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RESUMO

Os morcegos apresentam aspectos reprodutivos peculiares que evoluiram a fim de
se ajustar as diferentes condicbes ambientais e climaticas, e um dos critérios para o
conhecimento da reproducéo é a morfofisiologia testicular e epididimaria. Molossus
molossus e Myotis lavali sdo espécies de morcegos insetivoros, e os estudos
referentes a biologia reprodutiva sdo escassos, principalmente no Nordeste do
Brasil. Assim, analisou-se a histomorfometria testicular e epididimaria, assim como
0s niveis de testosterona de M. molossus e M. lavali em um fragmento de Mata
Atlantica localizado entre os Municipios de Tamandaré e Rio Formoso-PE. Um total
de 23 machos adultos foi selecionado para M. molossus, sendo 10 em meses secos
e 13 para meses chuvosos. Ao passo que foram utilizados 34 machos adultos para
M. lavali, sendo 22 em meses secos e 12 em meses chuvosos. ApoOs anestesia, as
amostras de sangue foram coletadas para a dosagem de testosterona. Os testiculos
e epididimos foram removidos e fixados em formal 10% tamponado, e
posteriormente submetidos a técnica histolégica de rotina. Para o testiculo, os
seguintes parametros histomorfométricos foram avaliados: a area tubular, area
intertubular, quantificacdo dos espermatocitos, espermatides (arredondadas e
alongadas), células de Sertoli e células de Leydig, enquanto que no epididimo: as
areas tubular, luminal e epitelial da cabeca, corpo e cauda. Os resultados indicaram
gue M. molossus apresentou maiores médias para a area tubular, intertubular,
espermatides (arredondadas e alongadas), células de Leydig e niveis de
testosterona. No epididimo, as areas tubular, luminal e epitelial foram maiores em
meses chuvosos. Ao passo que M. lavali na estacdo chuvosa exibiu um aumento
nas areas tubular e intertubular, nas espermatides alongadas, células de Sertoli,
células de Leydig e nos niveis de testosterona, assim como na area tubular, luminal
e epitelial da cabeca e cauda do epididimo. Fisiologicamente, os machos das duas
espécies tém um alto investimento nas etapas finais da espermatogénese e na
concentracdo de testosterona. Atrelado a isso, nota-se uma maior capacidade de
comportar 0s espermatozoides na regido da cauda do epididimo, que se relaciona a
estratégia reprodutiva desenvolvida pelos morcegos para a estocagem. Embora as
duas espécies apresentem um ciclo espermatogénico continuo, nota-se que ajustam

a reproducéo para 0s meses chuvosos.



Palavras-chave: Condicdes ambientais, Epididimo, Espemiogénese, meses

chuvosos, morcego insetivoros.



ABSTRACT

Bats have peculiar reproductive aspects that evolved in order to adapt to different
environmental and climatic conditions. One of the criteria for the understanding about
the reproductive biology in bats is the testicular and epididymal morphophysiology.
Molossus molossus and Myotis lavali are insectivorous bats, and studies on the
reproductive biology of these species are scarce, especially in the Northeast of
Brazil. Therefore, it was analyzed the testicular and epididymal histomorphometry as
well as testosterone levels of M. molossus and M. lavali from a fragment of Atlantic
Forest located between the cities of Tamandaré and Rio Formoso-PE. In total, 23
adult males of M. molossus were studied, being 10 for dry months and 13 for rainy
months. Besides that, 34 adult males of M. lavali were analyzed (22 in dry months
and 12 in rainy months). After Anesthesia, blood samples were collected to
testosterone dosage. Subsequently, the testicles and epididymides were fixed in 10%
buffered formalin, and submitted to the routine histological techniques. For the
testicles, the following histomorphometric parameters were evaluated: the tubular
and intertubular areas, quantification of spermatocytes, rounded and elongated
spermatids, Sertoli cells and Leydig cells, while in the epididymis: the tubular, luminal
and epithelial areas from the head, body and tail. The results indicated that M.
molossus presented higher averages for the tubular and intertubular areas, rounded
and elongated spermatids, Leydig cells and testosterone levels. In the epididymis,
the tubular, luminal and epithelial areas were larger in rainy months. On the other
hand, M. lavali exhibited increased tubular and intertubular areas, number of
elongated spermatids, Sertoli cells, Leydig cells and testosterone levels as well as
tubular, luminal and epithelial area of the head and tail of the epididymis during the
rainy season. Physiologically, males of both species have a high investment in the
final stages of spermatogenesis and in the concentration of testosterone.
Furthermore, the two species have a greater capacity to store spermatozoa in the
region of the tail of epididymis, which relates to the reproductive strategy developed
by bats for storage. Although both species exhibit a continuous spermatogenic cycle,

it is noted that they adjust their reproduction for the rainy months.



Keywords: Environmental conditions. Epididymis. Insectivorous bats. Rainy months.

Spermiogenesis.
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AL - Area do ltmen

AT- Area tubular

CEUA — Comité de Etica em Experimentacdo Animal
CL - Células de Leydig

CS — Células de Sertoli

Eal — Espermatides alongadas

Ear — Espermatides arredondadas

Es — Espermatécitos

HE - Hematoxilina e Eosina

ICMBIio - Instituto Chico Mendes de Conservacéao da Biodiversidade

NBF — Formalina neutra tamponada
NPT — Niveis plasmaticos de testosterona

SEOMA - Secéo de Observacao e Meteorologia Aplicada



CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Os morcegos sao mamiferos voadores que pertencem a Ordem Chiroptera,
estdo distribuidos em regifes tropicais e temperadas, e sdo reconhecidos pela
grande diversidade de espécies e importancia ecolégica, sobretudo na dispersao de
sementes, polinizagéo, controle populacional de insetos e vertebrados de pequeno
porte (MEDELLIN; GAONA, 1999; GARCIA; REZENDE; AGUIAR, 2000; ESTRADA,;
COATES-ESTRADA, 2001; BRITO; GAZARINI; ZAWADZKI, 2010). Entretanto,
estdo associados a transmissdo de zoonoses, como a raiva, que permanece um
sério problema de saulde publica no Brasil (UIEDA et al., 1996; SOUZA et al., 2005).
Apesar dessas particularidades, esse grupo ainda permanece pouco estudado,
principalmente no que se relaciona as caracteristicas morfoldégicas do aparelho
reprodutor (MORAIS et al., 2012; MORAIS et al., 2013; LIMA JUNIOR et al., 2014).

