Yangochiroptera. Fonte: Amador et al., (2016).

No Brasil, ha uma consideravel diversidade de morcegos, trata-se do segundo
pais com maior rigueza de espécies, em todo o mundo. Apesar disso, no territorio
brasileiro ha representantes apenas da subordem Yangochiroptera, com ocorréncia
de 09 familias: Phyllostomidae (43 géneros e 92 espécies), Molossidae (08 géneros
e 29 espécies), Vespertilionidae (05 géneros e 28 espécies), Emballonuridae (07
géneros e 17 espécies), Thyropteridae (01 género e 05 espécies), Mormoopidae (01
género e 03 espécies), Noctilionidae (01 género e 02 espécies), Furipteridae (01
género e 01 espécie) e Natalidae (01 género e 01 espécie), totalizando assim 68
géneros e 178 espécies (NOGUEIRA et al., 2014).

2.2 Importancia ecolégica desempenhada pelos morcegos

Os morcegos apresentam um papel preponderante na prestacéo de servigos
ecossistémicos e tal funcéo esta relacionada com a ampla variedade de hébitos em
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seu comportamento, principalmente, em relacdo a alimentacdo. Assim, ha espécies
frugivoras, insetivoras, piscivoras, carnivoras, onivoros, nectarivoras e hematéfagas
(BARROS; BISAGGIO; BORGES, 2006; OPREA et al.,, 2007; KELM; WIESNER;
VON HELVERSEN, 2008; KUNZ et al., 2011).

As espécies que se alimentam de frutos tém consideravel contribuicdo na
manutencdo da diversidade e regeneracdo das florestas, por meio da dispersdo de
sementes de diversas plantas de uma area para a outra. Na regido Neotropical, por
exemplo, esses animais utilizam frutos de, pelo menos, 546 espécies de plantas.
Essas sementes podem ser levadas para locais consideravelmente distantes (1 — 2
km) das plantas progenitoras, e nessa trajetéria € muito comum gque defequem ou
cuspam as sementes durante o voo, gerando assim a chuva de sementes e
facilitando a dispersdo. Também podem utilizar um ou mais poleiros em cada noite,
durante o processo de alimentacdo, onde depositam muitas dessas sementes
(MUSCARELLA; FLEMING, 2007; LOBOVA; CULLEN; SCOTT, 2009; BOYLES et
al., 2011; BREDT; UIEDA; PEDRO, 2012).

Ja as espécies que atuam na visitacdo de flores, dispersando podlen,
contribuem para a manutencdo da variabilidade genética de varias plantas. A
importancia é tamanha que algumas investiga¢cdes evidenciam que esse processo
de polinizacao realizado pelos quirépteros acontece em mais de 528 espécies de 67
familias e 28 ordens de angiospermas por todo o planeta. Inclusive, ha plantas que
s6 conseguem ser polinizadas por morcegos de determinada espécie (FLEMING;
GEISELMAN; KRESS, 2009; KASSO; BALAKRISHNAN, 2013).

Existem também morcegos que atuam como predadores de artrépodes, ras,
peixes, bem como h& aquelas espécies que se alimentam de sangue de certos
mamiferos e aves. As espécies que se alimentam de artrépodes, por exemplo,
contribuem no controle de diversas pragas agricolas e florestais que tém habito
noturno (LACKI et al., 2007; KUNZ et al., 2011; KASSO; BALAKRISHNAN, 2013).

Além disso, ha relatos de que algumas espécies sdo consideradas como
bioindicadores potenciais de areas que se encontram perturbadas. Assim, uma
alteracdo na quantidade ou na atividade dos quirGpteros de uma determinada area
pode ser um indicativo de mudancgas, por exemplo, no clima, na qualidade da agua,
na fragmentagao de habitats ou na utilizacdo de pesticidas (FENTON et al., 1992;
MEDELLIN; EQUIHUA; AMIN, 2000; JONES et al., 2009).
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Esses mamiferos podem contribuir ainda na fertilidade do solo e distribuigéo
de nutrientes por meio do guano (acumulo de fezes), que tem um grande potencial
ecologico, pois pode ser espalhado durante a noite. No guano podem ser
encontrados diversos organismos como artropodes, bactérias, fungos e liquens.
Essa diversidade encontrada depende da espécie e do habito alimentar que
apresenta (POLIS; ANDERSON; HOLT, 1997; FERREIRA; MARTINS, 1998).

2.3 Morcegos em ambientes urbanizados

Atualmente, a vegetacao original da Mata Atlantica encontra-se extremamente
fragmentada, o que é reflexo da expansédo de atividades agricolas, bem como do
intenso crescimento populacional que contribuiu na existéncia de peguenos
fragmentos remanescentes cercados por edificacbes. Assim, 0 processo de
ampliacdo da area urbana € considerado o segundo vetor que ocasiona maior
impacto nesse bioma, o que faz com que um numero consideravel de espécies,
inclusive de morcegos, seja afetado (LIMA, 2008; MACHADO; DRUMMOND;
PAGLIA, 2008).

Desde que muitos habitats naturais dos quirépteros passaram a ser
destruidos pela acao antropica, varias espeécies foram se adaptando a conviver de
forma mais direta com a populagdo humana em area de perimetro urbano, inclusive
no entorno de edificagcfes, j& que esses mamiferos possuem elevada capacidade de
dispersdo (ESTRADA; COATES-ESTRADA, 2001; NUNES; ROCHA; CORDEIRO-
ESTRELA, 2017).

Nesses ambientes, diversas espécies costumam ser ecologicamente flexiveis
podendo utilizar diferentes tipos de abrigos (forros de telhados de casas e prédios,
sétaos, porbes, pontes, janelas, tubulacbes e outros espacos em construcdes), bem
como passam a desenvolver diversas estratégias alimentares, com ingestao de
diferentes itens em sua dieta (REIS; LIMA; PERACCHI, 2006; PASSOS;
PASSAMANI, 2003; BARROS; BISAGGIO; BORGES, 2006).

Diante disso, a forma e os locais que escolhem e se ajustam para abrigarem-
se, influenciam a distribuicdo e densidade das espécies e suas respectivas

populacdes, assim como afetam também o processo de forrageamento, de
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acasalamento e a morfofisiologia reprodutiva dos quirdpteros (ALTRINGHAM, 1996;
BREDT; UIEDA; MAGALHAES, 1999; SILVA DE ARAUJO; BERNARD, 2016).

Em ambientes urbanizados, esses animais conseguem atingir elevada
densidade, devido a auséncia e/ou diminuicdo de predadores, bem como de
concorrentes potenciais, associado a abundancia de recursos alimentares que
podem existir nessas areas. Com isso, sao considerados animais sinantropicos, pois
se adaptaram a conviver com o0 homem. Esse contato proximo com o ser humano e
com os seus animais de estimacao, traz implicacdes para a saude publica e animal,
ja que os morcegos sao indicados como potenciais reservatorios naturais e
transmissores de diversas antropozoonoses, dentre as quais a raiva € a mais
preocupante (UIEDA et al.,, 1996; SOUZA, et al., 2005; REIS; LIMA; PERACCHI,
2006; ESBERARD et al., 2014).

2.4 Os morcegos e a suarelacdo com o virus rabico

A raiva consiste em uma antropozoonose que possui taxa de letalidade de
aproximadamente 100%, podendo atingir todos os organismos da classe Mammalia
e comprometer o sistema nervoso central destes. Ela é causada por um virus que
faz parte do género Lyssavirus e familia Rhabdoviridae. Possui quatro ciclos
epidemiologicos (urbano, rural, aéreo e silvestre), de modo que 0os morcegos S&ao 0s
responsdaveis pelo ciclo aéreo dessa doenca. Pode ser transmitida, principalmente,
por meio do contato com a saliva de um determinado animal que se encontra
infectado, de forma que a introducéo do virus pode acontecer através da mordedura,
lambedura e ou arranhadura de tal animal (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA, 2009;
ANDERSON; SHWIFF, 2015; MOUTINHO et al., 2015).

Entre as diversas espécies de morcegos, Desmodus rotundus, que possui
habito alimentar hemato6fago, é considerado o principal hospedeiro do virus rabico e,
consequentemente, o principal transmissor dessa doenca em herbivoros, bovinos e
também nos seres humanos. Além dessa espécie, duas outras (Diphylla ecaudata e
Diaemus youngi) que também s&o hematéfagas, tém preferéncia por se alimentarem
de sangue de aves, todavia h& relatos inclusive de se alimentarem de sangue
humano (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007; SCHNEIDER et al., 2009).
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Apesar de durante algum tempo, a maioria das investigacdes enfatizarem
essas trés espécies hematdfagas como hospedeiras do virus rabico, o que se tem
observado € que as espécies nao hematdfagas (insetivoras, frugivoras, onivoras,
polinivoras e piscivoras) vém tornando-se portadoras desse virus inclusive com uma
maior frequéncia. Isso se deve, por exemplo, as diversas interacdes que realizam
com as espécies hematofagas que se encontram contaminadas (SCHEFFER et al.,
2007; CARNEIRO et al., 2009).

No territério brasileiro, a positividade para o virus radbico nos organismos da
ordem Chiroptera, j& engloba mais de 41 espécies que se encontram distribuidas em
trés familias (Phyllostomidae — 43,9%, Vespertilionidae — 29,3% e Molossidae —
26,8%). Assim, entre os anos de 2002 a 2009 houve registro de 1.163 casos de
quirépteros com esse virus, de modo que 80% dos morcegos infectados ndo eram
hematéfagos (SODRE; GAMA; ALMEIDA, 2010; WADA; ROCHA; MAIA-
ELKHOURY, 2011; MOUTINHO et al., 2015).

No estado de Pernambuco, alguns estudos relataram a presenca do virus
rabico em algumas espécies de morcegos urbanos. Assim, no Municipio de Moreno,
Albuquerque et al. (2012) identificaram quatro casos, das seguintes espécies e
guantidades: Molossus molossus (01), Eptesicus furinalis (02) e uma espécie néao foi
identificada. JA no Municipio de Cha de Alegria, Silva et al. (2014) identificaram o

primeiro relato de raiva, para o estado, da espécie Molossus rufus.

2.5 Familia Phyllostomidae

Dentre os morcegos neotropicais, a familia Phyllostomidae consiste na maior
e mais diversa com relacdo a morfologia, ecologia e diversidade de habitos
alimentares das espécies que a compfe, uma vez que possuem importantes
funcdes no ecossistema como, por exemplo, a polinizacdo e a dispersdo de
sementes. As espécies que fazem parte dela apresentam um apéndice nasal, com
formato de folha membranosa, localizada na extremidade do focinho que consiste
em uma importante caracteristica, utilizada no processo de identificagdo de espécies
membros dessa familia (SIMMONS, 2005; REIS et al., 2007, 2011).

A familia Phyllostomidae é dividida em subfamilias. Apds diversos estudos e
debates, a divisdo mais aceita, considera aspectos tanto morfoldgicos, quanto
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genéticos nessa subdivisdo. Desse modo, sdo reconhecidas 11 subfamilias, que
sao: Carolliinae, Desmodontinae, Glossophaginae, Glyphonycterinae,
Lonchophyllinae, Lonchorhininae, Macrotinae, Micronycterinae, Phyllostominae,
Rhinophyllinae e Stenodermatinae (REIS et al.,, 2011; NOGUEIRA et al., 2014,
BAKER et al., 2016).

Nessa familia, em territorio brasileiro, ha a confirmag¢do da ocorréncia de 92
espécies que estdo organizadas em 43 géneros. Entre essas espécies, 63 possuem
hébito alimentar do tipo fitéfago, das quais 35 sédo consideradas predominantemente
frugivoras (PAGLIA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2014; BAKER et al., 2016).

2.5.1 Subfamilia Phyllostominae — espécie Phyllostomus discolor

As espécies que fazem parte da subfamilia Phyllostominae possuem extensa
diversidade no tamanho corpéreo. Assim, podem ser encontradas espécies
menores, com massa de cerca de 10 g, até espécies maiores que chegam a mais de
200 g. Além disso, em alguns géneros a folha nasal é bastante desenvolvida, com
importancia na ecolocalizacdo (ZHUANG; MULLER, 2006; REIS et al., 2007, 2011).

No territorio brasileiro, a subfamilia Phyllostominae é composta pelos
seguintes géneros: Chrotopterus, Lophostoma, Macrophyllum, Mimon, Phylloderma,
Phyllostomus, Tonatia, Trachops e Vampyrum, nos quais estdo distribuidas 17
espécies (NOGUEIRA et al., 2014).

Desses géneros, quatro espécies fazem parte do género Phyllostomus, dentre
as quais Phyllostomus discolor (Wagner, 1843), que apresenta como algumas de
suas caracteristicas gerais: tamanho médio, orelhas pontiagudas, cauda com
comprimento curto, auséncia de listas faciais, membrana interfemoral grande,
presenca de almofada em formato de V no labio inferior limitadas por papilas de
morfologia alongada (KWIECINSKI, 2006; NOGUEIRA et al., 2014) (Fig. 2).
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Figura 2: Morcego macho (A) e fémea gravida (B) da espécie
Phyllostomus discolor (Wagner, 1843) (Chiroptera: Phyllostomidae —
Phyllostominae) coletados no Municipio de Vitdria de Santo Antéo -
Pernambuco. Regido inguinal (setas) onde ficam localizados os
testiculos (A). Abdémen proeminente (setas) (B) devido a presenca
do feto. Fonte: Lima Junior, N. B. (Margo/2017).

2.5.2 Subfamilia Stenodermatinae — espécie Artibeus planirostris

No Brasil, a subfamilia Stenodermatinae é constituida pelos seguintes
géneros: Ametrida, Artibeus, Chiroderma, Dermanura, Mesophylla, Platyrrhinus,
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Pygoderma, Sphaeronycteris, Sturnira, Uroderma, Vampyressa, Vampyriscus e
Vampyrodes. Nesses, estdo agrupadas 35 espécies (NOGUEIRA et al., 2014).

Entre esses géneros, cinco espécies fazem parte do Artibeus, dentre as quais
h& Artibeus planirostris (Spix, 1823) (Fig. 3) que apresenta habito alimentar
predominantemente frugivoro e, portanto, atua na dispersdo de sementes de
diferentes espécies de plantas situadas na regido Neotropical, o que contribui para a
recuperacao e regeneracdo de matas tropicais que se encontram pertubadas (REIS
et al., 2007, 2011; OLIVEIRA; LEMES, 2010).

Figura 3: Morcegos macho (A) e fémeas (B, C e D) da espécie Artibeus planirostris

(Spix, 1823) (Chiroptera: Phyllostomidae - Stenodermatinae) coletados no Municipio
de Vitdria de Santo Antdo - Pernambuco. Regido inguinal dos machos (A) (setas).
Fémeas: gravida (B) — abdémen proeminente (setas); lactante (C) — com a presenca
de secrecdo no mamilo (ponto branco indicado pela seta); e pos-lactante (D) — poucos
pelos em volta das mamas (seta). Fonte: Lima Junior, N. B. (Janeiro, Marco e
Novembro/2017).
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2.6 Aspectos da biologia reprodutiva em morcegos

A biologia reprodutiva dos quirOpteros possui caracteristicas comuns a todos
0s organismos da classe Mammalia, envolvendo 0s seguintes eventos: corte,
acasalamento, periodo gestacional, parto e lactacdo. Em relacdo ao acasalamento,
€ importante destacar o sistema poliginico que ocorre em diversas espécies de
morcegos. Nesse sistema, um macho que é dominante atua defendendo seu harém
de outros machos que possam se aproximar e, com isso pode acasalar com varias
fémeas (RACEY, 1982; NOWAK, 1994: ALTRINGHAM, 1996; ZORTEA, 2003).

Esses mamiferos podem apresentar uma ampla diversidade na quantidade e
duracédo dos seus padrdes, estratégias e ciclos reprodutivos. Assim, ha espécies que
sdo monoéstricas e outras poliéstricas. Aqueles que habitam zonas temperadas
possuem um periodo reprodutivo anual que acontece na época da primavera. Ja 0s
quirépteros tropicais possuem uma variacado maior na sua atividade reprodutiva ao
longo do ano (BALMORI, 1999; REIS et al., 2011).

Nas espécies de morcegos neotropicais, com base na atividade reprodutiva
das fémeas, podem ser encontrados quatro tipos de padrbes: monoestria sazonal
(possui somente um pico reprodutivo — gravidez — durante o ano, seguido de um
pico de lactacdo), poliestria sazonal (se reproduz continuamente ao longo da maior
parte do ano — possui mais de dois picos de gravidez e lactacdo —, todavia €&
acompanhado de um pequeno periodo de inatividade), poliestria sazonal bimodal
(apresenta dois picos reprodutivos, sendo cada um destes seguidos por um pico de
lactacéo, totalizando dois picos ao ano) e poliestria assazonal (possui atividade
reprodutiva ao longo de todo o ano, sem distincdo de picos de nascimento de
filhotes ou de lactacdo). Apesar de existirem esses quatro padrdes na regido
neotropical, os estudos indicam que a maioria das espécies encontradas nessa
regido possui um padréo bimodal (FLEMING; HOOPER; WILSON, 1972; TADDEI,
1976; WILLIG, 1985a,1985b; ZORTEA, 2003).

Além dos padrdes reprodutivos, 0s morcegos podem apresentar estratégias
peculiares para ajustar sua reproducdo as condicdes ambientais onde se encontram.
Ha espécies que hibernam e apresentam os tubulos seminiferos em regressao,
indicados pela presenca apenas de espermatogbnias e de células de Sertoli no

epitélio. Todavia, ja foi verificada também a ocorréncia de regresséao testicular, bem
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como na posicédo e morfofisiologia testicular e epididimaria de espécies neotropicais
gue nao apresentam periodo de hibernacdo. Ademais, diversas espécies
desenvolveram estratégias Unicas como prolongar o tempo de armazenamento dos
espermatozoides viaveis na regido da cauda do epididimo, nos machos, e também
nos cornos uterinos, nas fémeas; apresentar auséncia de sincronia entre a
espermatogénese e o0 periodo de acasalamento, assim como um retardo no
processo de ovulacdo, implantacdo e desenvolvimento embrionario (ALTRINGHAM,
1996; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; ENCARNAQAO et al.,, 2003; LEE; MORI,
2004; BEGUELINI; TABOGA; MORIELLE-VERSUTE, 2012; ARAUJO et al., 2013;
MARTINS et al., 2015).

A definicdo desses padrdes e outras estratégias reprodutivas desempenhadas
pelos morcegos séo influenciadas pelos fatores abiéticos (temperatura, precipitacéo,
umidade e latitude) e bidticos que atuam na regulacdo do ciclo reprodutivo. As
espécies neotropicais possuem uma forte associacdo com a estacdo chuvosa, uma
vez gque a elevacédo dos indices pluviométricos favorece a disponibilidade alimentar,
importante para fornecer energia tanto para o processo reprodutivo em si, como para
garantir a manutencao da prole. Desse modo, muitas espécies fazem um ajuste dos
periodos de espermiogénese, oogénese, copulacéo e fertilizacdo com as estacdes
do ano (FLEMING; HOOPER; WILSON, 1972; RACEY et al., 1982; BALMORI, 1999;
CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; ZORTEA, 2003).

Os orgédos que fazem parte do sistema reprodutor dos quirépteros possuem
estruturas, anatbmica e histologica, semelhantes ao que ja se tem relatado para os
demais mamiferos. Os machos possuem dois testiculos, ductos eferentes, ductos
deferentes, ducto ejaculatério, uretra, dois epididimos, glandulas reprodutivas
acessorias (GRAs) e um o6rgao copulador (BALMORI, 1999; CRICHTON;
KRUTZSCH, 2000). As GRAs apresentam uma ampla variagdo, de forma que
algumas podem estar presentes e outras ausentes a depender da espécie
considerada (PUGA et al., 2013; MARTINS et al.,2015, 2016; BEGUELINI et al.,
2016; SANTOS et al., 2017). Nas fémeas, 0 seu sistema reprodutivo é constituido
por ovarios, ovidutos, Utero e vagina. E importante enfatizar que o Utero é bastante
variavel nas diversas espécies. Com isso, pode haver espécies com utero simples,
duplo, bipartido ou bicorne (BALMORI, 1999).
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O tempo de gestacdo nos morcegos é bastante variavel e vai depender da
espécie que se esteja considerando. Essas variacfes tém relacdes também com o
tamanho corpéreo, habito alimentar e localidade em que se encontra inserida.
Assim, por exemplo, as espécies que possuem habito alimentar do tipo fitéfago,
apresentam periodo de gestacdo de trés a cinco meses; nas espécies insetivoras
fica entre dois e trés meses; e 0 das espécies hematéfagas é o que tem maior
duracdo, em torno de sete meses. Nas espécies tropicais de pequeno porte, o
periodo gestacional tem duracdo de trés meses, ja nas de grande porte tem duracdo
de até oito meses. Em geral, as fémeas parem apenas um filhote ao fim de cada
gestacdo. Todavia, espécies do género Lasiurus (familia Vespertilionidae) podem ter
de dois até cinco filhotes em cada gestacdo (BREDT; SILVA, 1998; BALMORI, 1999;
PERACCHI et al., 2006; REIS et al., 2007).