Os ciclos reprodutivos dos morcegos estdo fortemente associados as
condicBes ambientais, fatores climaticos e a disponibilidade de recursos alimentares
(ORTENCIO- FILHO et al., 2007; MORAIS et al., 2013; BEGUELINI et al., 2013). E
assim, as fémeas podem apresentar os mais variados padrdes reprodutivos, desde a
monoestria até a poliestria (FLEMING et al., 1972; PACHECO, 2001). Assim como
0s machos também apresentam caracteristicas peculiares, como o armazenamento
prolongado de espermatozodides viaveis na cauda do epididimo, investimento
espermatogénico ou hormonal em determinados periodos do ano, e a regressao
testicular, na qual o epitélio seminifero encontra-se apenas espermatogonias e as
células de Sertoli (SHARIFI; GHORBANI; AKMALI, 2004; SHARIFI; AKMALI;
GHORBANI, 2008; MORAIS et al., 2012; MORAIS et al., 2013).

A maioria dos estudos relacionados a biologia reprodutiva dos morcegos esta
direcionada ao posicionamento testicular, atribuindo atividade sexual com testiculos
descendentes e inatividade sexual com testiculos ndo descendentes, no entanto
para a Phyllostomus discolor (Phyllostomidae) em areas de Mata Atlantica de
Pernambuco os animais apresentaram atividade espermatogénica, independente da
posicéao testicular (LIMA JUNIOR et al., 2014). Entretanto, observou-se que Artibeus
lituratus (Phyllostomidae) em areas de mata Atlantica, exibiram dois estagios
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reprodutivos distintos 1) animais com testiculos pequenos e escrotais, com apenas
espermatogbnias, espermatécitos e células de Sertoli no tdabulo seminifero e 2)
animais com testiculos grandes e escrotais, com todas as células da linhagem
espermatogénica (DUARTE; TALAMONI, 2010). Diante disso, o0s estudos
morfofisiolégicos sdo de suma importancia para compreender o ciclo reprodutivo
anual e a capacidade reprodutiva das espécies de morcegos.

Nessa perspectiva, Molossus molossus consiste em espécie insetivora, e 0s
trabalhos referentes a biologia reprodutiva tem sido direcionados aos aspectos
morfofisiolégicos, entretanto existem poucos estudos no Nordeste do Brasil. Os
machos da espécie em questdo apresentam oito fases no ciclo do epitélio
seminifero, assim como menores indices gonadossomaticos, tubulossomaticos e do
didmetro tubular no verdo, enquanto que no inverno ocorreu um maior investimento
na espermatogénese em areas de Mata Atlantica de Minas Gerais (MORAIS et al.,
2012; MORAIS et al., 2013). Myotis lavali apresenta o habito alimentar insetivoro, e a
espécie foi recentemente descrita através do complexo Myotis nigricans, e 0s
estudos relacionados a reproducéo séo escassos. No Nordeste do Brasil, a atividade
reprodutiva possivelmente é continua, porém as pequenas amostras dos espécimes
impossibilitaram a definicdo de um padréo reprodutivo (WILLIG, 1985; MORATELLI;
WILSON, 2013).

Diante disso, como as caracteristicas morfofisioldgicas do aparelho reprodutor
masculino variam com a sazonalidade, as espécies de morcegos podem
desenvolver diferentes estratégias reprodutivas. Dessa forma, o presente trabalho
teve como obijetivo avaliar o ciclo reprodutivo anual de machos das espécies Myotis
lavali e Molossus molossus por meio de parametros histomorfométricos testiculares

e epididimérios, bem como os niveis plasmaticos de testosterona.

2. OBJETIVOS

Geral:
Avaliar a influéncia da sazonalidade nos estagios reprodutivos, a
histomorfometria testicular e epididimaria, assim como a dosagem de testosterona

durante o ciclo reprodutivo anual dos morcegos Molossus molossus (Molossidae) e
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Myotis lavali (Vespertilionidae) em um fragmento de Mata Atlantica do Estado de

Pernambuco.

Especificos:

e Verificar os estagios reprodutivos das espécies durante todo ciclo reprodutivo
anual;

e Descrever histologicamente os testiculos e epididimos das espécies durante
todo ciclo reprodutivo anual,

e Realizar a histomorfometria do epididimo durante todo ciclo reprodutivo anual;

¢ No testiculo, quantificar as células da linhagem espermatogénica e de Sertoli
nos tubulos seminiferos, assim como as células de Leydig no compartimento
intertubular durante todo ciclo reprodutivo anual;

e Analisar os niveis seéricos de testosterona durante todo ciclo reprodutivo
anual;

e Comparar o0s dados dos estagios reprodutivos, histolégicos,
histomorfométricos e hormonais entre as estacbes seca e chuvosa para

verificar a influéncia da sazonalidade.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ORDEM CHIROPTERA

Os morcegos sao 0s Unicos mamiferos que apresentam estruturas
especializadas para o voo verdadeiro, razdo essa por serem agrupados na Ordem
Chiroptera, palavra proveniente do grego (“Cheir” = méo e “Pteron” = asa)
(EMMONS; FEER, 1997; PERACCHI et al., 2006; PAGLIA et al., 2012). Existem
aproximadamente mais de 1020 espécies de morcegos conhecidas no mundo,
totalizando mais de 22% das espécies de mamiferos (GARDNER, 2008). Esses
animais possuem particularidades, como o sistema de orientagdo, que captam
reflexos dos ecos de ondas sonoras emitidos por eles. Em virtude da ecolocalizagao,
0S morcegos podem evitar obstaculos, bem como localizarem as suas presas,
independente da auséncia de luz, e por consequéncia, possibilitou um grande

sucesso ecologico ao grupo (KALKO; AGUIRRE, 2006). Dentre os morcegos, a
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familia Pteropodidae ndo apresenta esse sistema de orientacdo (ecolocalizagéo),
exceto as espécies que pertencem ao género Rousettus que sdo capazes de utilizar
um segundo tipo de ecolocalizacdo, mais rudimentar, realizada por meio de estalidos
produzidos pela lingua (HOLLAND; WATERS; RAYNER, 2004).

Tradicionalmente a Ordem Chiroptera era classificada em duas subordens:
Megachiroptera, que sdo conhecidos popularmente por “raposas voadoras”. Esses
animais encontram-se exclusivamente no Velho mundo (GARDNER, 2008; REIS et
al., 2011) e Microchiroptera que estdo distribuidos amplamente por todo o globo
terrestre (ALMEIDA et al., 2007). No entanto, a filogenia foi revista baseadas em
evidéncias morfoldgicas, comportamentais e moleculares, que demonstram a
existéncia de duas novas subordens de morcegos: 1) Yinpterochiroptera que estar
representada pela familia Pteropodidae e a superfamilia Rhinolophoidea (composta
pelas familias Rhinolophidae, Hipposideridae, Megadermatidae, Craseonycteridae e
Rhinopomatidae). Anteriormente acreditava-se que a superfamilia Rhinolophoidea
pertencia aos microquirépteros, entretanto apos as analises das sequéncias de DNA
nuclear e mitocondrial constatou-se que € um grupo mais préoximo das raposas
voadoras. 2) Yangochiroptera abrange as demais 12 familias que estavam inclusas
na subordem Microchiroptera (composta pelas familias Nycteridae, Myzopodidae,
Mystacinidae,  Phyllostomidae, @ Mormoopidae,  Noctilionidae,  Furipteridae,
Thyropteridae, Natalidae, Emballonuridae, Molossidae, Vespertilionidae) (TEELING
et al., 2002; VAN DEN BUSSCHE; HOOFER, 2004; TEELING et al., 2005; JONES;
TEELING, 2006; TEELING, 2009), (FIGURA 1).
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Figura 1: Classificacdo filogenética da Ordem Chiroptera. A) Nova classificacao
filogenética, baseada em estudos moleculares. Duas novas subordens:
Yinpterochiroptera e Yangochiroptera. B) Classificacdo filogenética tradicional,
analises restritas as caracteristicas morfologicas e fisioldégicas. Duas subordens:
Megachiroptera e Microchiroptera. Fonte: (JONES; TEELING, 2006).

No Brasil, os morcegos apresentam uma grande riqueza de espécies, estima-
se 174 espécies, inclusive uma das maiores ordens de mamiferos do pais, sendo
superada apenas pela Ordem Rodentia. A distribuicdo dos morcegos esta
classificada em 9 familias: Emballonuridae (16 espécies), Furipteridae (1 espécie),
Molossidae (28 espécies), Mormoopidae (4 espécies), Natalidae (1 espécie),
Noctilionidae (2 espécie), Phyllostomidae (90 espécies), Thyropteridae (4 espécies)
e Vespertilionidae (28 espécies), € valido salientar que algumas espécies
encontram-se ameacadas de extincdo (PAGLIA et al., 2012). Os morcegos habitam
diversas regides fitogeograficas em todo territério nacional, ocorrendo em areas do
Cerrado, Caatinga, Amazonia, Mata Atlantica, Pantanal, Pampas gauchos, assim

como em areas urbanas (REIS et al., 2007).
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Atrelado a essas informagbes, 0S morcegos apresentam outras
particularidades, como o habito noturno, em que a maioria das espécies inicia o
forrageamento no crepusculo, e posteriormente retornam ao abrigo antes do nascer
do sol (ERKERT, 1982; REIS et al.,, 2007) e o habito alimentar hematéfago de
algumas espécies. Essas caracteristicas fazem com que esses animais sofram
preconceito e repudio pela sociedade, que sdo conhecidos como “seres malignos”,
“vampiros”, etc, entretanto as importancias ecolégicas e biotecnolégicas sdo pouco
divulgadas (BIANCONI; MIKICH; PEDRO, 2004; SCAVRONI; PALEARI; UIEDA,
2008; MARQUES; ORTENCIO FILHO; MAGALHAES, 2011).

3.2 HABITOS ALIMENTARES E IMPORTANCIA ECOLOGICA

As adaptac6es morfocomportamentais dos habitos alimentares dos morcegos
permitiram uma ampla plasticidade alimentar. As espécies pertencentes a subordem
Yinpterochiroptera sdo predominantemente frugivoros e nectarivoros, e o0s que
fazem parte da subordem Yangochiroptera apresentam diversos habitos, como:
onivoria, carnivoria, frugivoria, folivoria, piscivoria, insetivoria e hematofagia
(FERRAREZI; GIMENEZ, 1996; NOGUEIRA; TAVARES; PERACCHI et al., 2003;
PERACCHI et al., 2006; REIS et al., 2007; 2011).

Em virtude da diversidade de habitos alimentares, os morcegos apresentam
extrema importancia para o meio ambiente, atuando como excelentes dispersores de
sementes e polinizadores, o que contribui para a regeneracdo de fragmentos
florestais, assim como no controle populacional de insetos e pragas (CHARLES-
DOMINIQUE, 1991; FENTON et al., 1992; KUNZ; PIERSON, 1994; NOWAK, 1994).
Atrelado a essas informacdes, este grupo € um excelente bioindicador de niveis de
alteracbes ambientais e na identificacdo dos eventos bioldgicos envolvidos nas
perdas e/ou transformacdes dos habitats naturais (FENTON et al., 1992; BIANCONI,
MIKICH; PEDRO, 2004). Os morcegos ocupam uma variedade de habitats e
ecossistemas, ambientes naturais conservados e degradados, estruturas
construidas pelo homem, perimetro urbano ou em ambientes urbanos, podendo
ocorrer espécies em parques, pracas, frestas de residéncias, etc (PASSOS;
PASSAMANI, 2003).
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3.3 OS MORCEGOS E 0O VIRUS RABICO

Apesar das importancias ecoldgicas que 0S morcegos apresentam, esses
animais podem ser reservatérios de diversas doencas, sobretudo a raiva (UIEDA;
HARMANI; SILVA, 1995). A raiva é uma zoonose que atinge o sistema nervoso
central, ocasionando uma encefalite aguda e fatal, que acomete diversos mamiferos.
O virus rabico pertence a familia Rhabdoviridae e género Lyssavirus (TORDO, 1996;
RUPPRECHT et al., 2002). Dentre as zoonoses, a raiva ainda permanece um Sério
problema de saude publica, principalmente devido ao progresso letal da doenca,
assim como os registros de casos em humanos (RUPPRECHT et al., 2002; LIMA et
al., 2005). Para a prevencdo da raiva humana utiliza-se o tratamento profilatico
antirabico quando existe a suspeita da exposicdo ao virus, podendo fazer uso da
vacina antirabica ou o soro antirabico, sendo este Ultimo em casos considerados
mais graves (RIGO; HONER, 2005).