2.7 Caracteristicas morfoldgicas e funcdes dos testiculos

Os testiculos sdo gbnadas masculinas pares que se encontram na regiao
escrotal e apresentam fungdes enddcrina e exocrina. Externamente, esses 0rgaos
sao revestidos pelo escroto que atua mantendo a temperatura adequada (mais baixa
gque a do corpo), o que € importante para a producdo e viabilidade dos
espermatozoides. Os testiculos estdo envoltos pela tunica albuginea que é
composta de tecido conjuntivo. Essa tunica emite septos que vao a direcdo do
interior do testiculo alcancando até a regido do mediastino de tal 6rgdo (RUSSELL et
al., 1990; SCANLON; SANDERS, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Esses 6rgdos sao formados pelo compartimento tubular e intertubular. O
compartimento tubular compde a maior parte dos testiculos. E constituido pelos
tubulos seminiferos, que sao alcas bastante contorcidas e que se ligam por meio de
suas extremidades a rede testicular, que esta situada na regido do mediastino do
testiculo. Tal rede se conecta ao epididimo através dos ductos eferentes. Nos
tubulos seminiferos, na parte mais externa, estao a tanica propria, as células do tipo
peritubulares ou mioides e a membrana basal; enquanto na parte mais interna,
encontra-se o epitélio seminifero, no qual podem ser encontradas as células
germinativas em diferentes estagios de maturacéo e as células de Sertoli. Na parte
central desses tubulos encontra-se o limen, em que pode haver a presenca de
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espermatozoides e de fluido liberado pelas células de Sertoli. Por outro lado, o
compartimento intertubular situa-se entre esses tubulos e nele podem ser
encontradas as células de Leydig, os vasos sanguineos e linfaticos, os nervos e
outros tipos de células do tecido conjuntivo, principalmente, macréfagos, mastécitos
e fibroblastos (Fig. 4) (RUSSEL et al., 1990; KARL; CAPEL, 1998; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017).

Figura 4: Histologia geral do testiculo de morcego (Artibeus planirostris). Nos

tubulos seminiferos (compartimento tubular) ha células de Sertoli (cabeca de seta) e
da linhagem espermatogénica em diferentes estdgios de maturagcdo -
espermatogbnias (asteriscos), espermatdcitos (setas pretas), espermatides
arredondadas (setas brancas) e espermatides alongadas (setas pontilhadas). No
limen (Lu) desses tubulos encontram-se os espermatozoides. Entre os tubulos
seminiferos (compartimento intertubular), além de outros componentes, ha células
de Leydig (seta de duas cabecas). Coloracdo: Hematoxilina — Eosina. Barra de
escala = 30 um. Fonte: Lima Junior, N. B. (Abril /2017).
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2.7.1 Morfologia e funcao das células de Sertoli

As células de Sertoli apresentam-se em formato colunar com amplos
prolongamentos tanto apicais, quanto laterais que envolvem as células da linhagem
espermatogénica que se encontram proximas no epitélio dos tubulos seminiferos.
Essas células de sustentacdo tém como funcdo fornecer suporte para as ceélulas
dessa linhagem germinativa. Essas células dividem o epitélio seminifero em dois
ambientes: sendo um basal e o outro adluminal. No primeiro, podem ser
encontradas espermatogdnias e espermatdcitos primarios no inicio da profase
meidtica. Enquanto no segundo, ha espermatdcitos primarios na fase de leptéteno,
bem como espermatécitos secundarios e espermatides (RUSSEL et al., 1990;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

2.7.2 Processo de espermatogénese

De maneira geral, a espermatogénese consiste em um processo complexo
em que as espermatogbnias, apO0s passarem por uma seérie de eventos e
diferencia¢des, desenvolvem-se em espermatozoides. E composto distintamente por
trés fases: espermatogbnica (mitética), espermatocitica (meiose) e espermatidica
(espermiogénese) (HESS; FRANCA, 2008; ROSS; PAWLINA, 2008).

Na fase espermatogobnica (mitética), ocorrem diversas divisbes das células-
tronco das espermatogdnias que por sua vez dardo origem a outras células, bem
como sofrerdo divisdes para formar outros tipos de espermatogdnias. As células-
filhas resultantes podem manter-se como células-tronco de outros tipos de
espermatogobnias (do tipo A) ou passam por ciclos de divisbes mitéticas para dar
origem as espermatogbnias do tipo B. Dessa forma, ha trés tipos de
espermatogobnias: do tipo A escura — Ad (originardo um par de espermatogonias do
proprio tipo Ad que permanecerdo como ceélulas-troncos, ou podem dar também
origem a duas espermatogonias do tipo A palida); do tipo A palida — Ap (irdo passar
por diversas divisdes seguidas para elevar seu quantitativo) e do tipo B (passam por
divisbes mitdticas e no final irdo dar origem aos espermatocitos primarios)
(FRANCA; RUSSELL, 1998; ROSS; PAWLINA, 2008).

46



J& na fase espermatocitica (meiose), 0s espermatocitos primarios irdo passar
por duas divisbes meidticas para diminuir a quantidade de cromossomos. As células
gue irdo resultar da primeira divisdo meidtica sdo chamadas de espermatécitos
secundarios. No final da segunda divisdo meidtica, ocorre a formagdo de duas
espermatides haploides a partir de cada espermatdcito secundario (RUSSELL et al.,
1990; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Por fim, na fase espermatidica (espermiogénese), que consiste na fase de
maior duracdo da espermatogénese, as espermatides arredondadas hapléides
passam por um processo de diferenciacdo e remodelamento celular transformam-se
em espermatozoides maduros haploides com formato alongado. Esse
remodelamento € extenso e envolve as fases de golgi, de capuz, acrossdmica e de
maturacdo. Apos as espermatides terem sido diferenciadas em espermatozoides,
estes irdo para o lumen dos tubulos seminiferos e, consequentemente, serdo
direcionados ao epididimo (HESS; FRANCA, 2008; ROSS; PAWLINA, 2008;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

2.7.3 Morfologia e funcao das células de Leydig

As células de Leydig, também conhecidas como células intersticiais,
apresentam-se grandes e com formato poligonal. E o tipo celular mais abundante no
compartimento intertubular. S&o produtoras de andrdgenos, dentre os quais a di-
hidrotestosterona (cuja funcdo é a diferenciacdo do trato genital masculino) e a
testosterona (horménio atuante na masculinizacdo do feto, responsavel pelas
caracteristicas sexuais secundarias, assim como na descida das gbnadas
masculinas da cavidade abdominal a regido escrotal no periodo fetal). A
testosterona também atua na manutencdo da espermatogénese e influencia a
atividade sexual na vida adulta (GILBERT, 2006; ROSS; PAWLINA, 2008; YE; SU,;
GE, 2011).
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2.8 Caracteristicas morfoldgicas e funcfes dos epididimos

Os epididimos sdo Orgaos responsaveis pelo transporte, armazenamento e
maturacdo dos espermatozoides. Cada epididimo € composto por um tubulo
bastante enrolado que funciona como elo entre o testiculo e o canal deferente. Seu
epitélio é do tipo pseudoestratificado cilindrico com estereocilios. Esse 6rgao possui
regides que se organizam conforme as caracteristicas do seu epitélio, de modo que
0 numero dessas regides varia dependendo da espécie. A classificacdo proposta
mais enfatizada em mamiferos é de quatro regifes (segmento inicial, cabeca, corpo
e cauda), mas pode haver espécies apenas com trés (cabeca, corpo e cauda) ou até
com um numero maior e variado de subdivises dessas regides (Fig. 5) (SERRE;
ROBAIRE, 1998; TURNER et al., 2007; BEU; ORSI; DOMENICONI, 2009).

A regido do segmento inicial é limitada pela parte terminal do ducto eferente e
comeco da cabeca, enquanto que esta é curta e encontra-se localizada entre o
segmento inicial e o corpo. Este é alongado e estreito e situa-se entre a cabeca e a
cauda, a qual consiste na parte mais distal e dilatada do epididimo. No epitélio de
cada uma dessas regides, é possivel encontrar diferentes células com funcdes
especificas, de forma que a quantidade e os tipos destas variam dependendo da
regido considerada. Assim, destacam-se seis tipos de células: principais, basais,
estreitas, claras, halo e apicais (Fig. 5) (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN, 2006;
ROBAIRE; HINTON, 2015).
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Figura 5: Histologia geral das regibes do epididimo
(Cabeca — A, Corpo — B e Cauda — C) de morcego
(Phyllostomus discolor). Epitélio (Ep), Lamen (Lu) e
Intersticio (It). Coloracdo: Hematoxilina — Eosina.
Barra de escala = 30 um. Fonte: Lima Junior, N. B.
(Novembro /2016).
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As células principais tém forma colunar e estendem-se desde a membrana
basal do ducto epididimario até o lumen; apresentam funcdo de secrecdo e
absorcdo, e consistem no tipo celular mais abundante. As células basais sao
consideradas o0 segundo tipo celular mais numeroso, tém nudcleo com formato
alongado, estdo localizadas na parte basal do epitélio e possuem funcdo de
protecdo, podendo ser encontradas em todas as regioes. As células estreitas estédo
presentes no segmento inicial e regido proxima a cabeca; possuem nucleo pequeno
e alongado, e atuam na destruicdo de proteinas endocitadas e no controle do pH do
limen. As células claras possuem nucleo situado na base da célula; sao
encontradas em todas as regibes — com excecdo do segmento inicial — embora
sejam encontradas frequentemente na cauda. Atuam captando componentes do
limen, do conteudo destacado dos espermatozoides e no controle do pH do lumen.
As células halo podem ser encontradas em todas as regifes; possuem nucleo
pequeno e redondo, com amplo citoplasma, e atuam na barreira imunoldgica. Ja as
células apicais tém nucleo com morfologia variavel de oval a esférica; estao situadas
na parte mediana do epitélio ou extremidade apical, produzem enzimas proteoliticas,
protegem 0s espermatozoides contra o ataque eletrofilico e s&o encontradas
predominantemente no segmento inicial e cabeca (VERI; HERMO; ROBAIRE, 1993;
YEUNG; COOPER, 1994; SERRE; ROBAIRE, 1998; ROBAIRE; HINTON, 2015).

2.9 Morfofisiologia testicular e epididiméaria de morcegos no Brasil

No Brasil, foram realizadas algumas investigacdes morfofisiologicas dos
testiculos e epididimos das espécies da ordem Chiroptera, porém ainda ha muitas
incongruéncias, tendo em vista a grande diversidade de espécies existentes no
territorio brasileiro e a diversidade de padrbes e estratégias reprodutivas que uma
mesma espécie pode apresentar a depender da sua area de ocorréncia (FABIAN:;
MARQUES, 1989, BEGUELINI et al., 2015; MORAIS et al. 2017; FERREIRA et al.,
2018).

Na regidao noroeste do estado de S&o Paulo, Beguelini et al. (2009)
caracterizaram a espermatogénese de seis espécies de morcegos nheotropicais
coletadas em area urbana, cinco da familia Phyllostomidae (Artibeus lituratus,

Artibeus planirostris, Carollia perspicillata, Platyrrhinus lineatus e Sturnira lilium) e
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uma da familia Vespertilionidae (Myotis nigricans). Nessas espécies, 0 ciclo do
epitélio seminifero (CES) foi organizado em oito estagios e foram identificados trés
tipos de espermatogonias: duas do tipo A (uma escura e outra palida) e uma do tipo
B. Além disso, o desenvolvimento das espermatides foi dividido em sete etapas.
Constataram-se diferencas entre o CES nas espécies da familia Phyllostomidae em
comparacdo ao da espécie M. nigricans. Nesta, notou-se uma assincronia,
destacada por estagios sobrepostos com ciclos imprecisos, diferentemente das
demais espécies que demonstraram estagios graduais semelhantes ao que se tem
descrito para os demais mamiferos.

Nessa mesma regido, as caracteristicas morfolégicas e morfométricas do
epididimo das espécies Eumops glaucinus e Molossus molossus, foram investigadas
por Beguelini et al., (2010). Em ambas as espécies, verificou-se que o epididimo
possui quatro regides (segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) e tanto em E.
glaucinus quanto em M. molossus, foram encontrados predominantemente trés tipos
de células (principais, basais e apicais) no epitélio desse 6rgdo, mas também outros
dois tipos (células halo e claras) foram observados ainda que em menor quantidade.
As células principais foram o tipo celular mais abundante, seguido das células basais
e apicais. Os espermatozoides foram constatados em maior quantidade nas regides
do corpo e cauda. Nas duas espécies, notou-se que os diametros do tubulo, do
limen e do percentual do intersticio, apresentaram diferenca significativa nos quatro
segmentos considerados. O epitélio foi mais alto no segmento inicial e diminuiu a
medida que se direcionava para a regiao caudal.

Ainda no estado de Sao Paulo, o processo de espermatogénese da espécie
Platyrrhinus lineatus foi caracterizado ultraestruturamente, de modo que trés tipos de
espermatogbnias (escura A, palida A e tipo B) foram identificadas, bem como a
diferenciacdo das espermatides em 12 etapas. A espermatogénese dessa espécie €
semelhante ao padrdo ja descrito para outros mamiferos e a morfologia dos
espermatozoides de P. lineatus apresenta relacbes estreitas com 0s
espermatozoides de seres humanos e de outros primatas (BEGUELINI et al., 2011).

Dentro desse mesmo contexto, Beguelini et al., (2013a) analisaram o0s
testiculos e epididimos de 18 espécies, pertencentes a cinco familias (Peropteryx
macrotis e Rhynchonycteris naso; Molossidae — Eumops glaucinus, Molossops

temminckii, Molossus molossus e Molossus rufus; Phyllostomidae — A. lituratus, A.
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planirostris, C. perspicillata, Glossophaga soricina, Phyllostomus discolor e P.
lineatus; Noctilionidae — Noctilio albiventris; e Vespertilionidae — Eptesicus furinalis,
Histiotus velatus, Lasiurus blossevillii, Myotis albescens e M. nigricans), capturadas
na regido noroeste do estado de S&o Paulo e na regido central do estado de Goias.
Os testiculos dessas espécies apresentaram minimas variagbes; contudo, 0s
epididimos das espécies das familias Emballonuridae e Vespertilionidae, mostraram-
se com a regido caudal bastante alongada. Referente ao posicionamento dessas
gbnadas, as espécies das familias Phyllostomidae e Noctilionidae apresentavam
testiculos situados mais externamente; Emballonuridae e Molossidae possuiam
testiculos que migravam entre posicfes intra-abdominal e externas; enquanto que
os testiculos das espécies da familia Vespertilionidae estavam localizados na regido
mais escrotal. Histologicamente, foi constatado um padrdo em todos as espécies da
familia Vespertilionidae, nas quais verificou-se a regressao dos tubulos seminiferos,
bem como armazenamento de espermatozoides na regido caudal do epididimo. De
maneira similar, foi constatada também regressdo dos testiculos na espécie M.
temminckii da familia Molossidae, contudo nesta ndo houve retencdo de
espermatozoides no epididimo.

A espermatogénese e os espermatozoéides da espécie Carollia perspicillata,
capturadas também na regido noroeste do estado de S&o Paulo, foi caracterizada
ultraestruturalmente, de modo que verificou-se a presenca de trés tipos de
espermatogbnias (escura A, palida A e tipo B) e sua espermiogénese foi dividida em
12 etapas. Os espermatozdéides dessa espécie possuem ultraestrutura semelhante a
de outros quirépteros e possui semelhanca com a espermatogénese da espécie P.
lineatus que também faz parte da familia Phyllostomidae. Contudo, algumas
caracteristicas apresentadas por C. perspicillata estdo mais proximas de espécies
de familias diferentes e, portanto, distante filogeneticamente como € o caso de
Myotis nigricans que faz parte da familia Vespertilionidae (BEGUELINI et al., 2013e).

Ainda em Sao Paulo, as mudancas sazonais ocorridas na morfologia do
testiculo e epididimo de Myotis nigricans foram investigadas em bioma de Cerrado.
Essa espécie apresentou dois picos na sua atividade espermatogénica, em que
cada um desses picos foi seguido por um pico de regressao, totalizando dois picos
de regresséao testicular total durante o0 mesmo ciclo de reproducéo anual. Essa

regressao foi caracterizada por seu epitélio seminifero ter apresentado apenas
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espermatogbnias e células de Sertoli. A funcionalidade do testiculo apresentou
sincronizacdo com as regides da cabeca e corpo do epididimo, porém ndo com a
cauda (BEGUELINI et al., 2013c).

ciclo reprodutivo de M. nigricans também foi avaliado ultraestruturalmente, no
estado de Sdo Paulo. O processo de regressdo dos testiculos dessa espécie foi
dividido em quatro periodos: ativo, regredindo, regredido e em recrudescéncia. No
periodo ativo, ocorreu espermatogénese completa com trés tipos principais de
espermatogbnias (escura A, pélida A e tipo B) e 12 etapas de diferenciacdo das
esperméatides. Esses tipos de espermatogbnias passam por alteracdes na sua
morfologia no periodo em que esta regredindo para o regredido, enquanto que no
periodo de recrudescéncia, retomam a sua forma basica para reativar a
espermatogénese (BEGUELINI et al.,, 2013d). Outro estudo (BEGUELINI et al.,
2015), nessa mesma localidade, demonstrou atividade continua do epididimo de M.
nigricans, assim como um retrocesso na morfofisiologia desse 6rgao. A regressao
total, bem como a recrudescéncia posterior, ocorrida nos testiculos de M. nigricans,
também interferem na fisiologia do epididimo, porém com atraso na sua resposta. As
células epiteliais sdo reguladas por horménios (testosterona e estrogénio), mediante
a ativacao e desativacado dos receptores de androgeno e estrégeno.

Além dos estudos realizados no estado de S&o Paulo, recentemente, as
implicagbes da condicdo corporal e sazonalidade nos parametros morfofisiologicos
dos testiculos de M. nigricans foram verificados no estado de Minas Gerais, durante
as estacoes seca e chuvosa. Os resultados indicaram que o indice tubulosomatico
médio anual dessa espécie foi de 0,58%, enquanto que a porcentagem dos tubulos
seminiferos nos testiculos foi de 88,96%, de modo que foram os maiores ja
registrados para os individuos da ordem Chiroptera. A proporcdo de células de
Leydig, bem como o volume do citoplasma destas, apresentou-se mais elevada na
estacdo de chuva, em comparacao a seca. Ja em relacdo ao percentual do nucleo e
ao quantitativo total dessas células intersticiais, verificou-se que foi maior na estacéo
seca. Desse modo, uma maior atividade androgénica de M. nigricans foi evidenciada
durante a estacdo chuvosa, 0 que esta relacionado aos niveis elevados do horménio
testosterona (FERREIRA et al., 2018).

Dentro dessa perspectiva, a organizagao e a quantificagdo dos componentes

do compartimento intertubular dos testiculos de Molossus molossus, foram
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comparados em diferentes estacfes climaticas em bioma de Mata Atlantica. Esse
compartimento é constituido predominante por células de Leydig e os percentuais
ocupados pelo compartimento intertubular e por essas células nos testiculos foram
mais elevados durante o periodo do verdo. Os demais componentes do intertabulo
ndo apresentaram diferencas entre as estacfes e havia células de Leydig
multinucleadas ao longo do periodo de chuvas. Com isso, ocorreu um aumento na
atividade esteroidogénica de M. molossus ao longo do verdo, confirmando a
influéncia dos fatores ambientais no processo reprodutivo dessa espécie (MORAIS
et al., 2013a).

Morais et al. (2013c) também avaliaram a histomorfometria do compartimento
tubular de M. molossus entre as estacdes nessa mesma area de estudo. No veréo,
houve os menores indices gonadossoméatico e tubulosomatico, bem como de
didmetro tubular. Houve um maior rendimento da espermatogénese no inverno,
enguanto que um menor indice de células de Sertoli foi verificado no verdo em
comparacao ao outono, porém o numero de células de Sertoli ndo variou entre as
estacdes. A maior reserva de espermatozoides ocorreu nas estacfes do outono e
inverno, indicando que M. molossus apresentou reproducao com ciclo continuo, com
maior atividade espermatica ao longo das esta¢gBes do outono e inverno.

As reservas energéticas, associadas ao ciclo reprodutivo, de M. molossus
foram investigadas durante as quatro estacdes anuais também em Minas Gerais. Na
estacdo do inverno, as concentracdes de glicogénio no figado e muasculo peitoral
foram menores, enquanto que o indice de tecido adiposo foi maior no outono. Houve
um maior investimento em producdo espermatica ao longo das estacdes do outono e
inverno, indicado pela presenca de maiores diametros dos tubulos seminiferos
nessas épocas, enquanto que as células de Leydig demonstraram um maior
percentual durante o verdo. Desse modo, M. molossus apresentou dois picos
reprodutivos: um no outono (relacionado mais a espermatogénese) e outro no verao
(relacionado mais a esteroidogénese), o que indica uma associacdo entre o seu
padrdo metabodlico com a sua reproducdo (BARROS et al., 2013).

As etapas do ciclo do epitélio seminifero (CES) da espécie Sturnira lilium
foram caracterizadas, durante as estacdes seca e chuvosa, em bioma de Mata
Atlantica também nesse mesmo estado. O CES é composto por oito estagios,

mantendo o padréo do que ja se tem relatado para outros mamiferos. O estagio 1 foi
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o mais frequente, enquanto que o menos frequente foi o estagio 7. A duracdo de
cada CES ocorreu em 3,45 dias, de forma que foram precisos 15,52 dias para o
desenvolvimento dos espermatozoides a partir das espermatogbénias (MORAIS et
al., 2013b). As células de Leydig foram o principal componente encontrado no
compartimento intertubular, e o citoplasma desse tipo celular contém gotas lipidicas
dispostas de maneira abundante. A propor¢cdo e o volume de cada componente
intertubular, entre as duas estacdes, assim como a concentracao de testosterona, o
nimero total das células de Leydig e o indice Leydigossomatico. S. lilium,
apresentou as maiores médias de reservas esperméaticas e na producao diaria de
espermatozoides durante a estacdo chuvosa. Dessa forma, S. lilium apresentou um
ciclo de reproducdo continuo, com elevado rendimento em sua espermatogénese
(MORAIS et al., 2014a).

Ainda no estado de Minas Gerais, a espécie Desmodus rotundus apresentou
investimento mais elevado no tecido gonadal (indice gonadossomatico), bem como
nos tubulos seminiferos (indice tubulosomatico) em comparacdo com os mamiferos
de maior porte. Também foi constatado alto comprimento nos tubulos e que, cerca
da metade do compartimento intertubular, € composto por células de Leydig. A
espermatogénese dessa espécie possui duracdo de aproximadamente 37,02 dias, o
gue evidencia elevada producdo de espermatozoides. Assim, D. rotundus
apresentou atividade testicular padrao e semelhante ao que ja se tem descrito para
outros individuos da classe Mammalia, inclusive de outras espécies de quirépteros
(MORAIS et al., 2017). Em um estudo realizado com o epididimo de D. rotundus, o
epitélio do ducto apresentou diminuicdo progressiva na sua altura, da regido do
segmento inicial em direcdo a cauda. Cada tipo celular apresentou morfologia igual
em todo o ducto desse 6rgdo e dentre os tipos celulares encontrados, as células
principais foram as mais abundantes, seguidas pelas basais e claras.
Proporcionalmente, as células principais e basais apresentaram-se em maior
guantidade na regido da cauda, e ndo houve aumento de células claras nessa regido
(CASTRO et al., 2017).

O padrao reprodutivo de D. rotundus ndo apresentou mudancas entre as
estacOes seca e chuvosa em area de Mata Atlantica do estado de Minas Gerais.
Assim, os testiculos apresentaram um aumento no diametro tubular e na altura do

epitélio dos tdbulos seminiferos durante a estacdo chuvosa. Nos epididimos, a
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guantidade de espermatozoides presentes nas regides da cabeca e corpo foi maior
na estacdo chuvosa, sendo reduzida na regido da cauda durante essa estacdo. As
células de Leydig apresentaram tanto o volume, quanto o niumero constante nas
duas estagbes. E também ndo houve mudancas em relacdo aos niveis de
testosterona, producao diaria de espermatozoides e indice apoptético (SOUZA et al.,
2018).

A espécie Myotis levis apresentou reproducdo sazonal com caracteristicas
semelhantes a de outras espécies da familia Vespertilionidae em area montanhosa
de transi¢céo entre a Mata Atlantica e o Cerrado de Minas Gerais. Ao longo de toda a
estacdo chuvosa, os machos apresentaram testiculos com caracteristicas de
repouso e maturacdo. Naqueles que se encontrava em repouso, nao foi verificado
espermatogénese e nos ductos dos epididimos néo foi constatada a presenca de
espermatozoides. Ja os espécimes que estavam em fase de maturacdo, haviam
iniciado a espermatogénese com poucos espermatozoides nos ductos dos
epididimos. A presenca de espécimes maduros com atividade espermatogénica
completa e espermatozoides no epididimo foi constatada no final da estacao
chuvosa (ARAUJO et al., 2013).

Em outro estudo realizado com M. levis nessa mesma area, os resultados
morfométricos indicaram que ndo houve diferencas da massa corporal e diametro
nuclear das células de Leydig entre as estacfes. Enquanto que os parametros
didmetro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero e as quatro etapas
(repouso, amadurecimento, maduro e regredido) da reprodugcdo anual do ciclo,
apresentaram diferencas. Na estacao chuvosa, a maioria dos animais encontrava-se
na etapa de amadurecimento, enquanto que, na estagcéo seca, a maior parte estava
em repouso. M. levis apresentou producdo de espermatozoides sazonal com
armazenamento dessas células no epididimo ao longo da estacdo seca (FARIAS et
al., 2014).

A maioria dos individuos machos de Artibeus lituratus em bioma de Mata
Atlantica de Minas Gerais apresentaram grandes testiculos na regido escrotal, de
forma que se encontravam férteis ao longo de todo o ano (DUARTE; TALAMONI,
2010). Em outra investigacdo, para essa mesma espécie e no mesmo bioma e
estado, ndo houve diferencas na massa testicular e do epididimo, bem como no

indice gonadossomatico, diametro do tubulo seminifero e do nucleo da célula de
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Leydig, entre as estacfes chuvosa e seca. Verificou-se também a presenca de
espermatozoides na cauda do epididimo dos espécimes analisados, e em relacéo a
frequéncia relativa dos oito estagios do ciclo do epitélio seminifero, ndo houve
diferencas significativas entre as duas estacdes, o que indica que A. lituratus
apresentou atividade espermatogénica continua ao longo do ciclo reprodutivo anual
(NOTINI et al., 2015).

Na reproducdo de A. lituratus, coletada em perimetro urbano do estado de
Minas Gerais, os ductos eferentes e epididimos apresentaram baixas taxas na
proliferacdo celular e apoptose, durante o periodo reprodutivo. Por outro lado, ao
longo do periodo regressivo a taxa de células apoptéticas e proliferativas foi elevada
no revestimento epitelial dos ductos eferentes e também no epididimo. Ao que tudo
indica, essa elevacao na atividade de proliferacdo possui relacdo com a expressao
do receptor alfa de estrogénio, enquanto que a variacdo na apoptose possui relagcéo
com a expressao de receptores estrogénicos e androgénicos. Essas evidéncias
revelaram que a proliferacdo celular e a apoptose sdo moduladas de maneiras
diferentes em ambos os 6rgaos de A. lituratus ao longo de sua reproducédo anual
(CAMPOLINA-SILVA; HESS; OLIVEIRA, 2018).

As investigacdes sobre os parametros morfomeétricos testiculares de Anoura
geoffroyi, em Minas Gerais, indicaram que apesar dessa espécie ter apresentado
atividade espermatica continua ao longo do ano, os parametros avaliados
apresentaram valores maiores ao longo da estacao chuvosa. Assim, em associacao
com a atividade das fémeas, constatou-se que o padrao reprodutivo dessa espécie
foi caracterizado pela monoestria sazonal, de forma que o0s principais eventos
reprodutivos ocorreram durante a estacdo chuvosa (FARIAS; TALAMONI;
GODINHO, 2018).

Na regido Sul, estado do Parana, Bordignon; Franca (2012) estudaram o
padrdo reprodutivo da espécie Noctilio leporinus coletados em vegetacdo de Mata
Atlantica. Os resultados demonstraram que o diametro dos tubulos seminiferos se
elevou de forma proporcional a massa corporal e dos testiculos. Além de que, houve
a ocorréncia de espécimes machos com maturidade sexual durante todo o ano.

Na regido Nordeste, poucos estudos foram realizados com abordagens
morfofisioldgicas dos testiculos e epididimos de espécies da ordem Chiroptera, de

forma que a maioria das investigacOes € encontrada no estado de Pernambuco.
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Assim, o estagio reprodutivo, a histologia e a morfometria dos testiculos de
Dermanura cinerea foram analisados durantes os meses secos e chuvosos em area
de Mata Atlantica do litoral sul desse estado. Essa espécie apresentou uma maior
producdo espermética ao longo de meses de baixos indices pluviométricos e, maior
producdo de hormdénio em meses de elevados indices pluviométricos. Esses
achados relacionam-se com o0 padrdo reprodutivo das fémeas dessa mesma
espécie, bem como com o aumento da pluviosidade que medeia a disponibilidade de
alimentos (LIMA JUNIOR et al., 2018b).

Na mesma é&rea de estudo supracitada, a espécie Carollia perspicillata
apresentou as maiores meédias dos parametros histomorfométricos avaliados nos
testiculos (area dos tubulos seminiferos e compartimento intertubular, nUmero das
células espermatogénica e das células de Leydig), durante a estacdo chuvosa. Isso
indica uma sincronia entre a produ¢do hormonal e o pico de espermatogénese. Além
disso, houve uma relacdo com a abundancia de alimentos disponiveis durante tal
estacdo, jA que o processo reprodutivo envolve um elevado gasto energético
(ARANDAS et al., 2019).

2.9.1 Morfofisiologia testicular e epididiméaria em Phyllostomus discolor e

Artibeus planirostris no Brasil

No territério brasileiro, poucas investigagbes abordam acerca da
morfofisiologia reprodutiva dos testiculos e epididimos das espécies Phyllostomus
discolor e Artibeus planirostris. Ademais, os estudos que relacionam as variacdes
sazonais ao longo do ciclo reprodutivo anual, nessas espécies, em diferentes areas
e biomas do pais, sao limitados.

Na regido noroeste do estado de Sao Paulo, foi constatado que A. planirostris
possui o ciclo do epitélio seminifero organizado em oito estagios, de modo que trés
tipos de espermatogobnias foram identificados: duas do tipo A (uma escura e outra
palida) e uma do tipo B. Verificou-se também que, no que diz respeito ao
desenvolvimento das espermatides, estas foram divididas em sete etapas
(BEGUELINI et al., 2009).

Além disso, os testiculos e epididimos das espécies P. discolor e A.
planirostris, capturadas na mesma regido acima mencionada, foram analisados
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anatomica e histologicamente, de forma que exibiram variagcbes morfolégicas
minimas, em que o0 posicionamento das gbnadas em ambas as espécies
apresentaram-se situados mais externamente na regido do escroto. Por meio da
histologia, verificou-se um padrdo na organizacao dos testiculos e epididimos das
duas espécies, com notério armazenamento de espermatozdides na cauda do
epididimo e auséncia de laténcia reprodutiva (testiculos regredidos) (BEGUELINI et
al., 2013a).

Ainda em S&o Paulo, A. planirostris apresentou sua espermatogénese com
caracteristicas continua e ativa durante todo o ano, ja que foi verificada a presenca
de espermatozoides na cauda do epididimo durante todos os meses considerados
do ciclo reprodutivo, todavia dois picos foram mais evidentes, entre os meses de
setembro e fevereiro, na producéo espermatica (BEGUELINI et al., 2013b).

No estado de Pernambuco, em fragmentos de Mata Atlantica do litoral sul
desse estado, foi constatado por meio da histomorfometria testicular, que a espécie
P. discolor possui uma maior atividade reprodutiva durante os meses de elevados
indices pluviométricos, uma vez que a area de ocupacao dos tubulos seminiferos,
tanto dos espécimes com testiculos descendentes quanto com testiculos nao
descendentes, apresentaram médias maiores durante a estacdo chuvosa (LIMA
JUNIOR et al., 2014).

2.10 Morfologia, funcdes e foliculogénese nos ovarios

Nos mamiferos, os ovarios sdo 6rgaos que consistem nas génadas femininas
gue apresentam funcBes enddcrina (esteroidogénese — relacionada a producédo e
secrecdo hormonal) e exdcrina (gametogénese — relacionada a producéo e liberacao
de células reprodutivas). Sua superficie € revestida por um epitélio conhecido como
germinativo, o qual pode apresentar classificacdo que varia de simples cubico a
pavimentoso. Abaixo desse epitélio, encontra-se uma camada de tecido conjuntivo
denso que € chamada de tanica albuginea. Sob esta, encontra-se a regiao cortical
onde estdo os foliculos ovarianos. Mais internamente, ha outra regido conhecida por
medular que é altamente vascularizada. E importante enfatizar que ndo ha uma
distingao precisa dos limites existentes entre essas regides (HAFEZ, 2004; MOORE;
PERSAUD, 2004; MARTINS et al., 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).
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A foliculogénese é entendida como um processo de formacéo, crescimento e
maturacao dos foliculos ovarianos que inicia com a formacgéo do foliculo primordial e
termina com a formacédo do foliculo pré-ovulatério, maduro ou de Graaf. Ela
apresenta-se com alguns modelos de classificacdo que evidenciam uma quantidade
diversa de estagios de foliculos que variam a depender da espécie considerada. Em
sua maioria, os foliculos ovarianos ndo atingem o estagio final em que ocorre a
ovulacdo, uma vez que morrem por um mecanismo fisioldgico e natural conhecido
como atresia folicular que acontece por meio da apoptose ou do processo
degenerativo de necrose. Isso faz com que apenas uma quantidade pequena de
foliculos alcance o estagio de ovulacdo (GOUGEON, 2004; VAN DEN HURK; ZHAO,
2005; GRIFFIN et al., 2006; MARTINS et al., 2008; LIMA et al., 2010; SARAIVA et
al., 2010).

De acordo com o grau de evolugdo e morfologia, os foliculos ovarianos
podem ser classificados em pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios) e
antrais (terciarios e pré-ovulatorios). Os foliculos primordiais, em sua maioria,
encontram-se proximo da tunica albuginea no coértex ovariano e estdo em estado de
repouso. Sao constituidos por um ovdcito imaturo envolto por uma s6 camada de
células foliculares com formato achatado. J& os foliculos primarios sdo constituidos
por uma s6 camada de células com morfologia cuboide, que se formam quando as
células foliculares passam por um aumento de volume e dividem-se por mitose; além
disso, tem como caracteristica marcante a presenca de uma zona conhecida como
pellicida, a qual é constituida por diversas glicoproteinas e envolvem todo o ovécito.
Os foliculos secundarios sdo formados quando ocorre aumento da proliferacdo das
células foliculares que possibilitara a formacéo de duas a trés camadas de células
granulosas, bem como da teca entorno da membrana basal. Em seguida, os
foliculos atingem a fase de foliculos terciarios (ou antrais), os quais sédo formados
conforme ocorre o crescimento, sobretudo, das células da granulosa que irdo se
organizar em diversas camadas e, entre 0os espacos das células foliculares, iniciara
0 acumulo de um liquido chamado de folicular que formara uma cavidade conhecida
como antro folicular. Esse liquido é constituido por agua, proteinas, eletrdlitos e
elevada composicdo de horménios do tipo esteroides. Ao redor desses foliculos, o
estroma passa por um processo de modificacdo e forma as tecas foliculares (interna

e externa). Por fim, ha os foliculos pré-ovulatorios (maduro ou de Graaf) que sao
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aqueles que alcangcam o estagio mais elevado de crescimento. Nesses foliculos,
encontram-se células da granulosa concentradas em determinada parte do foliculo
constituindo o cumulus oophorus que atua apoiando o ovdcito. Ha também a corona
radiata que é formada por células foliculares nas quais o ovocito esta envolto. No
foliculo de Graaf, as células da granulosa reagem e param de se multiplicar
preparando tal foliculo para entrar no processo de ovulacdo (Fig. 6) (FIGUEIREDO
et al., 2008; MARTINS et al., 2008; LEITAO et al., 2009; SARAIVA et al., 2010).

Figura 6: Histologia geral de um ovario de morcego (Artibeus planirostris). Cortex
(C), medula (M), foliculo em atresia (FA), foliculos primordiais (cabeca de seta),
foliculo primario ou primario unilaminar (setas pretas), foliculo secundéario ou
primario multilaminar (setas pretas pontilhadas), foliculo terceirario ou antral (seta
branca) e foliculo pré-ovulatério, maduro ou de Graaf (asterisco). Coloracgao:
Hematoxilina — Eosina. Barra de escala = 250 um. Fonte: Lima Junior, N. B. (Junho
12017).
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A ovulagdo acontece quando os niveis do horménio estrégeno, sintetizado
nos foliculos em crescimento, encontram-se elevados. Isso induz a glandula hipofise
a secretar em maiores quantidades o horménio luteinizante (LH) possibilitando a
ruptura do foliculo de Graaf e consequente ovulagdo com liberacdo do ovdcito.
Depois da ocorréncia da ovulagdo, ocorre a formacao do corpo Iuteo por meio da
reorganizacado das células da granulosa e da teca interna do foliculo que ovulou. O
corpo luteo é uma glandula endocrina considerada temporaria que atua na producéo
e liberacdo de hormdnios que irdo manter o endométrio do Utero. Essa glandula
possui bastantes vasos e é constituida por células granuloso-luteinicas (produtoras
de progesterona) e teca-luteinicas (produtoras de progesterona, estrégenos e de
androgenos) (DOWNEY; MOOTOO; DOYLE, 1998; MARTINS et al., 2008; SARAIVA
et al., 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

2.10.1 Morfofisiologia dos ovéarios em morcegos no Brasil

Os estudos direcionados a morfofisiologia das gbnadas femininas dos
morcegos sao ainda mais limitados, quando comparado as masculinas, no territério
brasileiro. Assim, as fémeas de Noctilio leporinus coletadas em bioma de Mata
Atlantica, situada no estado do Parana, entram em periodo de ovulagcdo entre os
meses de julho e dezembro. A presenca de fémeas lactantes foi notada ao longo de
guase todos os meses do ano, o que evidencia que N. leporinus apresenta um
padréo reprodutivo do tipo poliéstrico bimodal (BORDIGNON; FRANCA, 2012).

Os ovarios da espécie Myotis levis coletados em area de transicdo entre a
Mata Atlantica e o Cerrado de Minas Gerais, apresentaram todos os foliculos em
diferentes estagios de maturacdo ao longo do periodo considerado (estacdes seca e
chuvosa), com excecao dos foliculos maduros que foram observados somente na
metade da estacdo seca. No comeco da estacdo chuvosa, notou-se a presenca de
fémeas em estagio de lactacdo. Esses achados indicam que M. levis, apresentou
reproducdo sazonal com caracteristicas semelhantes a de outras espécies da familia
Vespertilionidae, que habitam em regides temperadas (ARAUJO et al., 2013).

Ainda no estado supracitado, foi investigada a dinamica reprodutiva da
espécie Anoura geoffroyi. Nas fémeas dessa espécie, foram encontrados
espermatozoides nas criptas do uUtero, bem como embries nos ovidutos e Utero
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gravidico durante a estacdo chuvosa, e também no comeco da estacédo seca do ano
seguinte, o que indica a auséncia de sincronia nos nascimentos. Constataram-se
também a presenca de todos os tipos de foliculos nos ovarios, além de que este
apresentou um cortex polarizado que divergiu da organizacdo padréo ja encontrado
na maioria dos mamiferos. Assim, relacionado com a atividade dos machos, o
padrao reprodutivo de A. geoffroyi foi caracterizado com monoestria sazonal nessa
area de estudo considerada (FARIAS; TALAMONI; GODINHO, 2018).

A morfologia dos ovarios bem como o processo de foliculogénese das
espécies Artibeus planirostris e Eptesicus furinalis foram comparados na regiao
noroeste do estado de Sdo Paulo. A morfologia ovariana dessas espécies
apresentaram distincbes, de modo que A. planirostris apresentou os foliculos
primordiais situados em uma parte mais cranial desse 6rgao, assim como as células
glandulares intersticiais ndo possuem distingdes. Por outro lado, E. furinalis
apresentou foliculos primordiais ao longo de todo o cértex do ovario, bem como
abundéancia nas células glandulares intersticiais. Nessas duas espécies, foliculos
binovulares ou triovulares foram encontrados, além de que A. planirostris é uma
espécie monovular, enquanto que E. furinalis é poliovular (BUENO et al., 2018).

Em area de Cerrado desse mesmo estado, os ovarios da espécie Artibeus
lituratus apresentaram formato que varia do oval a circular. S40 compostos por um
cortex, no qual podem ser encontrados os foliculos ovarianos em diferentes fases de
maturacdo (primordiais, primarios, secundarios, terciarios, antrais e de Graaf), bem
como o corpo luteo — quando esta presente. Em sua superficie, esse coOrtex é
coberto pela tunica albuginea que é constituida por uma camada de tecido
conjuntivo denso. Além do cortex, ha também a medula que se situa na parte mais
central do 6rgdo e é formada por tecido conjuntivo do tipo frouxo, por vasos
sanguineos e linfaticos, bem como por nervos e algumas glandulas intersticiais. Os
ovarios de A. lituratus apresentaram poucas glandulas intersticiais, foliculos de Graaf
grandes e bastantes desenvolvidos, bem como corpo lateo. A forma de ovulagéo
verificada para essa espécie foi do tipo simples e unilateral, de modo que ha indicios
de que pode ocorrer de forma alternada com estro pés-parto (RODRIGUES et al.,
2019).