Carini (1911) evidenciou pela primeira vez uma possivel relacdo entre os
morcegos € a raiva, a partir de um surto epizootico dessa doenca em bovinos da
Regido Sul do Brasil, ao passo que o primeiro registro da positividade do virus rabico
em morcegos no Brasil ocorreu em 1921 (HAUPT; REHAAG, 1921). Dentre os
mamiferos, o cdo era o principal transmissor do virus rabico em humanos, entretanto
acarretou a diminuicdo de casos da doenca apds a inser¢cdo das campanhas de
vacinacdo (SCHNEIDER; ALMEIDA; SOUZA, 1996). No entanto, no Brasil,
atualmente os morcegos sdo considerados um dos mais importantes reservatorios
silvestres, tornando-se o principal vetor de transmissao do virus rabico em humanos
(GOMES; UIEDA, 2004; LIMA et al., 2005; LIMA, 2008).

O habito hematéfago € um forrageamento altamente especializado, que exige
adaptacdes morfofisiolégicas e comportamentais. Dentre os morcegos, apenas 3
espécies se alimentam de sangue Desmodus rotundus (Phyllostomidae), Diaemus
youngi (Phyllostomidae) e Diphylla ecaudata (Phyllostomidae) (GREENHALL;
SCHUTT 1996). D. ecaudata é reconhecida por se alimentar exclusivamente de
sangue de aves, entretanto recentemente foi verificada a presenca de sangue
humano na dieta deste morcego (ITO; BERNARD; TORRES, 2016), o que torna
preocupante essas mudancas de habitos alimentares, considerando o0 risco

eminente para a saude publica.
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Tradicionalmente, este virus estava associado apenas aos morcegos
hematdéfagos, entretanto existem inUmeros registros de positividade deste virus em
espécies insetivoras, frugivoras e onivoras (LIMA, 2008; SODRE; GAMA; ALMEIDA;
2010), inclusive em morcegos que habitam areas antropomorfizadas (GERMANO et
al., 1990; BARROS; BISAGGIO; BORGES, 2006; PACHECO et al., 2010).

No Brasil a raiva foi diagnosticada em aproximadamente 41 espécies de
morcegos que pertencem as familias Phyllostomidae, Vespertilionidae e Molossidae
(SODRE; GAMA; ALMEIDA, 2010; SILVA et al., 2011). A maioria desses registros
ocorre na Regido Sudeste do Brasil. No Estado de S&o Paulo, 3 espécies de
morcegos da familia Molossidae (Molossus molossus, Nyctinomops laticaudatus e N.
macrotis) foram diagnosticados com o virus rabico, a principio os comportamentos
atipicos devem ser caracteristicas cruciais para identificacdo de que os animais
estejam doentes, sobretudo com raiva (UIEDA; HARMANI; SILVA, 1995). Em outros
estudos na regido supracitada, o virus rabico foi isolado em Lasyurus borealis
(Vespertilionidae) e Myotis nigricans (Vespertilionidae), Artibeus lituratus
(Phyllostomidae) e Artibeus fimbriatus (Phyllostomidae) (MARTORELLI et al., 1995;
MARTORELLI et al., 1996; PASSOS et al., 1999; CUNHA et al., 2005; CUNHA et al.,
2006). Em uma area urbana do Rio de Janeiro foi constatada a raiva em morcego
pertencente ao género Artibeus sp (Phyllostomidae) (MOUTINHO et al., 2015).

Na Paraiba, o relato da positividade do virus rabico foi detectado para
M.molossus (ARAUJO et al., 2014), assim como no Estado de Pernambuco as
espécies M. nigricans, M. molossus, Eptesicus furinalis (Vespertilionidae) (SILVA et
al., 2011; SILVA et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012).

3.4 FAMILIA VESPERTILIONIDAE E A ESPECIE Myotis lavali

A familia Vespertilionidae compreende um grupo diverso de morcegos que
ocorrem em areas temperadas e tropicais, com aproximadamente 48 géneros e 407
espécies e o0 habito alimentar predominantemente insetivoro (CORBET; HILL, 1991;
NOWAK, 1999; HOOFER, 2003; SIMMONS, 2005; MARCHESIN et al., 2006;). Na
Ameérica do Sul sdo reconhecidas mais 30 espécies, e especificamente para o Brasil,
ocorrem 28 espécies (BIANCONI; PEDRO, 2007; GARDNER, 2008; PAGLIA et al.,

2012). Os morcegos vespertilionideos apresentam dimorfismo sexual, e as fémeas
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sao maiores que 0s machos, principalmente no que se relacionam ao peso do corpo,

medidas cranianas e comprimento do antebraco (BORNHOLDT et al., 2008).

Dentre as familias de morcegos, os vespertilionideos necessitam uma
reavaliacdo taxon6mica (MILLER, 1907; SIMMONS, 1998; GREGORIN; TAVARES,
2008). Relacbtes filogenéticas foram propostas, mas ainda ndo existem caracteres
conclusivos (VOLLETH; HELLER, 1994; SIMMONS, 1998). O género Myoaotis,
pertence a subfamilia Myotinae, e fazem-se necessarias revisdes taxondémicas e
filogenéticas para melhor elucidar as classificacbes em nivel de espécie
(GREGORIN; TAVARES, 2008), principalmente por apresentar um grande numero
de espécies e distribuicdo mundial, inclusive em ambientes urbanizados
(MORATELLI et al., 2011). Esse género é o terceiro maior entre os mamiferos, e
aproximadamente 103 espécies sdo reconhecidas (RUEDI; MAYER, 2001;
SIMMONS, 2005).