No estado de Santa Catarina, a espécie Myotis nigricans apresentou registro

de fémeas gravidas (com dois picos: um maior em setembro e outubro, e outro
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menor em dezembro); fémeas lactantes, observadas apenas nos meses de outubro
e novembro; pos — lactantes presentes na maioria dos meses considerados com
excecdo de maio, junho e setembro; e de fémeas néo reprodutivas, presentes em
todos os meses, exceto em janeiro. Os meses em que ocorrem 0s nascimentos dos
filhotes foram entre setembro e janeiro, de forma que pode ocorrer mais de uma
gravidez ao ano, o que indica um padrdo reprodutivo do tipo poliéstrico sazonal e
bimodal (MOTTIN et al., 2018).

No estado de Pernambuco, o estagio reprodutivo, a histologia e a morfometria
ovariana da espécie Dermanura cinerea foi analisada em um fragmento preservado
de Mata Atlantica no litoral Sul de Pernambuco, em periodos seco e chuvoso. Essa
espécie possui ovarios com estruturas e tipos celulares padrdoes e semelhantes ao
de outros mamiferos. Além disso, essa espécie apresentou dois picos na sua
atividade reprodutiva ao longo do ciclo reprodutivo anual. Assim, as fémeas de D.
cinerea preparam-se para ovular em periodos de chuva, de modo que podem parir
em fases finais de periodos com baixos indices pluviométricos ou do comeco para a
metade do periodo com indices pluviométricos elevados. Esse comportamento
favorece a reproducdo em épocas em que a disponibilidade alimentar seja ampla
para manter a prole, de acordo com as condigdes ambientais (LIMA JUNIOR et al.,
2018a).

2.11 Aspectos gerais do Municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco

O Municipio de Vitéria de Santo Antdo (08°07°05” de latitude sul e 35°17°29”
de longitude oeste), esta localizado a aproximadamente 45,1 km da capital — Recife
— do estado de Pernambuco. Faz parte da Mesorregido da Mata Pernambucana e
Microrregido da Vitéria de Santo Antdo. Essa Microrregido, além do municipio
supracitado € composta também pelos municipios de Cha de Alegria, Gléria do
Goita, Pombos e Cha Grande (SILVA et al., 2015; RIBEIRO; SOUZA, 2018).

O clima desse municipio é considerado quente e umido do tipo tropical, de
acordo com a classificagdo climatica de Koppen-Geiger, e apresenta temperatura
média de 23,8°C. Nessa microrregido, da qual Vitéria de Santo Antdo faz parte, ha

duas estacbes bem definidas: o periodo chuvoso (marco a agosto) e o0 seco
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(setembro a fevereiro), embora existam irregularidades na pluviosidade ao longo do
ano (LIMA, 2017; RIBEIRO; SOUZA, 2018).

Além disso, a vegetacdo caracteristica dessa localidade € do tipo floresta
subperenifdlia. Apesar de que o processo de producdo agricola e o crescimento
urbano vieram ocasionando, ao longo do tempo, a destruicdo de uma parte
importante do bioma original da Mata Atlantica nessa area, o que € preocupante,
pois trouxe consigo diversas consequéncias geoambientais (SILVA et al., 2010;
ALVARES et al, 2011; LIMA, 2017).

Essas consequéncias estdo diretamente relacionadas ao crescimento
econbmico. Tanto € que, nos dias atuais, Vitéria de Santo Antdo possui um
consideravel desenvolvimento nas atividades industriais, comerciais, de prestacao
de servicos e também na agropecuaria, que representam valores expressivos para o
desenvolvimento local. Todavia, se por um lado esse crescimento tem trazido
beneficios para a populacdo humana, por outro tem ocasionado a reducdo dos
recursos naturais, devido a degradacdo ambiental. Logo, esse cenario pode interferir
na historia de vida de muitas espécies vegetais e animais, inclusive dos morcegos
gue vivem nesse ambiente (SILVA et al., 2015; LORENA et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar os aspectos e relacBes sazonais existentes na reproducdo das espécies
Phyllostomus discolor (Phyllostomidae: Phyllostominae) e Artibeus planirostris
(Phyllostomidae: Stenodermatinae), coletadas no Municipio de Vitéria de Santo
Antdo, Pernambuco, através de parametros histomorfométricos, imuno-

histoquimicos e hormonais.

3.2 Especificos

> Determinar o estagio e padrao reprodutivo de ambas as espécies na area de
estudo considerada;

» Descrever a morfofisiologia dos testiculos e epididimos de P. discolor e A.
planirostris;

» Descrever a morfofisiologia dos ovarios de A. planirostris;

» Quantificar as células espermatogénicas em diferentes estagios de
desenvolvimento e de Sertoli nos tubulos seminiferos, bem como as células
de Leydig no compartimento intertubular dos testiculos das duas espécies;

» Verificar possiveis variacoes histomorfométricas, nas regiées que compdem o
epididimo de cada uma das espécies, entre 0s meses secos e chuvosos;

» Quantificar os foliculos, em diferentes fases de maturagdo, e o corpo luteo
guando presente, nos ovarios da espécie A. planirostris;

» Analisar os niveis de testosterona nos machos de ambas as espécies;

> Analisar os niveis de estrogeno e a proliferacdo celular nos ovarios de A.
planirostris;

» Avaliar a atividade de proliferacdo celular e do receptor de andrégeno nos
testiculos de P. discolor;

» Avaliar a atividade de proliferacéao celular nos testiculos de A. planirostris;

» Comparar os dados obtidos para as duas espécies, verificando se existem

variacbes sazonais entre 0s meses secos e chuvosos.
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RESUMO. A morfofisiologia testicular e epididimaria de Phyllostomus discolor foram
avaliadas em meses secos e chuvosos em Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco. Foram
capturados animais adultos (n=12) em meses secos (n=06) — setembro a fevereiro e chuvosos
— margo a agosto (n=06). Amostras sanguineas foram coletadas para dosagem de testosterona.
Ap0s a eutanasia, os testiculos e os epididimos foram removidos e processados. Nos testiculos
consideraram-se as areas de ocupa¢do do compartimento tubular e intertubular, e o percentual
das seguintes células: Sertoli, Leydig, espermatogbnias, espermatdcitos, espermatides
arredondadas e alongadas. Na citomorfometria das espermatogbnias, espermatdcitos e
espermatides, consideraram-se: nimero de regido organizadora de nucléolo (NOR) por célula,
area da NOR ocupada na célula, area do nlcleo e da célula, porcentagem do nucleo ocupada
por NOR e porcentagem da célula ocupada por nicleo. Na imuno-histoquimica testicular,
consideraram-se 0 PCNA e o receptor de andrdgeno. Nos epididimos foram mensuradas a
altura do epiteélio, os didametros do tubulo e do lamen, bem como a proporc¢do volumétrica de
tecido conjuntivo, vasos sanguineos, limen e epitélio, das regides da cabeca, corpo e cauda.
No epitélio de cada regido foram quantificadas as células principais, basais e apicais. Os
resultados indicaram que essa espécie apresentou atividade esteroidogénica ao longo de todo
0 ano. Na contagem, apenas 0s espermatocitos e as espermatides arredondadas demonstraram
diferencas em meses secos. Na citomorfometria das espermatogbnias, espermatocitos e
espermatides, a maioria das variacfes foi em meses chuvosos. Os epididimos apresentaram
mudancas no epitélio, tabulo e limen em meses secos, jA 0s vasos sanguineos e tecido
conjuntivo foram maiores em meses chuvosos. As células principais foram as mais
abundantes, seguidas das basais e apicais. Apesar de P. discolor ter apresentado elevacdo em
alguns parametros, de maneira geral, essa espécie apresenta ampla flexibilidade e sempre se
ajusta para poder se reproduzir em qualquer época do ano, influenciada pelas condicGes

ambientais.
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Palavras-chave: Epididimo, morcegos, morfologia, morfometria, testiculo.

ABSTRACT. The testicular and epididymal morphophysiology of Phyllostomus discolor
were evaluated in dry and rainy months in Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Adult
animals (n=12) were captured in dry months (n=06) - September to February and rainy -
March to August (n=06). Blood samples were collected for testosterone dosage. After
euthanasia, the testes and the epididymis were removed and processed. In the testes, the areas
of occupation of the tubular and intertubular compartments, and the percentage of the
following cells were considered: Sertoli, Leydig, spermatogonia, spermatocytes, rounded and
elongated spermatids. In cytomorphometry of spermatogonia, spermatocytes and spermatids,
were considered: number of nucleolus organizing region (NOR) per cell, area of NOR
occupied in the cell, area of the nucleus and of the cell, percentage of the nucleus occupied by
NOR and percentage of the cell occupied by nucleus. In testicular immunohistochemistry,
PCNA and androgen receptor were considered. In the epididymis, the height of the
epithelium, the diameters of the tubule and the lumen, as well as the volumetric proportion of
connective tissue, blood vessels, lumen and epithelium, of the caput, corpus and cauda
regions were measured. In the epithelium of each region, the principal, basal and apical cells
were quantified. The results indicated that this species showed steroidogenic activity
throughout the year. In counting, only spermatocytes and rounded spermatids showed
differences in dry months. In cytomorphometry of spermatogonia, spermatocytes and
spermatids, most variations were in rainy months. The epididymis showed changes in the
epithelium, tubule and lumen in dry months, whereas blood vessels and connective tissue
were greater in rainy months. The principal cells were the most abundant, followed by basal

and apical cells. Although P. discolor has increased in some parameters, in general, this
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species has ample flexibility and always adjusts to be able to reproduce at any time of the

year, influenced by environmental conditions.

Key words: Epididymis, bats, morphology, morphometry, testis.
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1 INTRODUCAO

As espécies da ordem Chiroptera vivem em ambientes sazonais e geralmente, ajustam
0 seu periodo de acasalamento para ocorrer antes ou durante a época em que as condi¢des
ambientais e a abundancia de alimentos favorecam o processo reprodutivo. H& também
espécies em que a determinacdo do padrdo reprodutivo ndo se limita as alteracBes sazonais, e
outras apresentam uma intrinseca associacao entre a atividade dos testiculos e epididimos dos
machos com o ciclo reprodutivo das fémeas (Crichton & Krutzsch 2000; Lima Junior et al.
2014; 2018a; b; Christante et al. 2015).

Os testiculos dos quirdpteros apresentam funcdes exocrina (producdo de células da
linhagem espermatogénica) e enddcrina (producédo de andrdgenos), e sao constituidos por dois
compartimentos (tubular e intertubular). Os epididimos tém funcdo de maturacdo e
armazenamento dos espermatozoides provenientes dos testiculos, é dividido anatomicamente
em regides especificas (geralmente cabeca, corpo e cauda), com variacdes a depender da
espécie considerada (Russell et al. 1990; Serre & Robaire 1998; Belleannee et al. 2012;
Beguelini et al. 2013a; Castro et al., 2017).

Os processos de espermatogénese e de esteroidogénese nos testiculos, bem como o
armazenamento de espermatozoides no epididimo, sdo peculiares em cada espécie de
morcego, de forma que séo influenciados pelas condi¢bes ambientais e bioma considerado.
Assim, ha espécies que sao capazes de apresentar regressdo testicular e prolongar o tempo de
estocagem dos espermatozoides na regido da cauda do epididimo, como forma de estratégia
reprodutiva (Cooper, 1999; Tobodn et al. 2010; Beguelini et al. 2013c; 2015; Castro et al.
2017; Souza et al. 2018; Arandas et al. 2019).

Nesses animais, a espermatogénese apresenta eventos bioquimicos e morfofisiologicos

caracteristicos a nivel citoplasmatico e nuclear das células espermatogénicas que compde o
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epitélio germinativo, as quais passam por diferentes estagios e fases. No ndcleo dessas
células, é possivel identificar a regido organizadora de nucléolo (NOR) que consiste em parte
de um cromossomo, e 0 nucléolo é uma estrutura que contém essa parte junto com o material
que se aglomera ao redor dessa regido, principalmente, rRNAs e proteinas especificas. Além
disso, a producdo de testosterona sintetizada pelas células de Leydig requer alteracdes
metabolicas essenciais, para que a espécie possa se reproduzir e realizar o seu ciclo com a
demanda hormonal adequada (Russell et al. 1990; Murray 2004; Beguelini et al. 2011b;
Gupta et al. 2016; Morais et al. 2017; Ferreira et al. 2018).

Entre as espécies de morcegos existentes, Phyllostomus discolor (Wagner, 1843) faz
parte da familia Phyllostomidae, apresenta habito alimentar onivoro e tem ampla
adaptabilidade para viver tanto em ambientes preservados quanto em &reas urbanas (Bredt &
Uieda 1996; Faria et al. 2006; Willig et al. 2007; Reis et al. 2011; Lima Junior et al. 2014).
No estado de Pernambuco, o Gnico estudo morfoldgico existente referente a reprodugéo de P.
discolor € o de Lima Junior et al. (2014) realizado durante as estacdes seca e chuvosa, em area
de Mata Atlantica desse estado. Contudo, ainda ndo se sabe se ha influéncia da sazonalidade a
nivel tecidual e celular, sobre a reproducdo dessa espécie; nem de que forma esta enfrenta
esse processo, diante das variacbes ambientais que podem ocorrer em area de perimetro
urbano no estado de Pernambuco.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar as caracteristicas morfofisioldgicas dos
testiculos e epididimos de P. discolor durante 0os meses secos e chuvosos no municipio de
Vitoria de Santo Antdo, situado na Mesorregido da Mata Pernambucana, na regido Nordeste

do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e animais

O estudo foi conduzido no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de
Pernambuco (IFPE) - Campus do municipio de Vitoria de Santo Antdo (08° 07’ 05’ de
latitude sul e 35° 17° 29’ de longitude oeste). Esse municipio pertence & Mesorregido da
Mata Pernambucana e Microrregido da Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Nessa
localidade o clima é quente e imido do tipo tropical chuvoso, e a vegetagdo ¢é constituida de
forma predominante por formacgOes de Floresta Estacional Semidecidual e de Floresta
Ombrofila Densa (Morais et al. 2011; Costa 2012).

A captura dos animais foi feita mediante licenca permanente cadastrada no Sistema de
Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade — SISBIO (N°: 22418-1) do Instituto Chico
Mendes de Conservagédo da Biodiversidade — ICMBIo. E a realizacdo da parte experimental
foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE (processo N°: 23076. 039757/2016-81).

As coletas foram realizadas durante uma noite, em cada més, ao longo dos meses de
novembro de 2016 a novembro de 2017. Para isso, foram utilizadas 05 redes de neblina (12 m
de comprimento x 3 m de altura) em cada noite de captura. Durante esse periodo, o esforco
total de captura foi de 11700 m?. h (Straube & Bianconi 2002).

Foram utilizados apenas espécimes machos adultos (n=12) da espécie P. discolor
(n=06 — meses secos e n=06 — meses chuvosos). Para confirmar se o estagio de
desenvolvimento do animal era adulto, considerou-se a metodologia de Anthony (1988) que
se baseia em observacOes do grau de ossificacdo das epifises tanto dos metacarpos quanto das

primeiras falanges das asas.
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2.2 Dados meteoroldgicos

As informacdes meteoroldgicas, sobre as médias da precipitacdo (mm), temperatura
(C°) e umidade do ar (%), foram disponibilizadas pelo Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) — 3° Distrito. Para isso, foi considerada a estacdo meteoroldgica mais proxima de
Vitoria de Santo Antdo que foi a do municipio de Recife - Pernambuco, uma vez que cada
estacdo possui representagdo de um raio de 150 km de circunferéncia, partindo da estagcdo
considerada.

As médias mensais da precipitacdo foram utilizadas e associadas com o0s dados
reprodutivos da espécie em estudo. Foram considerados 0s meses secos (setembro a fevereiro)
e 0S meses chuvosos (marco a agosto), com base no que ja se tem relatado, em outras
investigacdes, para as areas de Mata Atlantica de Pernambuco (Lima Junior et al. 2014;

Asfora et al. 2017).

2.3 Procedimento de eutanasia dos animais e coleta dos 6rgaos

Os machos de P. discolor foram eutanasiados. Primeiramente, foi aplicada uma
anestesia na regido intraperitoneal constituida por pentobarbital sédico com concentracdo de
40 mg/kg™, sendo inoculada, na sequéncia, uma solucdo saturada composta por cloreto de
potassio (Morais et al. 2013b).

Para a coleta dos 6rgdos, foi feita uma incisdo da pele e fascias do escroto, na regido
inguinal, mediante manuseio de instrumentos apropriados para a microdissec¢do, de modo

que os testiculos e epididimos ficassem expostos e fossem coletados.

90



2.4 Andlises histologicas e citolégicas

Os testiculos e epididimos foram fixados em solucdo de formalina a 10% neutra
tamponada (NBF) durante um periodo de 24 horas e conservados em solucao alcodlica a 70%
e glicerinada a 5%. Depois passaram pelo processamento de acordo com a técnica histologica
de rotina laboratorial (BEHMER et al. 1976; Rieder & Schmidt 1987). Os blocos de parafina
produzidos foram cortados em micr6tomo com ajuste para 4 um (micrémetros) de espessura.

A partir desses cortes foram confeccionadas 1aminas histologicas coradas por: H. E.
(Hematoxilina — Eosina), para descri¢do geral dos testiculos e epididimos; AgNOR (regibes
organizadoras nucleolares argirofilicas), para identificagdo das regides organizadoras de
nucléolos (NORs), por meio na visualizagdo de pontos escuros presentes no interior dos
nucleos de cada tipo celular considerado; e azul de toluidina com borato de so6dio para
quantificacdo dos diferentes tipos celulares encontrados no epitélio dos epididimos. Depois de

montadas, as laminas foram submetidas as devidas analises em microscopia de luz.

2.5 Andlises histomorfométricas e citomorfométricas

As laminas dos testiculos e epididimos foram fotografadas em aumentos especificos
no programa ISCapture. Para tanto, 0 microscépio éptico foi acoplado a um computador, no
qual esse software estava instalado e possibilitou a visualizagdo e captura das imagens. Para
as mensuragOes e quantificagdes dos parametros histomorfométricos e citomorfométricos
utilizou-se o software ImageJ.

Nos testiculos corados por H. E. as areas de ocupacdo do compartimento tubular
(AOCT) e intertubular (AOCI) foram medidas em porcentagem (%). Para isso, foram
utilizadas 10 fotomicrografias por animal em aumento total de 100X (Lima Junior et al.

2014). No compartimento tubular foi considerado o numero de: células de Sertoli (CS),
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espermatogbnias (EPG), espermatdcitos (EPC), espermétides arredondadas (EAR) e
espermatides alongadas (EAL), de modo que se consideraram dez tabulos seminiferos por
animal em aumento total de 400X. No compartimento intertubular, o nimero de células de
Leydig (CL) foi quantificado em dez fotomicrografias diferentes por espécime, também em
aumento de 400X. A contagem das células do compartimento tubular e intertubular foram
transformadas e apresentadas em porcentagem (%).

As laminas dos testiculos coradas pela técnica AgNOR foram fotografadas em
aumento de 1000X. Consideraram-se 10 células por fotomicrografia de cada tipo celular da
linhagem espermatogénica (espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides). Foram obtidas
10 imagens diferentes por animal, resultando em 100 células de cada tipo anteriormente
apresentado, totalizando 300 células por espécime (Chacur et al. 2015). Em cada um dessas
células foram avaliados os seguintes parametros: nimero de regido organizadora de nucléolo
por célula (NNORC), area da regido organizadora de nucléolo ocupada na celula (ANOROC),
area do nucleo da célula (ANC), area da célula (AC), porcentagem do nucleo ocupada pela
regido organizadora de nucléolo (PNONOR) e porcentagem da célula ocupada por nicleo
(PCON). O NNORC foi quantificado, as ANOROC, AN e AC foram mensuradas em
micrometros quadrados (um?), enquanto que as PNONOR e PCON foram expressas em
percentual (%).

Nos epididimos corados com H. E. foram mensurados em cada uma das regides desses
orgéos, o diametro do tabulo (DT), o diametro do lumen (DL) e a altura do epitéelio (AE). Esta
altima foi definida pela média aritmética de quatro medidas situadas diametralmente opostas,
do epitélio de cada tubulo, cuja mensuracao foi desde a base até a superficie apical. Foram
considerados 20 cortes transversais tubulares de cada regido por animal (Castro et al. 2017).

As fotomicrografias utilizadas nessas medidas foram em aumento de 100X.
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Ainda nos epididimos corados por H. E. foi realizada a proporc¢ao volumétrica de cada
uma das regides, por meio da contagem de 2530 pontos projetados em 10 fotomicrografias
diferentes por regido de cada animal. Os pontos coincidentes foram quantificados no epitélio
(Ep), lumen (Lu), vasos sanguineos (VS) e tecido conjuntivo (TC). O percentual de pontos
obtidos para cada um desses componentes foi calculado por meio da férmula: proporcao
volumeétrica (%) = (nimero de pontos no componente / 2530 pontos no total) x 100. Ja nas
laminas coradas com azul de toluidina e borato de sodio, foram quantificados trés tipos de
células: principais (CPr), basais (CBa) e apicais (CAp), do epitélio das trés regides do
epididimo. Para tanto, foram consideradas 10 sec¢des por regido de cada animal, de forma que

foi verificada a distribuic&o relativa (%) desses tipos celulares (Castro et al. 2017).

2.6 Analises imuno-histoguimicas (PCNA e receptor de andrégeno)

As laminas dos testiculos passaram pelo processo de desparafinizacdo (em xilol) e de
reidratacdo (em alcoois). Na sequéncia, foram submetidas a recuperagdo antigénica, por meio
do tampdo citrato (pH 6,0), em elevada temperatura no micro-ondas (10 minutos). A
peroxidase enddgena foi inibida com perdxido de hidrogénio - 3%. Foram utilizados dois
anticorpos primarios: PCNA (Santa Cruz Biotechnology) e receptor de androgeno (AR)
(441): SC-7305 (Santa Cruz Biotechnology). Para bloquear a reagdo antigeno — anticorpo
inespecifica do PCNA as laminas foram incubadas em Tris/BSA (albumina sérica bovina) a
5%, enquanto que o do AR foi feito em PBS/BSA a 5%. O anticorpo anti PCNA foi diluido
em Tris/BSA a 5% (1: 100), enquanto que o anticorpo anti AR foi diluido em PBS/BSA a 5%
(1: 50). As laminas foram distribuidas em cdmara Umida e colocadas em overnight na
geladeira. No dia seguinte, foram tratadas com o anticorpo secundario (30 minutos). A reacao

antigeno-anticorpo foi verificada por meio de um precipitado de cor marrom, apés a aplicacao
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e revelacdo com DAB (3,3 diaminobenzidina) e contracorados com hematoxilina. As imagens
foram capturadas por uma cadmera de video Sony, acoplada ao microscopio Olympus BX-50,
com a objetiva 40X e submetidas ao aplicativo GIMP 2.0 para quantificacdo usando o
histograma RGB (vermelho-verde-azul). Este se baseia na intensidade da luminescéncia, em
que os tons de pixel da imagem variam de 0 (menos luminescéncia) a 255 (branco absoluto —
maior luminescéncia) (Oberholzer et al. 1996; Lee et al. 2001). A contagem foi realizada
usando um reticulo WEIBEL de 25 pontos, seguido por uma ocular de 10x. Foram utilizadas
trés laminas de cada um dos grupos, em que foram analisados 10 tubulos seminiferos, com
uma objetiva de 10x. Em cada campo, 300 células do epitélio seminifero foram contadas e

transformadas em porcentagem de células marcadas (Weibel 1963).

2.7 Dosagem hormonal

De cada espécime, foram coletadas amostras de sangue por meio de puncdo cardiaca
do ventriculo esquerdo. As amostras foram submetidas as devidas anélises dos niveis séricos

do horménio testosterona em pg/mL (picograma por mililitro) em um laboratério comercial.

2.8 Andlises estatisticas

Inicialmente, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para averiguar se a
distribuicdo dos dados era normal. Apds isso, utilizou-se o teste ndo paramétrico U de Mann-
Whitney para avaliar os pardmetros dos testiculos e epididimos, bem como a dosagem
hormonal (p<0,05). Para as andlises imuno-histoquimicas utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis com post-hoc de Mann Whitney (p<0,05). As médias e os desvios padrBes desses
parametros foram analisados por meio do programa SPSS (Statical Package of the Social

Scienses, SPSS inc. Chicago, EUA) verséo 15.0.
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3 RESULTADOS

Os testiculos de P. discolor, exibiram a presenca de células da linhagem
espermatogénica (espermatogdnias, espermatdcitos, espermatides arredondadas e alongadas) e
de células de Sertoli, no compartimento tubular; bem como células de Leydig, no
compartimento intertubular durante os meses secos (Fig.1A) e chuvosos (Fig.1B). As regides
organizadoras de nucléolos (NORs) foram visualizadas por meio de pontos escuros
intranucleares nas espermatogonias, espermatécitos e espermatides. Esses pontos foram
encontrados tanto de forma isolada, quanto agrupada nos meses secos (Fig. 2A) e chuvosos
(Fig. 2B).

Os epididimos sdo constituidos pelo ducto epididimario (epitélio e limen) e intersticio
(tecido conjuntivo e vasos sanguineos). No ducto, ha as regides da cabega (CA), do corpo
(CP) e da cauda (CAU), de modo que se constatou concentracdo de espermatozoides nas
regides do CP e, principalmente, na CAU. O epitélio é do tipo pseudoestratificado com
estereocilios, e possui diferentes tipos celulares, em que foi observado a presenca das células
principais (CPr), basais (CBa) e apicais (CAp). As CPr possuem forma colunar e situa-se
desde a membrana basal do ducto até o lumen; ja as CBa encontram-se na parte basal do
epitélio e possuem nicleo com formato alongado; e as CAp tém nucleo com forma que varia
de oval a esférica, cuja localizagdo deste encontra-se na porcao apical do epitélio. Isso foi
constatado em meses secos (Fig. 3) e chuvosos (Fig. 4).

A histomorfometria testicular revelou que de todos os parametros avaliados, apenas 0s
EPC (p=0,001) e as EAR (p=0,006) foram significativos, com médias maiores nos meses
secos (Fig. 5A). Na dosagem dos niveis séricos de testosterona (Fig. 5B), e na
imunomarcacdo com PCNA (Fig. 6) e receptor de androgeno (AR) (Fig. 7) ndo houve

diferencas significativas entre os meses. Na citologia, as espermatogdnias apresentaram
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diferencas nos parametros: area da regido organizadora de nucléolo ocupada na célula
(ANOROC), é&rea da celula (AC), porcentagem do nucleo ocupada pela regido organizadora
de nucléolo (PNONOR) e porcentagem da célula ocupada por nicleo (PCON) (Tab. 1). Nos
espermatécitos e nas espermatides, todos os parametros avaliados apresentaram médias
maiores nos meses chuvosos (Tab. 2 e 3).

Na proporcao volumétrica do epididimo, o epitélio (Ep) e o lumen (Lu) da cabeca
(CA), corpo (CP) e cauda (CAU) demonstraram médias maiores nos meses secos. J& 0s vasos
sanguineos (VS) e o tecido conjuntivo (TC) dessas regides apresentaram médias maiores em
meses chuvosos (Tab. 4). Na altura do epitélio (AE), diametro do tabulo (DT) e diametro do
limen (DL) da CA, CP e CAU, houve diferengas ao longo dos meses secos. Os parametros
relacionados ao Iumen e tubulo epididimario apresentaram um aumento progressivo, a medida
que se direcionava da regido da cabeca a cauda. Em contrapartida, os do epitélio,
evidenciaram uma diminuicdo gradual da cabeca a cauda, a qual se revelou como a regido
mais ampla dentre as trés consideradas (Tab. 5).

As células principais (CPr) foram as mais abundantes, seguida das basais (CBa) e as
menos abundantes foram as células apicais (CAp). Na regido da cabeca, foi encontrada uma
maior distribuicdo de CAp em meses secos. Na regido do corpo, as CBa apresentaram
diferencas maiores nos meses chuvosos, enquanto que as CAp em meses secos. Na cauda, as

CPr e CAp tiveram médias maiores em meses secos, ja as CBa em meses de chuva (Tab. 6).
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4 DISCUSSAO

A espécie Phyllostomus discolor apresentou atividade esteroidogénica ao longo de
ambos o0s periodos. Certamente, ocorreu uma atuacdo simultdnea da testosterona com o
horménio foliculo estimulante (FSH) expelido pela hipo6fise, que se liga a receptores
especificos na membrana das células de Sertoli. Como estas sdo reguladores do processo de
espermatogénese, atuam na nutricdo e suporte dos mecanismos bioquimicos das células
germinativas, bem como secretam substancias como a proteina de ligagdo de andrdgenos
(ABP), que contribuem no aumento da proliferacdo e diferenciacdo celular, auxiliando a
manutencdo desse processo. Assim, quando ha a liberagdo do horménio luteinizante (LH), as
células de Leydig sdo estimuladas a secretarem a testosterona em quantidades crescentes que
atravessam o0s capilares sanguineos e linfaticos até chegar ao epitélio seminifero. Entdo, pelos
resultados obtidos, P. discolor realiza esses mecanismos de maneira continua
independentemente da época considerada (Counis et al. 2005; Ross & Pawlina 2008; Shupe et
al. 2011; Beguelini et al. 2013b; 2015; Morais et al. 2013a, 2014a, 2017; Lima Junior et al.
2018b).

Com base no percentual do quantitativo de células, apenas os espermatocitos e as
espermatides arredondadas demonstraram diferencas, indicando que essa espécie apresentou
maior atividade no final do seu processo de espermatogénese durante 0S meses secos, para
logo na sequéncia ocorrer a espermiogénese. Isso pode ser explicado porque o0s
espermatdcitos passam por duas divisdes meidticas até darem origem as espermatides em
estagio inicial, o que faz essa espécie comecar o processo de diferenciagdo dessas
espermatides ainda durante esses meses, completando-o através da transformacdo em
espermatides alongadas e, consequentemente, espermatozoides durante 0s meses chuvosos

(Russell et al. 1990; Ross & Pawlina 2008).
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Além da contagem das células, é necessario considerar as variagdes que acontecem no
meio intracelular através das regides organizadoras de nucléolo (NORSs), que na maior parte
dos parametros das espermatogonias, e em todos dos espermatocitos e espermatides, foram
maiores em meses chuvosos. Como o nucléolo é uma estrutura encontrada no nucleo e esta
relacionada a sintese proteica, a espécie P. discolor apresentou maior atividade na producao
de proteinas nesses tipos celulares durante os meses de elevados indices pluviométricos. Isso
se explica pela relacdo direta com o numero de NORs, de forma que quanto maior for esse
quantitativo, maior sera a atividade (Derenzini et al. 1994; Ruschoff et al. 1994; Ribeiro et al.
2015). A quantidade de NORs também esta relacionada de forma inversamente proporcional
ao tempo do ciclo celular, durante o qual ocorrem modificagdes na morfologia dos nucléolos
advindas da movimentagao, crescimento e proximidade estabelecida entre essas estruturas na
célula. Essas identificacfes sdo possiveis, devido as proteinas nao histonas apresentarem sitio
de ligacdo com o RNAr e possuirem atracdo pelo nitrato de prata, que faz com que entrem em
reacdo e constituam granulos de nucléolos que podem se apresentar isoladamente ou em
grupos (Russell et al. 1990; Freitas & Serafim 1998; Matsumoto, 1996; De Rooij &
Gootegoed 1998; Treré 2000; Peruquetti et al. 2008; 2010; Beguelini et al. 2011b).

Ainda durante os meses chuvosos, P. discolor apresentou nos epididimos um maior
suporte de tecido conjuntivo e uma maior vasculariza¢do para manter a temperatura adequada
nesses Orgdos e garantir a viabilidade dos espermatozoides até estarem prontos para serem
expelidos pela ejaculacdo. Nos meses secos, 0 aumento do ducto epididimario e epitélio,
indicou maior funcionalidade das células que o constituem, assim como o aumento do
ambiente luminal revelou um periodo de preparacdo para receber as células reprodutoras
masculinas nas regies da cabeca, corpo e cauda (Cervantes et al. 2008; Robaire & Hamzeh

2011; Beguelini et al. 2015; Robaire & Hinton 2015; Castro et al. 2017).
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Nos meses secos, 0 aumento das células apicais em todas as regides do epididimo, esta
relacionado a uma maior protecdo dos espermatozoides aos ataques eletrofilicos, ja que essas
células possuem diversas enzimas proteoliticas (Serre & Robaire 1998; Hermo & Robaire
2002; Cornwall 2009). Ja as células principais aumentaram na regido da cauda em meses
secos, 0 que se explica por uma maior atuacdo na separacdo de substancias como a
glicerofosfocolina, o acido sialico e as glicoproteinas, presentes no fluido do epididimo. Além
também de secretarem e absorverem diversas substancias, fagocitarem espermatozoides
degenerados, bem como controlarem a homeostasia de acordo com as condi¢des locais em
que essa espécie esta inserida (Oliveira et al. 2013; Beguelini et al. 2015; Robaire & Hinton,
2015). As células basais apresentaram-se mais elevadas no corpo e cauda em meses chuvosos,
0 que pode estar associado a uma maior afinidade dessas células nesse periodo pelo processo
de acidificacdo do lumen, o qual é fundamental especialmente na regido da cauda, pois
possibilitard que os espermatozoides sejam maturados permanegam inativos e estocados por
periodos diversos em um microambiente luminal com condicdes ideais para sobrevivéncia e
motilidade dessas células (Beguelini et al. 2010; 2015; Kim et al. 2015; Roy et al. 2016;
Castro et al. 2017).

Diante dessas constatagbes, P. discolor possui flexibilidade nas suas condicdes
morfofisioldgicas ao longo do ano. As varia¢des constatadas ou até mesmo a auséncia destas,
na atividade de alguns parametros testiculares e epididimarios, indicam que essa espéecie esta
empenhada em organizar seja o quantitativo de células ou toda a maquinaria do ndcleo e dos
componentes do citoplasma, para ofertar condi¢cdes adequadas que garantam a fertilidade de
suas células reprodutoras durante o ciclo reprodutivo. Uma das situacdes a que isso pode esta
relacionado, refere-se ao sistema de harém e acasalamento poliginico, para assegurar a cépula
de acordo com a demanda de fémeas em fase reprodutiva (Beguelini et al. 2013b; Morais et

al. 2013a; 2014a; 2017; Lima Junior et al. 2018b).
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Essa plasticidade acontece também porque em ambientes urbanizados, 0s morcegos
sdo mais adaptéveis as condi¢des de abrigo e alimentacdo existentes; e como essa espécie é
onivora, passa a incluir diferentes itens em sua dieta que varia de acordo com o que encontra
disponivel em determinada época. Isso influencia a reproducdo da espécie que necessita obter
e armazenar energia que seja suficiente durante a estacdo de acasalamento, uma vez que 0s
mecanismos envolvidos no processo de espermatogénese requerem elevado dispéndio
energético. Essa estocagem de energia, associada ao padrdo metabolico da espécie faz com
que 0s machos possam alocar as demandas necessarias para manutencdo do seu ciclo
reprodutivo em consonancia com o das fémeas. Por conta desses aspectos, muitos parametros
avaliados ndo foram significativos, pois os machos de P. discolor necessitam esta sempre se
ajustando a reproducdo com base nas variagdes ambientais que ocorrem (Barros et al. 2013;
Morais et al. 2013a; 2014a; 2017; Esbérard et al. 2014; Lima Junior et al. 2014; 2018a; Russo
& Ancillotto 2015).

Em conclusdo, embora P. discolor tenha apresentado algumas variacbes na sua
atividade reprodutiva entre 0s meses secos e chuvosos, nota-se que essa espécie possui
estratégias que a faz ser adaptavel para se reproduzir em qualquer época do ano. Esse ajuste
estd relacionado com a necessidade da espécie para acasalar e gerar prole em épocas que
sejam adequadas, diante das condi¢fes ambientais ofertadas em area urbanizada no interior do

estado de Pernambuco.
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Fig. 1: Fotomicrografias dos testiculos de Phyllostomus discolor coletados em

meses secos (A) e chuvosos (B) no municipio de Vitéria de Santo Antéo,
Pernambuco. Observar o epitélio seminifero com células de Sertoli (cabeca de
seta) e da linhagem espermatogénica em diferentes estagios de maturacdo —
espermatogolnias (asteriscos), espermatdcitos (setas pretas), espermaétides
arredondadas (setas brancas), espermatides alongadas (setas pontilhadas) —, e 0
[limen (Lu) no compartimento tubular. Notar também as células de Leydig
(seta de duas cabecas) distribuidas ao longo do compartimento intertubular.

Coloragdo: Hematoxilina — Eosina . Barras de escala = 10 pm.
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Fig. 2: Fotomicrografias dos tubulos seminiferos dos testiculos de

Phyllostomus discolor coletados em meses secos (A) chuvosos (B) no
municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco. Observar as Regides
organizadoras de nucléolos (NORs) — pontos escuros — no interior dos
nucleos das células da linhagem espermatogénica em diferentes estagios de
maturacdo no epitélio germinativo. Espermatogbnias (setas pontilhadas),
espermatocitos (setas continuas), espermatides (ponta de setas). L=Lumen.

Coloracdo: AgNOR. Barras de escala = 10 pm.
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Fig. 3: Fotomicrografias das trés regides (cabeca — A e D; corpo — B e E; cauda — C e F) do

epididimo de Phyllostomus discolor coletados em meses secos no municipio de Vitoria de
Santo Antdo, Pernambuco. Notar o epitélio (Ep) e Lamen (Lu) em cada uma dessas regides.
Observar também os tipos celulares encontrados no epitélio: células principais (setas pretas),
células basais (cabecga de seta) e células apicais (setas pontilhadas). Coloragdes: H. E. (A, B

e C) e azul de toluidina com borato de sodio (D, E e F). Barras de escala = 10 pum.
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Fig. 4: Fotomicrografias das trés regides (cabeca — A e D; corpo — B e E; cauda — C e F) do

epididimo de Phyllostomus discolor coletados em meses chuvosos no municipio de Vitéria
de Santo Antdo, Pernambuco. Notar o epitélio (Ep) e Lamen (Lu) em cada uma dessas
regides. Observar também os tipos celulares encontrados no epitélio: células principais (setas
pretas), células basais (cabeca de seta) e células apicais (setas pontilhadas). Coloracdes: H. E.

(A, B e C) e azul de toluidina com borato de sddio (D, E e F). Barras de escala = 10 pm.
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Fig. 5: Parametros histomorfométricos testiculares (A) e dosagem do horménio
testosterona — HT (B) de Phyllostomus discolor coletados em meses secos e chuvosos no
municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco. AOCT (&rea de ocupacdo do
compartimento tubular), AOCI (&rea de ocupagdo do compartimento intertubular), CS
(células de Sertoli), EPG (espermatogonias), EPC (espermatocitos), EAR (espermatides
arredondadas), EAL (espermatides alongadas) e CL (células de Leydig). Médias
seguidas por letras diferentes (a, b), em cada parametro, diferem significativamente entre
si pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05).
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Fig. 6: Imuno-histoquimica do PCNA nos testiculos de P. discolor coletados nos meses
chuvosos (A) e secos (B). Observar ainda a quantificagcdo, em percentual, de células
PCNA positivas nos meses secos e chuvosos (C) no municipio de Vitéria de Santo
Antdo, Pernambuco. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente

pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann Whitney (p<0,05).
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Fig. 7: Imuno-histoquimica do receptor de andrdgeno nos testiculos de P. discolor
coletados nos meses chuvosos (A) e secos (B) no municipio de Vitéria de Santo
Antdo, Pernambuco. Observar ainda a quantificacdo, em percentual, de células
positivas para receptores de andrégeno nos meses secos e chuvosos (C). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal-
Wallis com post-hoc de Mann Whitney (p<0,05).
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Tabela 1
Parametros citomorfométricos avaliados nas espermatog6nias de Phyllostomus discolor

coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitdria de Santo Antéo,
Pernambuco. Numero de regido organizadora de nucléolo por célula (NNORC), area da
regido organizadora de nucléolo ocupada na célula (ANOROC), area do nucleo da célula
(ANC), area da célula (AC), porcentagem do nucleo ocupada pela regido organizadora de
nucléolo (PNONOR) e porcentagem da célula ocupada por ndcleo (PCON).

Meses secos Meses chuvosos
Parametros (n=06) (n=06)
citomorfométricos Meédia e Desvio Meédia e Desvio Valor de p
padrao padréo
NNORC 3,37 +1,77° 3,34 +1,98° 0,274
ANOROC (um?) 1,08 + 0,75 2,25+ 1,17° < 0,001
ANC (um?) 17,21 +5,17° 17,57 + 5,76 0,554
AC (um?) 27,79 + 7,61 27,08 + 8,05 0,041
PNONOR (%) 6,50 + 4,67° 13,41 + 6,90 < 0,001
PCON (%) 62,11 + 9,30 64,72 + 7,86 < 0,001

Letras sobrescritas diferentes (a, b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p <0,05)
para 0 mesmo parametro analisado pelo teste U de Mann-Whitney.

Tabela 2
Parametros citomorfométricos avaliados nos espermatocitos de Phyllostomus discolor
coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitéria de Santo Antéo,
Pernambuco. NUmero de regido organizadora de nucléolo por célula (NNORC), area da
regido organizadora de nucléolo ocupada na célula (ANOROC), area do nucleo da célula
(ANC), area da celula (AC), porcentagem do nucleo ocupada pela regido organizadora de

nucléolo (PNONOR) e porcentagem da célula ocupada por nucleo (PCON).