Myotis lavali (Figura 2) é uma espécie descrita recentemente, e poucos Sao

os dados referentes a sua histdria natural, existem ocorréncia nas areas de Caatinga
de Pernambuco e Ceara (MORATELLI; WILSON, 2013) e Mata Atlantica de
Pernambuco (MORATELLI; WILSON, 2013; BARBIER et al., 2017).
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Figura 2: Morcego da espécie M. lavali macho coletado em areas de Caatinga do
Estado de Pernambuco. Fonte: (MORATELLI; WILSON, 2013).

As espécies identificadas como M. nigricans necessitam de revisdo, pois
podem se tratar de M. lavali, inclusive os espécimes dos artigos publicados,
principalmente no Nordeste do Brasil (MORATELLI; WILSON, 2013).

Os caracteres diagnosticos sdo orelhas médias, pelos longos e sedosos. A
base do pelo tem sido uma caracteristica especifica para a identificacdo taxonémica,
visto que as medidas cranianas se sobrepdem entre algumas espécies do género
Myotis. Na regido dorsal, os pelos sao fortemente bicolor, com a base castanho
médio, e as pontas marrom claro, ao passo que na regido ventral também segue o
padrao fortemente bicolor, com a base castanho-preto e as pontas castanho em tons
de canela (Figura 3) (MORATELLI et al., 2011).

Figura 3A: regido dorsal e 3B regido ventral de Myotis lavali. Observar as
tonalidades dos pelos. Fonte: MORATELLI et al., 2011.

Assim como diversas espécies recém descritas, existem limites no
conhecimento da sua biologia, principalmente em dados relacionados a reproducéo.

No Brasil, M. lavali segue um padrdo continuo de atividade sexual, entretanto o
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namero de espécies foi reduzido, o que impediu delimitar o padrédo reprodutivo anual
(WILLIG, 1985; MORATELLI; WILSON, 2013).

3.5 FAMILIA MOLOSSIDAE e a espécie Molossus molossus

Os morcegos de cauda livre pertencem a familia Molossidae, que ocorrem no
Velho Mundo, do Sul da Europa e Asia até a Africa, Malasia, Indonésia, Austrélia e
no Novo Mundo, do Sul e Oeste dos Estados Unidos, México e as Américas Central
de do Sul (NOWAK, 1994). A familia Molossidae é composta por aproximadamente
16 géneros e 86 espécies distribuidos em diversos paises (SIMMONS, 1998;
SIMMONS, 2005; GARDNER, 2008). No Brasil, ocorrem aproximadamente 7
géneros e 28 espécies (FABIAN, GREGORIN, 2007; PAGLIA et al., 2012). Os
molossideos sado morcegos insetivoros de hébito crepuscular. Em regides
temperadas podem utilizar as cavernas como abrigo, e formar colbnias compostas
por milhdes de individuos (FENTON, 1992). Em areas da regido tropical, as colénias
sdo menores, e contém dezenas e centenas, ocasionalmente milhares de morcegos,
que podem utilizar ocos de arvores como abrigo. No Brasil, a espécie encontra-se
amplamente distribuida (MARINHO-FILHO; SAZIMA, 1998). Dentre os abrigos,
destacam-se as areas urbanas, como os edificios, forros de residéncias, e por
consequéncia um maior contato com a populacdo humana, o que pode ocasionar a
transmisséo de zoonoses (BREDT et al., 1996; BREDT; UIEDA, 1996).

Os morcegos representantes dessa familia apresentam o habito alimentar
exclusivamente insetivoro, e geralmente se alimentam em ambientes abertos, em
virtude da ecolocalizacdo de alta frequéncia, que alterna entre constante e
modulada, estes animais conseguem capturar itens alimentares com Sucesso
(FREEMAN, 1981; BOGDANOWICZ et al., 1999; VAN DEN BUSSCHE; HOOFER,
2004; ECK et al., 2005; GREGORIN; CIRRANELL, 2015).

O género Molossus pertence a subfamilia Molossinae, com ocorréncia do Sul
dos Estados Unidos ao Sul da Argentina (LOPEZ-GONZALEZ; PRESLEY, 2001). A
espécie M. Molossus apresenta caracteristicas em relacdo a pelagem dorsal mais
aveludada, a base do pelo € mais clara, e a regido ventral mais clara quando
comparada a dorsal (Figura 4) (FABIAN; GREGORIN, 2007). No que se relaciona
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ao dimorfismo sexual, em algumas regides podem ocorrer prioritariamente machos

maiores que as fémeas.

Roberto L.MENbDVAES

Figura 4: Morcego da espécie Molossus molossus. Fonte: NOVAES, R.L.M.
Disponivel em: http://morcegosdobrasil.blogspot.com.br/2011/12/molossus-

molossus.html

As espécies do género Molossus apresentam habitos diversos, tanto em
areas florestais quanto areas urbanas, podem ser encontradas em col6nias debaixo
de folhas, forros de casa, galpdes (FREEMAN, 1981). Por apresentar ocorréncia em
ambientes antropomorficos, consequentemente acarreta uma maior proximidade
com os seres humanos, fornecendo um potencial risco epidemiologico (ALMEIDA et
al.1994; UIEDA et al., 1995; ALTRINGHAM, 1996).

No que se relaciona a atividade sexual, machos adultos apresentam uma
glandula gular, situada na posicdo episternal, que possivelmente tem funcao
hedbnica, relacionado a demarcacédo de territorio e atracado sexual, no entanto sao
especulacdes, e ndo se sabe com exatidédo a funcionalidade (TADDEI et al., 2001).