Meses secos Meses chuvosos
Parametros (n=06) (n=06)
citomorfométricos Média e Desvio Meédia e Desvio Valor de p

padréo padrédo
NNORC 3,68 +2,10° 5,14 + 2,95° < 0,001
ANOROC (um?) 1,34 +0,89° 3,42 +1,91° < 0,001
ANC (um?) 23,34 + 7,25 31,29 + 9,35 < 0,001
AC (um°) 38,23 + 11,68 45,69 + 11,75 < 0,001
PNONOR (%) 6,05 + 3,90° 11,13 +5,67° < 0,001
PCON (%) 61,58 + 9,38 68,03 + 7,66" < 0,001

Letras sobrescritas diferentes (a, b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p <0,05)
para 0 mesmo parametro analisado pelo teste U de Mann-Whitney.
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Tabela 3

Parametros citomorfométricos avaliados nas espermatides de Phyllostomus discolor

coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitéria de Santo Antdo,

Pernambuco. NuUmero de regido organizadora de nucléolo por célula (NNORC), area da

regido organizadora de nucléolo ocupada na célula (ANOROC), area do nucleo da célula

(ANC), area da célula (AC), porcentagem do nlcleo ocupada pela regido organizadora de

nucléolo (PNONOR) e porcentagem da célula ocupada por nicleo (PCON).

Parametros Meses secos Meses chuvosos
citomorfométricos (n=06) (n=06)
Média e Desvio Meédia e Desvio Valor de p

padréo padréo
NNORC 2,29 +1,26° 2,90 + 1,59 < 0,001
ANOROC (um?) 0,66 + 0,44 1,33+0,94° < 0,001
ANC (um?) 7,81 +2,52° 10,59 + 3,27° < 0,001
AC (um?) 14,83 + 4,72° 18,10 + 4,76" < 0,001
PNONOR (%0) 9,04 + 6,26 12,38 +7,31° < 0,001
PCON (%) 53,51 + 10,89° 58,47 + 10,08° < 0,001

Letras sobrescritas diferentes (a, b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p <0,05)

para 0 mesmo parametro analisado pelo teste U de Mann-Whitney.
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Tabela 4
Proporcéo volumeétrica (%) do epitélio (Ep), lumen (Lu), vasos sanguineos (VS) e tecido conjuntivo (TC) das regides do epididimo (cabeca —
CA, corpo — CP e cauda — CAU) de Phyllostomus discolor coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitoria de Santo Antéo,

Pernambuco.

Parametros Meses secos Meses chuvosos
Regibes do epididimo histomorfométricos (n=06) (n=06) Valor de p
Meédia e desvio padrao Média e desvio padréao
Ep (%) 63,54 + 6,15 56,71 + 13,12° 0,025
CA
Lu (%) 20,17 + 5,66 13,17 +6,95" <0,001
VS (%) 0,03 +0,13° 0,21 + 0,46" 0,006
TC (%) 16,26 + 5,50° 29,91 + 17,08 <0,001
Ep (%) 57,40 + 6,74° 51,94 + 10,04° 0,004
CP
Lu (%) 30,09 + 7,58 24,81 + 15,24° 0,126
VS (%) 0,01 +0,11° 0,15 + 0,46" 0,005
TC (%) 12,50 + 4,81° 23,10 + 17,52° 0,010
Ep (%) 42,79 +12,89° 38,49 +9,99" 0,013
CAU
Lu (%) 37,82 +11,72° 26,94 + 15,35° <0,001
VS (%) 0,16 +0,71° 0,27+ 0,51° 0,008
TC (%) 19,23 + 14,45° 34,30+ 16,77° <0,001

Letras sobrescritas diferentes (a, b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05), para 0 mesmo parametro analisado, pelo teste U de

Mann-Whitney.
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Tabela 5
Parametros histomorfométricos (altura do epitélio — AE, diametro do tabulo — DT e didmetro do lumen — DL) avaliados nas regi6es do epididimo
(cabeca — CA, corpo — CP e cauda — CAU) de Phyllostomus discolor coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitéria de Santo
Antéo, Pernambuco.

Parametros Meses secos Meses chuvosos
Regides do epididimo histomorfométricos (n=06) (n=06)
Media e desvio padréo Media e desvio padrao Valor de p
AE (um) 30,28 + 8,72° 26,07 + 13,23° 0,045
CA
DT (um) 132,74 + 27,93 107,84+ 47,53° 0,002
DL (um) 72,28 +18,92° 54,09 + 27,42° <0,001
AE (um) 24,06 + 4,84° 21,16 + 6,07 <0,001
CP
DT (um) 124,83 + 25,45° 112,89 + 43,52° 0,330
DL (um) 81,23 + 21,87° 70,88 + 36,88° 0,103
AE (um) 20,02 + 4,08 16,74 +5,23° <0,001
CAU
DT (um) 141,78 + 30,78 126,19 + 48,30° 0,014
DL (um) 103,30 * 29,07 89,77 + 48,08" 0,006

Letras sobrescritas diferentes (a, b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05), para 0 mesmo parametro analisado, pelo teste U de

Mann-Whitney.
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Tabela 6
Distribuicéo relativa (%) das células principais (CPr), basais (CBa) e apicais (CAp) das trés
regides do epididimo (cabeca — CA, corpo — CP e cauda — CAU) de Phyllostomus discolor
coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitdria de Santo Antdo, Pernambuco.

Regibes do Tipos Meses secos Meses chuvosos
epididimo  celulares (n=06) (n=06)
Valor de p
Média e desvio padréao Média e desvio
padrao
CPr 78,02 + 5,45 78,97 + 4,32 0,391
CA CBa 18,98 + 5,64° 20,05 + 4,45 0,189
CAp 3,00 + 2,33 0,98 + 1,35 <0,001
CPr 79,52 + 4,69 76,55 + 7,75 0,060
CP CBa 17,96 + 4,54° 21,17 +5,84" 0,002
CAp 2,52 + 1,94 2,28 + 3,39" 0,013
CPr 81,84 + 4,23 78,34 +7,78° 0,034
CAU CBa 17,08 + 3,80° 21,24 +7,28" 0,003
CAp 1,08 + 1,49 0,42 +1,38° 0,001

Letras sobrescritas diferentes (a, b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p <0,05),
para 0 mesmo parametro analisado, pelo teste U de Mann-Whitney.
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RESUMO. Nesse estudo, investigaram-se 0s estagios reprodutivos e a histofisiologia
ovariana em fémeas adultas de Artibeus planirostris no municipio de Vitéria de Santo Antéo
— Pernambuco, Nordeste do Brasil. Foram capturadas ao longo de uma noite em cada més
(novembro/2016 a novembro/2017). Com base na média mensal da precipitagdo, foi realizado
um agrupamento dos meses secos (setembro a fevereiro) e chuvosos (mar¢o a agosto).
Através da morfologia externa corporal, as fémeas foram classificadas em inativas, gravidas,
lactantes e pos-lactantes. Apenas as inativas (n=13) foram eutanasiadas para as analises
morfofisiol6gicas. Amostras sanguineas foram obtidas para dosagem de estrogeno e, apds a
eutanasia, os ovarios foram coletados e processados com base na técnica histolégica de rotina.
Na morfometria, consideraram-se: a area do ovario, a presenca e a area dos foliculos
ovarianos (primario unilaminar e multilaminar, antral e de Graaf), bem como a quantificacdo
do corpo lateo. Na imuno-histoquimica foi utilizado o PCNA. Os resultados apresentaram
fémeas gravidas apenas em meses secos, contudo as inativas, lactantes e pds-lactantes foram
coletadas em meses secos e chuvosos. A dosagem de estrogeno e a presenca de células PCNA
positivas foram maiores nos meses chuvosos. A ocorréncia do foliculo de Graaf foi somente
nesses meses, enquanto que o corpo lateo foi encontrado em todos 0s especimes dos meses
secos. Embora A. planirostris tenha preferéncia por entrar em periodo gestacional em meses
secos e acasalar da metade para o final dos meses chuvosos, essa espécie apresentou
adaptabilidade influenciada pelas variaces ambientais durante todo o ciclo reprodutivo,

indicando uma poliestria assazonal.

Palavras-chaves: morcego, morfofisiologia, ovario, padréo reprodutivo, sazonalidade.
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ABSTRACT. Reproductive stages and ovarian histophysiology in Artibeus planirostris
(Spix, 1823) (Chiroptera: Phyllostomidae) in the dry and rainy months in a municipality
of the Mesorregido in Mata Pernambucana, northeastern Brazil. In this study,
reproductive stages and ovarian histophysiology were investigated in adult females of
Artibeus planirostris in the municipality of Vitdria de Santo Antdo - Pernambuco, Northeast
Brazil. They were captured over one night each month (November / 2016 to November /
2017). Based on the monthly average of precipitation, the dry (September to February) and
rainy (March to August) months were grouped. Through external body morphology, females
were classified as inactive, pregnant, lactating and post-lactating. Only the inactive (n=13)
were euthanized for morphophysiological analysis. Blood samples were obtained for estrogen
measurement and, after euthanasia, the ovaries were collected and processed based on routine
histological technique. In morphometry, were considered: the area of the ovary, the presence
and the area of the ovarian follicles (unilaminar and multilaminar primary, antral and Graaf),
as well as the quantification of the corpus luteum. In immunohistochemistry, PCNA was used.
The results showed pregnant females only in dry months, however inactive, lactating and
post-lactating females were collected in dry and rainy months. The dosage of estrogen and the
presence of positive PCNA cells were higher in the rainy months. The occurrence of the Graaf
follicle was only in these months, whereas the corpus luteum was found in all specimens from
the dry months. Although A. planirostris has a preference for entering gestational periods in
dry months and mating from half to the end of the rainy months, this species showed
adaptability influenced by environmental variations throughout the reproductive cycle,

indicating a non-seasonal polyestry.

Key words: bat, morphophysiology, ovary, reproductive pattern, seasonality.
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1 INTRODUCAO

A crescente urbanizacdo tem causado modificagdes nitidas no ambiente natural. Isso
acarreta diminuicdo significativa na diversidade da flora e fauna original, sobretudo, em éarea
de Mata Atlantica. Apesar disso, muitas espécies da ordem Chiroptera apresentam uma ampla
plasticidade para adaptar-se a esses ambientes que se encontram sob intensa atuacao antropica
(Esbérard 2003a; b; Lima 2008; Russo & Ancillotto 2015; Nunes et al. 2017).

Essas intervengdes humanas podem influenciar os processos morfofisiologicos desses
organismos, como é o caso da reproducdo dos morcegos que habitam em locais proximos a
areas urbanizadas, uma vez que esses mamiferos possuem caracteristicas peculiares cujas
estratégias e padrdes reprodutivos estdo intrinsicamente associados a diferentes fatores
bidticos e abioticos existentes em determinado bioma. Assim, sua reproducdo pode variar a
depender da localidade e espécie considerada (Crichton & Krutzsch 2000; Melo et al. 2012;
Silva de Aradjo & Bernard 2016; Nunes et al. 2017).

Os padrdes reprodutivos dos quirdpteros sao definidos com base, principalmente, na
atividade reprodutiva das fémeas, ja que sdo elas que irdo entrar em periodo gestacional,
amamentar e ter o cuidado parental com sua prole. Na regido Neotropical sdo definidos quatro
padrdes: monoestria sazonal (apenas um Unico pico reprodutivo ao longo do ano), poliestria
sazonal (caracterizado por ocorrer de maneira continua durante a maior parte do ano, com
multiplos picos reprodutivos), poliestria sazonal bimodal (ocorréncia de dois picos
reprodutivos ao longo do ano) e poliestria assazonal (a reproducdo acontece durante todo o
ano) (Taddei 1980; Willig 1985a; b; Zortéa 2003).

No Brasil, a maioria dos estudos que investigam sobre a reproducdo das diversas
espécies de morcegos fémeas, em diferentes areas geograficas e biomas, abordam a
morfologia externa corporal para classificacdo do estagio reprodutivo (Gomes & Uieda 2004;

Costa et al. 2007; Rocha et al. 2010; Godoy et al. 2014; Sato et al. 2015). Sabe-se que
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considerar apenas essa classificacdo para definir padrdes e estratégias reprodutivas tornam
limitadas as inferéncias, sendo necesséria a utilizacdo de outros pardmetros associados como a
histologia, a morfometria, a dosagem hormonal e a imuno-histoquimica (Beguelini et al.
2013b; Lima Junior et al. 2014).

Os estudos com enfoque na histofisiologia reprodutiva da ordem Chiroptera revelam-se
como restritos no territério nacional, especialmente quando se considera a atividade ovariana
das diferentes espécies desses mamiferos (Aradjo et al. 2013; Bueno et al. 2018; Farias et al.
2018; Rodrigues et al. 2019). Atualmente, no estado de Pernambuco, o Unico estudo existente,
com abordagem histomorfométrica das gbnadas femininas, é o da espécie Dermanura cinerea
(Gervais 1856) (Lima Junior et al. 2018a), coletada em uma éarea de Mata Atlantica situada no
Litoral Sul desse estado.

Diante da diversidade de espécies de morcegos, Artibeus planirostris (Spix 1823) faz
parte da familia Phyllostomidae, subfamilia Stenodermatinae e apresenta habito alimentar
frugivoro (Hollis 2005). Na regido nordeste do Brasil, em biomas de Cerrado e Caatinga, foi
relatada a ocorréncia de poliestria sazonal bimodal (Willig 1985a; b; Hollis 2005). No sudeste
do Brasil, Beguelini et al. (2013b) constataram dois picos acentuados de atividade
espermatogénica relacionados com a sincronizagcdo do ciclo reprodutivo das fémeas. No
entanto, ainda ndo foi verificada se existem variagfes na reproducdo das fémeas dessa
espécie, nos meses de baixos e elevados indices pluviométricos, em area de Mata Atlantica
localizada préxima ao perimetro urbanizado no estado de Pernambuco.

Dentro dessa perspectiva, objetivou-se investigar os estagios reprodutivos e a
histofisiologia do ovario da espécie A. planirostris coletadas em meses secos e chuvosos no

municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e animais

As coletas foram realizadas nas dependéncias do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia
e Tecnologia de Pernambuco (IFPE) - Campus de Vitoria de Santo Antdo (coordenadas
geograficas: 08° 07° 05 de latitude sul e 35° 17° 29”° de longitude oeste). Esse municipio
integra a Mesorregido da Mata Pernambucana. O clima é quente e umido do tipo tropical
chuvoso, e a vegetacdo é formada predominantemente por formactes de Floresta Estacional
Semidecidual e de Floresta Ombréfila Densa (Morais et al. 2011; Costa 2012).

A captura dos animais foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBIo) por meio da Licenca permanente para coleta de material zool6gico
com 0 seguinte nimero no Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO): 22418-1. Além disso, esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) com o seguinte nimero de
processo: 23076. 039757/2016-81.

Foram utilizadas apenas fémeas adultas da espécie Artibeus planirostris, cuja idade foi
determinada por meio da observacdo do grau de ossificagdo dos metacarpos e falanges das
asas, de acordo com a metodologia de Anthony (1988).

Os animais foram capturados por meio de 05 redes de neblina (12 m de comprimento x
3 m de altura). As coletas foram realizadas ao longo de uma noite, em cada més, durante 13
meses (novembro/2016 a novembro/2017). O esforco de captura foi de 11700 m% h (Straube

& Bianconi 2002).
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2.2 Informacdes meteoroldgicas

Os dados meteorologicos referentes as médias mensais da precipitacdo (mm),
temperatura (C°) e umidade do ar (%) foram disponibilizados pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) — 3° Distrito de Meteorologia. Esses dados foram referentes a estagdo
meteoroldgica da cidade de Recife — Pernambuco, uma vez que cada estacdo possui
representacdo para uma circunferéncia com raio de 150 km a partir da estacéo.

As médias mensais da precipitacdo foram relacionadas com os dados reprodutivos.
Assim, foram agrupados os meses secos (setembro a fevereiro) e chuvosos (marco a agosto),
seguindo o mesmo padrdo do que ja se tem definido, em outros estudos, em area de Mata

Atlantica de Pernambuco (Lima Junior et al. 2014; Asfora et al. 2017).

2.3 Definicao do estagio reprodutivo

Inicialmente, as fémeas foram classificadas por meio do estagio reprodutivo, o qual foi
definido pela apalpacdo do abdémen, bem como pela visualizacdo da morfologia das mamas e
mamilos. Foram organizadas em quatro grupos: inativas (aquelas que estavam com o
abdémen normal e sem mamilos aparentes), gravidas (nas que, através da apalpacdo do
abdémen, notou-se a existéncia de feto), lactantes (aquelas cujos mamilos encontravam-se
com auséncia de pelos e notdria presenca de secre¢do, constatada por meio de uma leve
compressdo, com uma pinga, nesses 0rgaos) e pos-lactantes (nas que foi verificada a auséncia
de leite nos mamilos e recuperacao dos pelos em torno destes) (Racey 1988; Gannon & Willig

1992; Esbérard 2002; Zortéa 2003; Gomes & Uieda 2004; Lima Junior et al. 2018a).
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2.4 Procedimento de eutanasia dos espécimes

Apenas as fémeas classificadas como inativas (n=13), de acordo com a morfologia
externa, foram eutanasiadas. O protocolo seguiu os procedimentos éticos da experimentacao
animal. Para tanto, foi aplicada em cada animal selecionado uma anestesia na area da regido
intraperitoneal constituida por pentobarbital sédico com concentracdo de 40 mg/kg™.
Posteriormente, foi inoculada uma solucdo saturada de cloreto de potéassio (Morais et al.

2013D).

2.5 Coleta de sangue e dos 6rgaos

Depois da aplicacdo da anestesia, amostras de sangue foram coletadas, de cada uma
das fémeas inativas, por meio de puncédo cardiaca do ventriculo esquerdo. Apos a eutanasia,
foi feito um pequeno corte no abdémen direcionando-se até a regido inguinal para a remogéo
dos ovarios. Esse procedimento foi realizado com bisturi e pincas de microdissecacao que

auxiliaram na divulsdo dos tecidos.

2.6 Dosagem hormonal

As amostras de sangue foram coletadas para a dosagem de estrogeno em pg/mL
(picograma por mililitro). Para tanto, foi empregado o método de Fluoroimunoensaio, de

modo que as devidas anélises foram realizadas em um laborat6rio comercial.

2.7 Histologia

Depois dos ovarios serem coletados, passaram pelo processo de fixacdo em formalina

neutra tamponada (NBF) a 10% com duracdo de 24 horas. Apos isso, foram conservados em
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alcool 70% e glicerinado a 5% até serem processados de acordo com a técnica histoldgica,
passando pelas etapas de desidratacdo, diafanizacdo e impregnagdo (Behmer et al. 1976;
Rieder & Schmidt 1987). Sequencialmente, passaram pela etapa de incluséo em blocos de
parafina, os quais foram cortados no micrétomo em espessura de 4 um. Esses cortes foram
semi-seriados, com intervalo de 40 um entre um corte e outro (Lima Junior et al. 2018a) e a
coloracdo empregada foi a Hematoxilina — Eosina (H. E.). As laminas histoldgicas

confeccionadas foram analisadas em microscopia Optica.

2.8 Morfometria

As laminas histoldgicas dos ovarios foram fotografadas com o auxilio do programa
ISCapture instalado em um computador. Para tanto, foi conectada uma camera entre o
computador e 0 microscopio éptico que possibilitou a reprodugdo e captura das imagens. Para
as anélises histomorfométricas utilizou-se o programa ImageJ.