No Estado do Ceara, as fémeas de M. molossus apresentam um padrdo poliéstrico,
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bem como apenas um filhote por gestacdo, ao passo que os machos apresentaram
dois padrbes: machos sexualmente ativos (espermatoizoides no epididimo), e
machos inativos (sem espermatoizoides no epididimo), no entanto € valido salientar
gue machos sexualmente ativos foram coletados durante quase todo o ano, o que
sugere 0 armazenamento de espermatozoides fora do periodo de acasalamento
(FABIAN; MARQUES, 1989). Em contraste, Morais et al., (2013) verificaram que 0s
machos dessa espécie no Estado de Minas Gerais apresentam o ciclo reprodutivo
continuo, sem evidéncias de regressdo testicular, e os picos de atividade
espermatogénica ocorreram durante o0 outono e o inverno, assim como uma menor
capacidade de suporte das células de Sertoli. Morais et al., (2012) verificaram que o
ciclo do epitélio seminifero de M. molossus apresenta oitos estigios e dez etapas
para a formac&o acrosomal, ao passo que a espermiogénese pode ser agrupada em
12 etapas, bem como a formacdo do acrossoma apresenta similaridade as demais
espécies de mamiferos, contudo as analises ultraestruturais dos espermatozoides
indicaram caracteristicas peculiares, como diversas projecdes acrossomais
onduladas (BEGUELINI; TABOGA; VERSUTE, 2012).

3.6 BIOLOGIA REPRODUTIVA DE MORCEGOS

Dentre os mamiferos, os morcegos compreendem a segunda Ordem mais
diversa em espécies, bem como apresentam uma ampla importancia ecoldgica e
epidemioldgica (GARDNER, 2008). E no que se relacionam a biologia reprodutiva,
0os estudos ainda permanecem escassos (BEGUELINI, 2008; BEGUELINI et al.,
2011). Os morcegos, em sua maioria, apresentam um sistema de acasalamento
poliginico, com formagdo de haréns, assim, um macho adulto dominante pode
copular com diversas fémeas, ao passo que a minoria apresenta um sistema de
acasalamento monogamico, com a propor¢cdo de um macho para uma fémea
(MCCRACKEN; WILKINSON, 2000; ZORTEA, 2003, MELLO et al. 2009).

Os ciclos reprodutivos estdo intensamente associados a disponibilidade de
alimentos e fatores climaticos, assim as estratégias reprodutivas sao diversas dentro
de uma familia, género, inclusive dentro de uma mesma espécie, atreladas a isso,
evolutivamente 0os morcegos desenvolveram caracteristicas reprodutivas peculiares
que necessitam de adaptac6es morfofisiolégicas, como: a regressdo dos tubulos

seminiferos, o armazenamento prolongado de espermatozoides viaveis na cauda do
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epididimo e nos cornos uterinos, sincronia entre a espermatogénese e o periodo de
coOpula, bem como os atrasos nha ovulacdo, fertilizagcdo, implantacdo e no
desenvolvimento embrionario (ANAND-KUMAR, 1965; RACEY; TAM, 1974,
GUSTAFSON, 1979; RACEY, 1979; RASWEILER, 1993; KRUTZSCH; CRICHTON,
2000; VOIGT, 2003; ENCARNAC}AO; DIETZ; KIERDORF, 2004; SHARIFI;
GHORBANI; AKMALLI, 2004; SHARIFI; AKMALI; GHORBANI, 2008).

A reproducédo dos morcegos pode ser do tipo sazonal ou assazonal, e assim
acreditava-se que os padrfes reprodutivos estavam restritos a quatro tipos basicos:
monoestria sazonal (um pico reprodutivo anual), poliestria sazonal (diversos picos
reprodutivos anual, porém apresenta um periodo de inatividade sexual), poliestria
assazonal (picos reprodutivos anual) e poliestria sazonal biomodal (dois picos
reprodutivos anual) (FLEMING et al., 1972; WILLIG, 1985). Entretanto, em morcegos
africanos foram constatados 10 padrdes reprodutivos com base na morfologia
externa das gbnadas das fémeas: a) monoestria sazonal restrita (um pico
reprodutivo anual, e um longo periodo de inatividade sexual, implantacdo tardia e
desenvolvimento embrionario retardado), b) monoestria sazonal prolongada (um pico
reprodutivo anual, o desenvolvimento embrionério e o parto podem ocorrer em mais
de uma estacdo climética, enquanto que a lactagdo ocorre principalmente em uma
estacdo climética), c) monoestria assazonal (um pico reprodutivo anual, as fémeas
nao apresentam sincronia entre a reproducéo e as estacfes climaticas), d) poliestria
bimodal do tipo | (dois picos reprodutivos anuais, as fémeas apresentam sincronia
entre a reproducao e as estacdes climaticas, e, portanto a prole nasce em periodos
distintos. Ainda sendo possivel evidenciar o estro pds-parto, com fémeas gravidas e
lactantes simultaneamente), e) poliestria biomodal do tipo Il (dois picos reprodutivos
ao ano, a prole nasce em duas estacdes climaticas distintas, sem estro pés-parto), f)
poliestria bimodal continua (os dois picos reprodutivos estdo em sincronia com as
estacdes climaticas, assim as proles nascem em dois periodos distintos, com
aproximadamente seis meses de intervalo), g) poliestria multimodal sazonal (trés ou
mais picos reprodutivos por ano relacionados as estacoes climaticas, com estro pos-
parto, posteriormente um periodo de inatividade sexual, que antecede a proxima
temporada reprodutiva), h) poliestria multimodal continua tipo | (trés ou mais picos
reprodutivos, com estro pos-parto ap0s cada nascimento, e 0s partos nao se

restringem apenas a uma unica estacao climatica, i) poliestria multimodal continua
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tipo Il (trés ou mais picos reprodutivos durante o ano, sem nenhuma evidéncia de
estro pds-parto, e 0s partos ndo se restringem apenas a uma Unica estacao
climatica) e j) poliestria assazonal (dois ou mais picos reprodutivos por ano em todas
as estacoOes climaticas) (HAPPOLD; HAPPOLD, 1990).

Essa diversidade de padrbes demonstra a necessidade de ampliar os estudos
relacionados a biologia reprodutiva, principalmente no Brasil, visto que
possivelmente outras estratégias reprodutivas ainda nao foram descritas,

principalmente relacionadas a sazonalidade.