Nas analises morfométricas foram consideradas a area do ovario, o nimero de foliculos
ovarianos em diferentes estagios de maturagdo — primario unilaminar (FPU), primério
multilaminar (FPM), antral (FAT) e de Graaf, maduro ou pré-ovulatério (FGA) —, e corpo
luteo (CLU) (Farias et al. 2018). Foi mensurada também a area de cada um desses tipos de
foliculos. A 4rea do ovario foi mensurada em milimetros quadrados (mm?) e foram utilizadas
10 fotomicrografias no aumento total de 40X por animal, enquanto que a area de cada foliculo
foi medida em micrémetros quadrados (um?), utilizando-se 10 fotomicrografias em aumento
total de 100X por espécime. Essas imagens foram capturadas de forma ordenada da margem
esquerda a direita de cada corte do ovario presente na lamina histologica. Além disso, para
evitar fotografar os mesmos tipos de foliculos ovarianos foram utilizados cortes semi-

seriados, de acordo com a metodologia de Lima Junior et al. (2018a).
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2.9 Imuno-histoquimica (PCNA)

As laminas dos ovarios foram desparafinizadas e reidratadas. Apds isso, passaram pelo
processo de recuperacdo antigénica, em que se utilizou o tampdo citrato (pH 6,0) em
temperatura elevada no micro-ondas (10 minutos). A inibicdo da peroxidase enddgena foi
feita em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em agua destilada. O bloqueio da reacéo
antigeno — anticorpo inespecifica foi feito mediante incubacdo das ldaminas em Tris / BSA
(albumina sérica bovina) a 5% (30 minutos). Foi utilizado o anticorpo primario PCNA (Santa
Cruz Biotechnology) que foi diluido em Tris / BSA a 5% (1:100). As laminas foram
organizadas em camara Umida e colocadas em overnight na geladeira. No dia seguinte, as
laminas foram tratadas com o anticorpo secundéario (30 minutos). A reacdo antigeno-anticorpo
foi verificada atraves de um precipitado com coloracdo marrom, depois de entrar em contato e
ser revelado com DAB (3,3 diaminobenzidina) e contracorados com hematoxilina. As
imagens foram capturadas por uma camera de video Sony, acoplada ao microscopio Olympus
BX-50, com a objetiva 40X e submetidas ao aplicativo GIMP 2.0 para quantificagdo usando o
histograma RGB (vermelho-verde-azul). Este se baseia na intensidade da luminescéncia, em
que os tons de pixel da imagem variam de 0 (menos luminescéncia) a 255 (branco absoluto —
maior luminescéncia) (Oberholzer et al. 1996; Lee et al. 2001). A contagem foi realizada
usando um reticulo WEIBEL de 25 pontos, seguido por uma ocular de 10x. Foram utilizadas
trés 1dminas dos meses secos e trés dos meses chuvosos, em que foram analisados quatro
campos nos ovarios com uma objetiva de 10x. Em cada campo, 300 células dos foliculos
ovarianos foram contadas e transformadas em porcentagem de células marcadas (Weibel

1963).
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2.10 Estatistica

As amostras ndo apresentaram uma distribuicdo normal de acordo com o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Assim, os resultados morfométricos e hormonal foram submetidos no
programa SPSS (Statical Package of the Social Scienses, inc. Chicago, EUA) versdo 15.0.
Foram utilizados o teste U de Mann-Whitney, para a area do ovario e dosagem de estrogeno;
e 0 teste Qui-Quadrado (X?) para verificar o nimero de foliculos em diferentes estagios de
maturacdo, bem como do corpo liteo entre 0s meses secos e chuvosos. Além disso, para a
imuno-histoquimica foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann Whitney

(p<0,05).

3 RESULTADOS

Ao longo do periodo considerado, foram coletadas 33 fémeas, de modo que o nimero
por estagio reprodutivo variou da seguinte forma: inativas (n=13), gravidas (n=08), lactantes
(n=07) e pos-lactantes (n=05) (Fig. 1).

Das 13 fémeas inativas, 04 foram coletadas em meses secos e 09 em meses chuvosos.
Os ovarios de A. planirostris, possuem morfologia circular ou em elipse, revestidos
externamente por um epitélio simples que varia de clbico a pavimentoso, e subjacente a este,
observa-se a tunica albuginea de tecido conjuntivo denso ndo modelado. Esse 6rgdo €
composto por duas regides: a medula (situada na parte mais central desse 6rgao) e o cortex
(localizado mais perifericamente em torno da medula). Na regido medular, pode ser
encontrado tecido conjuntivo do tipo frouxo, vasos sanguineos e linfaticos, bem como nervos.
J& no cortex, hd os foliculos ovarianos em diferentes estdgios de maturagdo no tecido
conjuntivo dessa regido e, a depender da fase reprodutiva, também pode ser encontrado o
corpo luteo. Os limites entre ambas as regides ndo apresentam uma distin¢do precisa (Fig. 2).

132



Na histomorfometria da area do ovario, ndo ocorreu diferenca significativa (p=0,248)
entre 0s meses secos (=2,01 mm?) e chuvosos (=2,08 mm?). Em relacdo & presenca dos
foliculos, ndo houve diferenca em nenhuma das andlises realizadas. Os foliculos priméarios
multilaminar (FPM) e antral (FAT), bem como o corpo luteo (CLU) foram encontrados tanto
em meses secos quanto chuvosos. Os foliculos priméarios unilaminar (FPU) estiveram
presentes em todos os espécimes de todos 0s meses considerados, por isso ndo fez parte do
teste Qui-quadrado.

Nos meses secos, 0s FPM estiveram presentes em todos 0s espécimes, ja nos chuvosos
foram encontrados em sete e ausentes em dois animais. Os FAT foram identificados somente
em um espécime dos meses secos e inexistentes em trés animais, enquanto que nos meses de
chuva ocorreram em cinco espécimes e ausentes em quatro. Nenhum FGA foi encontrado nos
meses secos, ocorrendo apenas em trés animais (sendo um foliculo em cada) dos meses
chuvosos. Os CLU foram constatados em todos os espécimes dos meses secos e estiveram
presentes em quatro dos meses chuvosos (Tab. 1).

Na analise descritiva da area dos foliculos, as maiores médias dos FPU e FPM foram
econtradas em meses secos (novembro/2017), enquanto que as médias dos FAT e FGA foram
mais elevadas em meses chuvosos (julho/2017) (Tab. 2).

A dosagem hormonal de estrogeno apresentou médias maiores (p=0,045) em meses
chuvosos quando comparada aos meses secos (Fig. 3). De forma semelhante, os resultados da
imuno-histoquimica indicaram diferenca significativa, com a ocorréncia de um maior

percentual de células PCNA positivas também nos meses chuvosos (Fig. 4).
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4 DISCUSSAO

A morfologia externa corporal de A. planirostris, indicou picos de gravidez nos meses
de outubro e, principalmente, novembro, que sdo meses do inicio do periodo seco. Por outro
lado, houve a ocorréncia de fémeas em diferentes estagios reprodutivos (inativas, lactantes e
poOs-lactantes), tanto em meses secos quanto chuvosos. Ao que parece, as fémeas dessa
espécie tém preferéncia por entrar em estagio de prenhez durante os meses secos, de modo
gue possam amamentar e ter o cuidado parental com a sua prole no inicio dos meses
chuvosos. Assim, posteriormente, irdo ovular e acasalar no final desses meses para que
possam iniciar uma nova gestacdo nos meses secos (Lima Junior et al. 2018a).

Esses achados reforcam as investigacOes realizadas por Taddei (1976), na regido
noroeste do estado de Sao Paulo, que diz que, como o periodo gestacional de A. planirostris é
de aproximadamente trés meses e meio, 0 ovario dessa espécie pode apresentar ainda
funcionalidade ao longo da gestacdo e, como consequéncia, uma nova ovulacdo poderd
ocorrer logo em seguida ao parto (Rodrigues et al. 2019). Inferéncias semelhantes foram
confirmadas por Beguelini et al. (2013b), em bioma de Cerrado, também no estado de Séo
Paulo, onde verificou-se que o processo de espermatogénese de A. planirostris é ativo durante
todo ano, indicando um ciclo reprodutivo continuo, em que as fémeas podem ter mais de uma
gravidez por ano.

A caracterizacdo anatémica e histologica do ovario de A. planirostris seguiu o padrdo ja
descrito para essa espécie, por Bueno et al. (2018), e também por Rodrigues et al. (2019) para
Artibeus lituratus que é do mesmo género que a espécie do presente estudo. Assim, produz
somente um ovocito em cada ciclo reprodutivo e, consequentemente, apenas um corpo ldteo,

que quando presente ocupa a maior parte da area do ovario, conforme pode ser observado em
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nosso estudo. Com isso, A. planirostris tem apenas um filhote em cada ciclo (Fleming et al.
1972; Taddei 1976; Bueno et al. 2018).

A presenca de foliculo maduro apenas em meses chuvosos, assim como a ocorréncia de
médias maiores na area desse tipo de foliculo, principalmente no més de julho confirma uma
organizacdo do cortex desse 6rgdo para que A. planirostris possa acasalar, preferencialmente,
da metade para o final dos meses chuvosos. Associado a isso, ha também um aumento nos
niveis de estrogeno. Como o foliculo de Graaf é o que alcanga o estagio de desenvolvimento
mais avangado, ird ovular quando os niveis desse hormonio se elevarem e estimular a hipofise
a liberar quantidades considerdveis de horménio luteinizante (LH) que induzird o rompimento
desse foliculo e a consequente expulsdo do ovocito em meses chuvosos. Essas inferéncias sdo
complementadas pela ocorréncia do corpo luteo, em todos os espécimes dos meses Secos,
confirmando a ovulacdo nos meses anteriores. Essa glandula temporéaria secreta hormonios,
principalmente a progesterona, que atuara na manutencao da camada interna do Utero, a fim
de receber e manter o concepto durante 0s meses secos, caso haja fecundagdo (Downey et al.
1998; Martins et al. 2008; Saraiva et al. 2010; Bueno et al. 2018).

Os achados da imuno-histoquimica indicaram que nos meses de chuva houve uma
maior proliferacdo nas células dos foliculos ovarianos, pois essa imunomarcacdo aumenta
com a acdo estrogénica. E, de fato, houve um aumento nos niveis de estrégeno durante esses
meses que possivelmente estimulou uma maior proliferacdo celular (Narkar et al. 2006). Esse
aumento indica também uma imunorreacdo prevalente, principalmente, nas células da
granulosa e da teca dos foliculos, de modo que a positividade encontrada revela que os
foliculos avaliados ndo se encontram em processo de atresia (Oktay et al. 1995). Como houve
foliculo de Graaf apenas em meses chuvosos, ao que tudo indica, ele suprimiu o
desenvolvimento dos demais foliculos, mediado pela atuacdo dos niveis de estrégeno e

provavelmente também da inibina, que é expressa nas células da granulosa e da teca, na
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supressao da producdo do horménio foliculo-estimulante (FSH) pela hipdfise durante esses
meses (Santos et al. 2009; Barret et al. 2014).

Além da morfologia externa corporal, os demais parametros analisados em A.
planirostris (histomorfometria, imuno-histoquimica e dosagem hormonal) evidenciaram a
importancia destes, pois apresentaram caracteristicas morfofisioldgicas peculiares dentro do
grupo das fémeas classificadas como inativas de acordo com a morfologia externa corporal.
Assim, considerar apenas esta analise na determinacdo da reproducdo de uma espécie, pode
induzir a conclusdes imprecisas, ja que, por exemplo, as caracteristicas iniciais de gestagdo
ndo podem ser identificadas dessa forma, sendo necessarias investigacoes celulares e teciduais
para se compreender com maior seguranca e detalhes o ciclo reprodutivo do animal (Bredt et
al. 1999; Gomes & Uieda 2004; Lima Junior et al. 2014; 2018a).

Essas constatagcbes indicam que as fémeas de A. planirostris, possuem um ciclo
reprodutivo adaptavel, de acordo com as variacGes pluviomeétricas. Como essa espécie é
frugivora, a oferta de recursos alimentares tende a ser maior em meses de chuvas, pois
favorecem a frutificacdo de diferentes tipos de plantas existentes, inclusive em ambientes
antropizados, o0 que é importante, pois a amamentacdo e o cuidado parental necessitam de
elevado suporte energético (Loudon & Racey 1987; Farias et al. 2018; Lima Junior et al.
2018a). Essas sensibilidades as mudancas ambientais indicam ainda que o controle da
reproducdo dessa espécie € regulado pela fisiologia das fémeas, que determinardo quando
entrara em periodo de copula e ovulacdo, o que fara com que os machos se adaptem a esse
processo (Beguelini et al. 2013b).

Embora as fémeas de A. planirostris tenha demonstrado preferéncia para entrar em
periodo gestacional em meses secos e, possivelmente, amamentar e ter o cuidado parental no
inicio dos meses chuvosos, essa espécie apresentou uma reproducdo ajustavel ao longo de

todo o ciclo reprodutivo anual. Isso foi verificado tanto pela presenca de fémeas em diferentes
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estagios reprodutivos nos mesmos meses, quanto pelas variacBes nas caracteristicas
histofisiolégicas do ovério ao longo do periodo considerado. Logo, a espécie A. planirostris
apresentou um padrdo reprodutivo do tipo assazonal em &rea de perimetro urbanizado de

Pernambuco.
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Fig. 1: Relacéo entre a precipitacdo mensal e 0 numero de fémeas de Artibeus planirostris,

em diferentes estagios reprodutivos, capturadas no municipio de Vitéria de Santo Antéo,

Pernambuco.
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Fig. 2: Fotomicrografias dos ovarios de Artibeus planirostris coletados em meses secos (A —

B) e chuvosos (C — D) no municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco. Notar a presencga
de foliculos ovarianos em diferentes estagios de maturacdo — foliculos primordiais (cabeca de
seta), foliculo priméario unilaminar (seta preta); foliculo primério multilaminar (asterisco);
foliculo antral (seta pontilhada), foliculo de Graaf (seta de duas cabecgas) — e corpo luteo

(CLU). Coloragéo: H. E. Barras de escala = 300 um (A, C) e 100 um (B, D).
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Fig. 3: Dosagem hormonal de estrogeno (DHE) de fémeas de Artibeus
planirostris coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitoria de
Santo Antdo, Pernambuco. Médias seguidas por letras diferentes (a, b), diferem

significativamente entre si pelo teste U de Mann-Whitney (p<0,05).
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Fig. 4: Imuno-histoquimica do PCNA nos ovérios de Artibeus planirostris
coletados nos meses chuvosos (A) e secos (B) no municipio de Vitéria de
Santo Antdo, Pernambuco. Observar ainda a quantificagdo, em percentual, de
células PCNA positivas em cada uma das estacdes (C). Médias seguidas por
letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com

post-hoc de Mann Whitney (p<0,05).
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Tabela 1

Numeros de foliculo primario multilaminar (FPM), foliculo antral (FAT), foliculo de Graaf
(FGA) e corpo lateo (CLU) encontrados nas fémeas inativas de Artibeus planirostris, coletadas

em meses secos e chuvosos no Municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco.

Quantitativo Meses secos Meses chuvosos Total Valor de p
N (%) N (%) N (%)
FPM 7 (20,6%)* 27 (79,4 %)° 34 (100,0%) 0,475
FAT 2 (22,2%)? 7 (77,8 %)° 9 (100,0%) 0,377
FGA 0 (0,0%)* 3 (100,0 %)* 3 (100,0%) 0,188
CLU 4 (50,0%)* 4 (50, 0%)® 8 (100,0%) 0,057

Letras sobrescritas iguais (a, a) ha mesma linha indicam auséncia de diferenga significativa (p<0,05) para o

mesmo parametro analisado pelo teste de Qui-quadrado (X?).

Tabela 2
Média da area (um?) dos foliculos ovarianos: primario unilaminar (FPU), primério multilaminar
(FPM), antral (FAT) e de Graaf (FGA) de Artibeus planirostris coletados no municipio de Vitéria

de Santo Antdo, Pernambuco.

_ Meses Meses Meses
Tipos de secos chuvosos secos
Foliculos (2016) (2017) (2017)
Dez. Abr. Mai. Jun. Jul. Out. Nov.
FPU 6939,68 3100,67 6210,03 4032,42 5955,76  5336,27 7767,73
FPM 34922,00 13161,15  33369,62 17131,17 35417,84  18261,28 39137,55
FAT * 83796,75 81079, 78 40013, 07 86838,24  45096,52 *
FGA * * * 89261.94  134997,58 * *

* Foliculo ausente no més considerado.
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CAPITULO IV

ARTIGO CIENTIFICO Il
SAZONALIDADE TESTICULAR E EPIDIDIMARIA DE Artibeus
planirostris (SPIX, 1823) (CHIROPTERA: PHYLLOSTOMIDAE) EM
UM MUNICIPIO DA MESORREGIAO DA MATA PERNAMBUCANA,
NORDESTE DO BRASIL
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RESUMO. Esse estudo avaliou a sazonalidade testicular e epididimaria de Artibeus
planirostris em Vitoria de Santo Antdo — Mesorregido da Mata Pernambucana, Nordeste
brasileiro. O Instituto Nacional de Meteorologia forneceu os dados da precipitacao, através da
qual se estabeleceram meses secos (setembro a fevereiro) e chuvosos (mar¢o a agosto). Foram
capturados machos adultos (n=16) em meses secos (n=08) e chuvosos (n=08), ao longo de
uma noite por més, no periodo de novembro de 2016 a novembro de 2017. Apds a anestesia,
foram coletadas amostras sanguineas para dosagem de testosterona e, depois da eutanasia,
testiculos e epididimos foram removidos e processados de acordo com a técnica histolégica
laboratorial. Na histomorfometria testicular, quantificaram-se: células de Leydig e de Sertoli,
espermatogbnias, espermatocitos, espermatides arredondadas e alongadas. Essas
quantificaces foram transformadas em percentual. Nos epididimos, mensuraram-se a altura
do epitélio, os didametros do tdubulo e do Iumen. Na imuno-histoquimica, foi avaliada as
células PCNA positivas do epitélio seminifero. Os resultados revelaram maior proliferacdo
celular, e um aumento significante nas células de Sertoli e espermatogbnias em meses
chuvosos. Nos meses secos, ocorreu aumento significativo nos espermatocitos, espermatides
arredondadas e alongadas, bem como nos parametros das regifes da cabeca e corpo do
epididimo. As células de Leydig, a testosterona e os parametros da cauda do epididimo, ndo
apresentaram diferencas entre o agrupamento dos meses secos e chuvosos. Apesar dessas
varia¢des com alguns picos, de maneira geral, A. planirostris apresentou ampla adaptabilidade
no seu ciclo reprodutivo, com atividade esteroidogénica e espermatogénica, em meses de

baixos e elevados indices pluviométricos.

Palavras-chaves: condi¢des ambientais, epididimo, histomorfometria gonadal, morcego,

testosterona.
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ABSTRACT. Testicular and epididymal seasonality of Artibeus planirostris (Spix, 1823)
(Chiroptera: Phyllostomidae) in a municipality of Mesorregido in Mata Pernambucana,
northeast Brazil. This study evaluated the testicular and epididymal seasonality of Artibeus
planirostris in Vitoria de Santo Antdo - Mesoregion of Mata Pernambucana, Northeastern
Brazil. The National Institute of Meteorology provided precipitation data, through which dry
(September to February) and rainy (March to August) months were established. Adult males
(n=16) were captured in dry (n=08) and rainy (n=08) months, over one night per month, from
November 2016 to November 2017. After anesthesia, blood samples were collected for
testosterone dosage and, after euthanasia, testes and epididymis were removed and processed
according to the laboratory histological technique. In testicular histomorphometry, Leydig and
Sertoli cells, spermatogonia, spermatocytes, rounded and elongated spermatids were
quantified. These quantifications were transformed into a percentage. In the epididymis, the
height of the epithelium, the diameters of the tubule and the lumen were measured. In
immunohistochemistry, PCNA positive cells from the seminiferous epithelium were
evaluated. The results revealed greater cell proliferation and a significant increase in Sertoli
cells and spermatogonia in rainy months. In the dry months, there was a significant increase in
spermatocytes, rounded and elongated spermatids, as well as in the parameters of the caput
and corpus regions of the epididymis. Leydig cells, testosterone, and cauda parameters of the
epididymis, showed no differences between the dry and rainy months. Despite these
variations with some peaks, in general, A. planirostris showed ample adaptability in its
reproductive cycle, with steroidogenic and spermatogenic activity, in months of low and high

rainfall.

Key words: bat, environmental conditions, epididymis, gonadal histomorphometry,

testosterone.
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1 INTRODUCAO

Os morcegos sdo mamiferos voadores que desempenham papéis ecoldgicos
importantes nos diferentes biomas que habitam (Kunz et al. 2011; Nogueira et al. 2014). A
forma e os locais em que se encontram distribuidos, influenciam o forrageamento e a biologia
reprodutiva das diferentes espécies. Assim, 0s eventos que ocorrem no trato reprodutor desses
animais, ainda apresentam limitacGes, tendo em vista a ampla quantidade de espécies no
mundo (Bredt et al. 1999; Barros et al. 2006; Reis et al. 2006).

Esses animais possuem consideravel flexibilidade em relacdo a sua reproducéo,
principalmente, aquelas espécies que se encontram situadas na regido neotropical (Balmori
1999; Reis et al. 2011). Essa plasticidade pode envolver mudancas morfofisioldgicas nos
testiculos e epididimos, que estdo associadas geralmente as condi¢Ges ambientais que, a
depender da sua area de ocorréncia, podem ser variaveis ao longo do ano e interferir no ciclo
reprodutivo desses mamiferos (Crichton & Krutzsch 2000; Zortéa 2003; Lee & Mori 2004;
Beguelini et al. 2012; Araujo et al. 2013; Martins et al. 2015).

Apesar de no territorio brasileiro terem sido realizados alguns estudos sobre a
morfofisiologia testicular e epididimaria dos quiropteros, ainda sdo desconhecidos os padrbes
e as estratégias reprodutivas desempenhadas por muitas outras espécies no pais. Até mesmo
aquelas espécies, nas quais se verificaram como é o seu comportamento reprodutivo em
determinada area, podem apresentar um padrédo totalmente diverso em outra localidade. Com
isso, ha& diversos fatores relacionados que podem influenciar a sazonalidade da
espermatogénese e da esteroidogénese nas gdnadas, assim como a maturacdo, a viabilidade e
0 armazenamento dos espermatozoides nos epididimos (Beguelini et al. 2013d; 2015; Morais
et al. 2014b; 2017; Lima Junior et al. 2014; 2018b; Castro et al. 2017; Campolina-Silva et al.

2018; Ferreira et al. 2018; Souza et al. 2018; Arandas et al. 2019).
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Dentre as espécies de morcegos encontradas no Brasil, Artibeus planirostris (Spix
1823) pertence a familia Phyllostomidae e subfamilia Stenodermatinae, apresenta héabito
alimentar predominantemente frugivoro e tem importante funcdo na regeneracdo de matas,
por meio da dispersdo de sementes de varias espécies de plantas (Oliveira & Lemes 2010;
Reis et al. 2011). No territorio nacional, algumas investigacdes inferiram sobre a atividade
reprodutiva dos machos dessa espécie em outros biomas (Beguelini et al. 2009; 2013a; b),
contudo, ainda néo se sabe quais os efeitos da sazonalidade sobre as génadas masculinas e
epididimos dessa espécie, em area de perimetro urbanizado no estado de Pernambuco.

Tendo em vista esses aspectos, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
sazonalidade nos testiculos e epididimos de A. planirostris, atraves da histomorfometria,
imuno-histoquimica e dosagem hormonal, em meses secos e chuvosos, em um municipio da

Mata Pernambucana.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e animais utilizados

Esse estudo foi desenvolvido na éarea pertencente ao Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco — IFPE — Campus do municipio de Vitoria de Santo
Antdo (08° 07’ 05’ de latitude sul e 35° 17° 29" de longitude oeste). Esse municipio faz parte
da Mesorregido da Mata Pernambucana e Microrregido de Vitéria de Santo Antdo. O clima
dessa regido € quente e Umido do tipo tropical chuvoso. A vegetacdo é formada
predominantemente por formacOes de Floresta Estacional Semidecidual e de Floresta
Ombrofila Densa (Morais et al. 2011; Costa 2012).

A coleta dos animais foi licenciada pelo Sistema de Autoriza¢do e Informagdo em
Biodiversidade — SISBIO (N°: 22418-1) do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
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Biodiversidade — ICMBIo0. A realizagdo dos procedimentos experimentais obteve aprovagdo
da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE com o seguinte nimero de processo: 23076. 039757/2016-81.

Essas coletas ocorreram ao longo de uma noite, por més, durante 0s meses de
novembro de 2016 a novembro de 2017, de forma que em cada noite de captura foram
utilizadas 05 redes de neblina de 12 m de comprimento x 3 m de altura. Com isso, o esfor¢o
de captura foi de 11700 m?. h de acordo com a metodologia de Straube & Bianconi (2002).

Foram utilizados apenas animais machos e adultos (n=16) da espécie A. planirostris,
capturados em meses secos (n=08) e chuvosos (n=08). A idade de cada um dos espécimes
coletados foi definida através de observacbes embasadas no grau de ossificacdo das epifises,

tanto dos metacarpos quanto das falanges das asas (Anthony 1988).

2.2 Meteorologia

Os dados meteorologicos referentes as médias da precipitacdo (mm), temperatura (C°)
e umidade do ar (%), foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia — INMET (3°
Distrito). Foi considerada a estacdo meteoroldgica do municipio de Recife — Pernambuco, que
é a mais proxima de Vitoria de Santo Antdo, posto que cada estacdo possui representagcao com
raio de 150 km de circunferéncia.

Por meio das médias mensais da precipitacdo, foi possivel estabelecer meses com
indices pluviométricos baixos (meses secos — setembro a fevereiro) e meses com indices
pluviométricos elevados (meses chuvosos — marco a agosto). Esse agrupamento foi definido
tendo como base o que ja se tem publicado em outras investigacGes, para essas areas de Mata

Atlantica de Pernambuco (Lima Junior et al. 2014; Asfora et al. 2017).
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2.3 Eutanasia dos animais e coleta dos 6rgaos

Todos os espécimes machos de A. planirostris considerados no estudo foram
eutanasiados seguindo a metodologia de Morais et al. (2013b), em que inicialmente foi
aplicada anestesia, com farmaco pentobarbital sddico, na regido intraperitoneal do corpo com
concentracéo de 40 mg/kg™. Em seguida, foi inoculada uma solucéo saturada constituida por
cloreto de potassio.

Apos a eutanasia, os testiculos e epididimos foram coletados. Para tanto, foi realizada
uma incisdo na pele da regido inguinal, com o auxilio de instrumentos adequados de

microdissecacdo, que possibilitou a exposicao e remocao desses 6rgaos.

2.4 Andlises histologicas e morfométricas

Os testiculos e os epididimos de A. planirostris passaram pelo processo de fixa¢do em
solucdo de formalina a 10% neutra tamponada (NBF) por um periodo de 24 horas. Em
seguida, foram conservados em solucéo de alcool a 70% - glicerinada a 5% e processados de
acordo com a técnica histoldgica de rotina (Behmer et al. 1976; Rieder & Schmidt 1987). Os
6rgdos foram inclusos em blocos de parafina e cortados em micrétomo com espessura de 4
pum (micrémetros).

As laminas histoldgicas produzidas a partir dos cortes de ambos os 6érgdos, foram
coradas por Hematoxilina — Eosina (H. E.) e fotografadas em aumento total de 400X
(testiculos) e de 100X (epididimos) no programa ISCapture, cujo software estava instalado
em um computador, ao qual foi acoplado um microscépio Optico para captura das
fotomicrografias. As medidas e contagens dos parametros considerados nos 6rgdos, foram

realizadas através do programa ImageJ.
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Nos testiculos, consideraram-se os tubulos seminiferos que possuiam todos os tipos
celulares da linhagem espermatogénica, e células de Sertoli. Assim, foi quantificado o nimero
de: células de Sertoli (CS), espermatogbnias (EPG), espermatocitos (EPC), espermatides
arredondadas (EAR) e espermatides alongadas (EAL), de forma que um total de dez tibulos
seminiferos por espécime foi considerado. Enquanto que no compartimento intertubular,
foram quantificadas as células de Leydig (CL) em dez fotomicrografias diferentes por animal
(Lima Junior et al. 2018b). A contagem de todos esses tipos celulares, posteriormente, foi
transformada e apresentada em porcentagem (%).

Nos epididimos, 0s seguintes parametros histomorfométricos foram mensurados:
altura do epitélio (AE), diametro do tubulo (DT) e didametro do limen (DL). A AE foi
determinada por meio da média aritmética de quatro medidas do epitélio de cada tubulo,
partindo desde a base até a sua supercicie apical, de modo que cada uma dessas medidas
estava situada diametralmente oposta entre si. As medidas dos trés parametros considerados
foram realizadas em cada uma das regifes do epididimo. Foram considerados 20 cortes

transversais do tubulo desse 6rgédo, para cada regido por animal (Castro et al. 2017).

2.5 Anélise imuno-histoquimica (PCNA)

As laminas dos testiculos foram submetidas aos processos de desparafinizacdo e
reidratacdo. Depois passaram pela etapa de recuperagdo antigénica, na qual se utilizou o
tampéo citrato (pH 6,0) em temperatura elevada no micro-ondas, por um tempo de 10
minutos. Apos isso, foi induzida a inibicdo da peroxidase enddgena, por meio do perdxido de
hidrogénio a 3%, durante 30 minutos. Foi utilizado o anticorpo primario PCNA (Santa Cruz
Biotechnology). O bloqueio da reacdo antigeno — anticorpo inespecifica foi feito mediante
incubacdo das laminas em solucéo de Tris/BSA (albumina sérica bovina) a 5%. A diluicdo do

anticorpo foi feita também em Tris/BSA a 5% (1:100). As laminas foram organizadas em
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camara Uumida em overnight na geladeira. No dia seguinte, foi colocado sobre os cortes o
anticorpo secundario durante 30 minutos. Foi possivel verificar a reacdo antigeno — anticorpo
através do precipitado originado em cor marrom, depois de serem revelados com DAB (3,3
diaminobenzidina), bem como contracorados com a hematoxilina. Depois de montadas, as
laminas tiveram as imagens capturadas por uma camera de video Sony, acoplada ao
microscopio Olympus BX-50, com a objetiva 40x e submetidas ao aplicativo GIMP 2.0 para
quantificacdo usando o histograma RGB (vermelho-verde-azul). Este se baseia na intensidade
da luminescéncia, em que os tons de pixel da imagem variam de O (menos luminescéncia) a
255 (branco absoluto — maior luminescéncia) (Oberholzer et al. 1996; Lee et al. 2001). A
contagem foi realizada usando um reticulo WEIBEL de 25 pontos, seguido por uma ocular de
10x. Foram utilizadas trés laminas de cada um dos grupos, nas quais foram analisados 10
tubulos seminiferos, com uma objetiva de 10x. Em cada campo, 300 células do epitélio
seminifero foram contadas e transformadas em porcentagem de células marcadas (Weibel

1963).

2.6 Dosagem hormonal

De cada animal foi coletada amostra de sangue, através de puncdo cardiaca do
ventriculo esquerdo. Essas amostras foram encaminhadas para analise dos niveis séricos do
hormonio testosterona em pg/mL (picograma por mililitro), em um laboratério comercial,

seguindo o método da quimioluminescéncia.

2.7 Analises estatisticas

Os dados histomorfométricos testiculares e epididimarios, assim como a dosagem
hormonal dos meses secos e chuvosos, foram analisados no programa SPSS (Statical Package

of the Social Scienses, SPSS inc. Chicago, EUA) versdo 15.0. Esses dados foram submetidos
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inicialmente ao teste de Kolmogorov-Smirnov com o intuito de saber se a distribuicéo era
normal. Na sequéncia foi utilizado o teste U de Mann-Whitney, com nivel de significancia de
5% (p <0,05). Na analise imuno-histoquimica, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com

post-hoc de Mann Whitney (p<0,05).

3 RESULTADOS

De acordo com as analises histologicas, os testiculos de A. planirostris apresentaram
células da linhagem espermatogénica e de Sertoli, nos tabulos seminiferos, bem como células
de Leydig no intertdbulo, ao longo dos meses secos e chuvosos (Fig. 1). Enquanto que nos
epididimos, trés regides foram identificadas (cabeca, corpo e cauda), de forma que se
observou maior concentracdo de espermatozoides na regido da cauda, tanto em meses de
elevados quanto de baixos indices pluviométricos (Fig. 2).

As analises morfométricas das gbnadas indicaram que A. planirostris apresentou
percentuais maiores e significativos das células de Sertoli (CS) e das espermatogdnias (EPG)
em meses chuvosos, ao passo que os espermatocitos (EPC), as espermatides arredondadas
(EAR) e as espermatides alongadas (EAL) foram maiores e significantes em meses secos. As
células de Leydig ndo apresentaram diferencas entre o agrupamento dos meses Secos e
chuvosos (Fig. 3).

Na dosagem do hormoénio testosterona, ndo houve diferenca significativa (p=0,721)
entre as médias obtidas para os meses secos (159,59 pg/mL) e chuvosos (171,75 pg/mL).
Enquanto gue na imuno-histoquimica ocorreu diferenca significante, com maior percentual de
células PCNA positivas encontradas em meses chuvosos, sobretudo, na base do epitélio

seminifero (Fig. 4).
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Nos resultados morfométricos do epididimo, a altura do epitélio (AE), o diametro do
tibulo (DT) e o didmetro do limen (DL), das regides da cabeca e corpo, apresentaram médias
maiores e significativas em meses secos. Enquanto que na regido da cauda, nenhum dos

parametros analisados (AE, DT e DL) foi significativo (Tab. 1).
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4 DISCUSSAO

Durante 0os meses chuvosos, a espécie Artibeus planirostris apresentou maior atividade
na fase mitdtica de sua espermatogénese, bem como um investimento significativo na nutricao
e suporte das células da linhagem espermatogénica em desenvolvimento. Como as
espermatogonias passam por diferentes divisdes para dar origem a outros tipos celulares, e as
células de Sertoli precisam sustentar a espermatogénese, faz-se necessario uma elevada
demanda energética. Essas observacdes coincidiram também com a maior proliferacéo celular
verificada na parte mais basal do epitélio seminifero, o que reforca a hipdtese de que essa
espécie desempenha maior atividade mitdtica em meses de indices pluviométricos elevados,
os quais ofertardo condi¢bes adequadas para os mecanismos morfofisiologicos testiculares
(Barros et al. 2013; Beguelini et al. 2013b; 2015; Campolina-Silva et al. 2018).

Nesses meses chuvosos, as células de Sertoli de A. planirostris podem atuar em uma
maior liberacdo dos seus produtos de secrecdo, como a proteina de ligacdo de androgenos
(ABP), para que fiqguem concentradas em maior quantidade do limen dos tabulos seminiferos
nos meses secos seguintes, pois favorecera as células da linhagem espermatogénica em
estagio final de diferenciacdo. Apesar disso, ndo houve variagdes nas concentracdes dos
niveis séricos de testosterona, nem no percentual de células de Leydig, de forma que ambos
ndo apresentaram alteracOes correspondentes entre os meses. 1sso pode ser explicado pelo fato
de que a secrecdo desse horménio parece esta associada a capacidade individual das células
de Leydig. Assim, o citoplasma e o ndcleo dessas células podem apresentar mudancas, nos
seus respectivos volumes, que influenciam na secrecéo total de testosterona (Ross & Pawlina
2008; Morais et al. 2013a; c; 2014a; 2017; Ferreira et al. 2018).

Nos meses secos, essa especie apresentou maior atividade na diferenciacdo de

espermatdcitos e espermatides, revelando nas fases finais da sua espermatogénese (meiose e
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espermiogénese), uma maior afinidade com as condigdes ambientais ofertadas durante os
meses de baixos indices pluviométricos. Assim, nesse periodo ocorrem alteracdes
morfoldgicas essenciais como formacdo do acrossoma, condensacdo da cromatina, fagocitose
do excesso de citoplasma (corpo residual) até o total crescimento do flagelo dos
espermatozoides diferenciados a partir das espermatides alongadas, para que possam ser
direcionados ao ducto epididimario (Suphamungmee et al. 2008; Morais et al. 2013c; Farias
et al. 2014; Lima Junior et al. 2018b).

Os resultados dos testiculos complementam os encontrados para o ducto e o Iimen do
epididimo, que seguiram um padrdo de aumento nas regiGes da cabeca e corpo também em
meses secos, revelando que ambas as regides passam por modificacbes que contribuem na
mobilidade progressiva, bem como na capacidade, dos espermatozoides recém espermiados,
reconhecer e fertilizar o ovocito. Como a cauda desse 6rgao ndo apresentou diferencas entre
0s meses, tudo indica que essa regido apresenta um ambiente ideal para garantir o
armazenamento adequado e suficiente dos espermatozoides, em qualquer época do ano
durante um tempo consideravel (Serre & Robaire 1998; Aguilera-Merlo et al. 2005; Beguelini
et al. 2010; Tobon et al. 2010; Beguelini et al. 2013c; Notini et al. 2015).

A adaptabilidade epididimaria na regido da cauda de A. planirostris esta diretamente
associada a testosterona que também ndo variou, pois a funcionalidade do epididimo €
controlada por um amplo complexo de hormoénios, principalmente, a testosterona e seu
produto de conversdo — a di-hidrotestosterona — através da enzima 5a-redutase. A presenca
desse hormonio é essencial na maturacao e viabilidade das células reprodutoras masculinas,
uma vez que contribuira na modificacdo da cabeca dessas células por meio da adicdo do fator
de decapacitacdo associado a superficie, com os glicoconjugados existentes no fluido
epididimal, de modo que esse fator sera liberado no processo de capacitacdo que acontece no

trato reprodutor das fémeas durante a copula e antes da fecundagdo (Ross & Pawlina 2008;
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Beguelini et al. 2013a; c; 2015; Robaire & Hinton, 2015; Castro et al. 2017; Ferreira et al.
2018).

Essa especie apresentou um padrdo reprodutivo semelhante, em um bioma de Cerrado
degradado no estado de Séo Paulo, com atividade espermatogénica nos testiculos e presenca
de espermatozoides viaveis na regido caudal do epididimo, durante todo o ano. Embora, em
tal investigacdo tenha ocorrido dois picos de producdo espermatogénica. E 0S Nnossos
resultados demonstraram que A. planirostris também possui picos na sua atividade testicular e
epididimaria, contudo ao que se parece, esta sempre ajustando sua reproducdo de acordo com
as condicbes ambientais que sdo ofertadas e, como estas sdo diversas, faz com que a
morfofisiologia desses 6rgdos apresentem mudancgas durante o ano. Concordamos também
que essa plasticidade tem relacbes com o sistema de acasalamento poliginico e,
possivelmente, com o ajustamento ao ciclo reprodutivo das fémeas (Beguelini et al. 2010;
2013b; Lima Junior et al. 2018b; Souza et al. 2018).

Portanto, embora A. planirostris apresente algumas particularidades com médias
maiores em determinados meses, essa espécie tem um consideravel ajuste na sua reproducéo e
encontra-se fértil em ambos os periodos considerados. Com isso, possui atividade
esteroidogénica que garanta o suprimento hormonal necessario para o acasalamento,
independente das variagdes pluviométricas. I1sso péde ser comprovado pela presenca de todos
os tipos celulares (da linhagem espermatogénica e de Sertoli) encontrados nos tubulos
seminiferos, assim como pelo armazenamento das células reprodutoras masculinas nos
epididimos, tanto nos meses secos quanto nos meses chuvosos, em area de perimetro

urbanizado da Mesorregiao da Mata Pernambucana.
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Fig. 1: Fotomicrografias dos testiculos de Artibeus planirostris coletados

em meses secos (A) e chuvosos (B) no municipio de Vitéria de Santo
Antdo, Pernambuco. Epitélio seminifero com células de Sertoli (cabega
de seta) e da linhagem espermatogénica — espermatogénias (asteriscos),
espermatdécitos (setas pretas), espermatides arredondadas (setas brancas),
espermatides alongadas (setas pontilhadas) —, e o lamen (Lu) no
compartimento tubular. Notar também as células de Leydig (seta de duas
cabecas) no compartimento intertubular. Coloracdo: Hematoxilina —
Eosina. Barras de escala =10 pum.

171



. i . .\; — . A}'.b r
Fig. 2: Fotomicrografias das trés regides — cabeca (A, D), corpo (B, E) e cauda (C, F) — do
epididimo de Artibeus planirostris coletados em meses secos (A — C) e chuvosos (D — F) no

municipio de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. Observar o epitélio (Ep) e Lamen (Lu)

em cada uma das regides. Coloragdo: Hematoxilina — Eosina. Barras de escala = 10 um.
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Fig. 3: Parametros histomorfométricos testiculares de Artibeus planirostris coletados em
meses secos e chuvosos no municipio de Vitéria de Santo Antdo, Pernambuco. CS (células de
Sertoli), EPG (espermatogobnias), EPC (espermatocitos), EAR (espermaétides arredondadas),
EAL (espermatides alongadas) e CL (células de Leydig). Médias seguidas por letras
diferentes (a, b) em cada parametro, diferem significativamente entre si pelo teste U de Mann-
Whitney (p<0,05).
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Fig. 4: Imuno-histoquimica do PCNA nos testiculos de Artibeus planirostris
coletados em meses chuvosos (A) e secos (B) no municipio de Vitdria de Santo
Antdo, Pernambuco. Observar ainda a quantificacdo, em percentual, de células
PCNA positivas em cada uma das estacdes (C). Médias seguidas por letras
diferentes diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com post-
hoc de Mann Whitney (p<0,05).
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Tabela 1

Parametros histomorfométricos (altura do epitélio — AE, diametro do tabulo — DT e didmetro do lumen — DL) avaliados nas regi6es do epididimo

(cabeca — CA, corpo — CP e cauda — CAU) de Artibeus planirostris coletados em meses secos e chuvosos no municipio de Vitéria de Santo

Antdo, Pernambuco.

Meses secos

Meses chuvosos

(n=08) (n=08)
Regibes do epididimo Parametros Média e desvio padrao Média e desvio padréao Valor de p
histomorfométricos
AE (um) 26,14 + 5,84 24,55 + 5,98 0,021
CA
DT (um) 123,99 + 27,20° 109,56 + 27,63" <0,001
DL (um) 69,60 + 19,72 57,65 + 21,80 <0,001
AE (um) 22,62 + 4,46 21,61 +5,55° 0,026
CP
DT (um) 120,54 + 29,13 112,00 + 30,37° 0,018
DL (um) 73,27 + 25,24 63,81 + 27,84" 0,001
AE (um) 18,94 + 4,97° 18,35 + 4,76 0,287
CAU
DT (um) 151,25 + 45,12° 156,44 + 56,25° 0,405
DL (um) 109,46 + 46,68° 113,77 + 54,85° 0,381

Letras sobrescritas diferentes (a, b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) para 0 mesmo pardmetro histomorfométrico
analisado pelo teste U de Mann-Whitney.
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Universidade Federal de Pernambuco
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50670~420 / Recife - PE - Brasil
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Recife, 26 de abril de 2017.
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