3.7 TESTICULOS

Os testiculos dos morcegos séo 6rgaos pares de formato oval a arredondados
localizados na regido escrotal, apresentando fungéo enddcrina (produgdo hormonal)
e exoécrina (producdo de espermatozoides) (BORDIGNON; FRANCA, 2012;
BEGUELINI et al.,, 2013a; BEGUELINI et al., 2013b; BEGUELINI et al., 2013c).
Externamente sdo envolvidos por uma capsula de tecido conjuntivo, denominada
tunica albuginea, ao passo que 0s septos testiculares convergem para o interior do
orgdo, e assim dividindo-o em l6bulos, que estdo inseridos os tdubulos seminiferos
(MORAIS et al., 2013; BEGUELINI et al., 2013d; BEGUELINI et al., 2013e). Os
testiculos podem migrar entre a regido escrotal e a cavidade abdominal,
principalmente quando submetidos a estresse ou por influéncia da sazonalidade, e
assim promovem a protecdo dos espermatoizoides (KRUTZSCH, 2000; LIMA
JUNIOR et al., 2014).

Histologicamente, os testiculos sdo organizados por dois compartimentos, o
tubular, que representa grande parte do oOrgdo, entre 70% a 90%. Nesse
compartimento, encontram-se os tubulos seminiferos que s&o constituidos pelo
epitélio seminifero e a luz e/ou limen do tubulo. Neste epitélio encontram-se as
células espermatogénicas em diversos estagios de maturagdo, como:
espermatogobnias, espermatdécitos, espermatides e espermatozdides, assim como as
células de Sertoli. Enquanto que o compartimento intertubular, constitui-se pelas
células de Leydig (sinteses de testosterona e estradiol), fibroblastos, vasos
sanguineos e linfaticos (CRICHTON, 2000; MORAIS et. al., 2014).
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Assim como nos demais mamiferos, as células de Sertoli sdo responsaveis
pelo suporte das células espermatogénicas, bem como na formacdo da barreira
hemato-testicular, visto que as juncdes de oclusédo dividem o epitélio germinativo em
duas regibes, a basal, que se localizam as espermatogbnias e 0s espermatocitos
primérios (fase pré-leptéteno), e no adluminal, que se encontram 0s espermatocitos
secundarios e as espermatides, de tal forma que fornecem o méaximo de protecdo ao
epitélio seminifero, impedindo que substancias atinjam as células espermatogénicas
(RUSSELL et al., 1990; SETCHELL, 1991; POCCIA, 1994; SHARPE, 1994; MORAIS
et al., 2013; MORAIS et. al., 2014). Estudos também refletem que as células de
Sertoli apresentam fatores necessarios para estimular a esteroidogénese
(CRICHTON, 2000; GRISWOLD; SKINNER, 2004). Ao passo que existem fortes
evidéncias que apontam as células de Leydig como a principal fonte de sintese de
testosterona. As mudancas no tamanho, nimero e ultraestrutura dessas células séo
fontes indicadoras de atividade esteroidogénica, no entanto durante o periodo nédo
reprodutivo, as glandulas adrenais podem produzir baixos niveis plasmaticos de
testosterona (MCGUCKIN; BLACKSHAW, 1991). Essas células apresentam
morfologia irregular, podendo ser encontradas de forma isolada ou agrupadas,
estando separadas por um tecido extracelular ténue e a estrutura do nucleo é

proeminente, desde a morfologia circular a oval (BEGUELINI et al., 2011).

A capacidade reprodutiva dos machos estd associada diretamente na
atividade testicular, tanto na producdo de grande numero de espermatozoéides
viaveis, como nas concentracfes hormonais adequadas para estimular a libido e a

maturacdo dos érgaos reprodutivos (GIER; MARION, 1970).

3.8 ESPERMATOGENESE

O hormonio foliculo estimulante (FSH) influencia diretamente o inicio e a
manutencao da espermatogénese dos tubulos seminiferos, assim como o horménio
luteinizante (LH) regula a producéo de testosterona pelas células de Leydig, que &
responsavel por fornecer suporte a espermatogénese e as caracteristicas
masculinas secundarias (BEGUELINI et al., 2011; MORAIS et. al., 2014).

A espermatogénese consiste em um processo complexo, que ocorre nos

tubulos seminiferos, e posteriormente resulta na producdo dos espermatozoides,
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através de um processo denominado espermiogénese (RACEY; TAM, 1974). As
células presentes no epitélio germinativo sdo classificadas de acordo com a
morfologia nuclear, as divisbes meidticas, etc. A principio, ocorre a fase proliferativa
ou espermatogonial, e as espermatogbnias passam por sucessivas mitoses para
uma maior producédo de espermatogonias do tipo A e espermatogdnias do tipo B
entrardo em diferenciacdo de espermatdcitos (COSTA; PAULA, 2003; FRANCA,;
GODINHO, 2003; BEGUELINI et al., 2011; MORAIS et. al., 2014). Posteriormente,
0S espermatocitos seguem as divisbes meidticas, formando as espermatides
(RUSSELL et al.,1990), enquanto que a ultima fase da espermatogénese, denomina-
se espermiogénese, evento longo que ocorrem diversas mudancas morfologicas, e
resulta na diferenciacdo das espermatides arredondadas em espermatides
alongadas, e posteriormente em espermatozéides que serdo liberados no limen do
tubulo seminifero (CLERMONT, 1972; HESS; FRANCA, 2008; BEGUELINI et al.,
2011; MORAIS et. al., 2014).

No Estado de S&o Paulo, os estudos sobre a espermatogénese dos morcegos
tém sido realizados. Beguelini et al., (2009) estudaram a espermatogénese de 6
espécies de morcegos, 5 pertencentes a familia Phyllostomidae (Artibeus lituratus,
A. planirostris, Carollia perspicillata, Platyrrhinus lineatus e Sturnira lilium) e 1 a
familia Vespertilionidae (M. nigricans), verificando trés tipos distintos de
espermatogobnias (tipo escuro A, tipo claro A e B), sendo o ciclo espermatogénico
continuo similar para a maioria dos mamiferos, no entanto M. nigricans apresentou
caracteristicas peculiares, como os ciclos ndo definidos e sobreposicao de fases no
epitélio seminifero, essas divergéncias, possivelmente estdo relacionadas a
distancia fiogenética entre as familias Phyllostomidadae e Vespertilionidae. Beguelini
et al., (2013c) verificaram que M. nigricans regula a reproducdo com dois picos de
investimento espermatogénico, ao passo que a regressao testicular foi evidenciada
em dois periodos distintos, visto que apenas espermatogdnias e células de Sertoli
foram observadas no epitélio seminifero, neste periodo observa-se que ocorre uma
diminuicdo na expressdo dos receptores de andrégenos. Em outros estudos,
Beguelini et al., (2011), Beguelini et al., (2013e) e Beguelini et al., (2013d)
analisaram a ultraestrutura da atividade espermatogénica de P. lineatus,
constatando as células da linhagem espermatogénica, as células de Sertoli e de

Leydig, bem como os espermatozoides, caracteristicas estas similares aos primatas,
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ao passo que C. perspicillata apresenta uma espermatogénese semelhante aos
demais morcegos, sobretudo a existéncia de 12 fases para espermiogénese. Através
de andlises ultraestruturais, a espermatogénese de M. nigricans apresentou
recrudescéncia testicular na estacdo da primavera, entretanto quando encontram-se
em atividade espermatica, as caracteristicas morfolégicas sdo similares as outras

espécies de morcegos.

A biologia reprodutiva de machos de A. planirostris na regidao supracitada foi
investigada por Beguelini et al.,, (2013b), verificaram a biologia reprodutiva de
machos dessa espécie, evidenciando dois picos espermatogénicos acentuados,
entretanto a producdo de espermatozoides pemanece continua durante o ciclo
anual. Beguelini et al., (2013a) realizou um intenso estudo com machos de 18
espécies de morcegos (Peropteryx macrotis, Rhynchonycteris naso, Eumops
glaucinus, Molossops temminckii, M. molossus, M. rufus, A. lituratus, A. planirostris,
C. perspicillata, Glossophaga soricina, Phyllostomus discolor, P. lineatus, Noctilio
albiventris, Eptesicus furinalis, Histiotus velatus, Lasiurus blossevillii, M. albescens e
M. nigricans), que pertencem a 5 familias (Emballonuridae, Molossidae,
Phyllostomidae, Noctilionidae e Vespertilionidae), os testiculos de Phyllostomidae e
Noctilionidae estavam presentes na regido inguinal, possivelmente n&o ocorre
oscilagdes entre a regido iguinal e abdominal em morcegos destas familias. Os
vespertilionideos exibiram testiculos escrotais, no entanto as espécies das familias
Emballonuridae e Molossidae apresentaram testiculos que oscilavam entre a
cavidade abdominal e o escroto. Tais migragdes testiculares podem ocorrer por
diversos fatores, inclusive em momentos de estresse animal. Outro fator observado
nesse estudo foi a recrudescéncia testicular (apenas espermatogdnias e células de
Sertoli no epitélio seminifero) e a estocagem de espermatozoides viaveis na cauda
do epididimo em 5 espécies da familia Vespertilionidae (E. furinalis, H. velatus, L.

blossevillii, M. albescens e M. nigricans).

A espermatogénese de M. levis em uma area de transigcdo entre a Mata
Atlantica e o Cerrado do Estado de Minas Gerais foi estudada por Araujo et al.,
(2013), que verificaram 4 periodos diferentes, a) repouso, na qual ocorreu uma
reducdo do diametro dos tubulos seminiferos, e o epitélio continha apenas
espermatogbnias e células de Sertoli, b) maturacdo, nessa fase o didmetro ainda

permaneceu reduzido, porém maiores que a fase de repouso. No epitélio seminifero,
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além das espermatogbnias e as células de Sertoli, foi possivel observar os
espermatdécitos primarios, ¢) maturidade, foi possivel observar um maior diametro e
altura do epitélio seminifero, e por consequéncia todas as células espermatogénicas
e as células de Sertoli. Farias et al., (2014) constataram que durante a estacao seca
a espécie supracitada apresentou testiculos em regresséo durante o periodo seco,
entretanto a sazonalidade n&o influencia no didmetro do ndcleo das células de

Leydig.

Na Mata Atantica do Estado de Minas Gerais, A. lituratus apresentou a
maioria dos espécimes possuiam grandes testiculos escrotais e com todas as
células da linhagem espermatogénica, assim apresentaram atividade espermética ao
longo do ciclo anual, no entanto alguns animais seguiram um padrdo de testiculos
menores e escrotais, e apenas espermatogonias, espermatocitos e células de Sertoli
estavam presentes no epitélio seminifero (DUARTE; TALAMONI, 2010). Nessa
mesma area, A. lituratus ndo apresentou diferencas significativa para as variaveis:
didmetros dos tubulos seminiferos e nuclear das células de Leydig, assim como o
indice gonadossomatico entre as estacdes seca e chuvosa, assim todos os animais

apresentaram atividade espermatica ao longo do ano (NOTINI et al., 2015).

Morais et al., (2013b), Morais et al., (2014a), Morais et al., (2014b) e Morais et
al., (2017) em pesquisas no mesmo Bioma e Estado, constataram que Sturnira lilium
(Phyllostomidae) exibiu um ciclo do epitélio seminifero constituido por 8 fases
distintas, similar aos demais mamiferos, no entanto uma caracteristica peculiar foi
observada, uma menor duracdo da espermatogénese, constatando também
diferencas significativas entre os componentes testiculares durante as estagdes seca
e chuvosa, a medida que as analises histologicas e ultraestruturais indicaram uma
atividade espermatogénica continua, entretanto a sazonalidade influenciou na
concentracdo de espermatozoides do testiculo no periodo chuvoso,e uma menor
capacidade de suporte das células de Sertoli. Entretanto no compartimento
intertubular ndo houve diferencas entre as estacdes em relacdo aos niveis séricos
de testosterona, niumero de células de Leydig e indice leydigossoméatico. Ao passo
gue o morcego hematoéfago Desmodus rotundus (Phyllostomidae) apresentaram um
maior investimento no indice gonadossomatico (0,54%), sobretudo quando
comparado aos demais mamiferos, no compartimento intertubular 51,20% foi

constituido pelas células de Leydig. O processo espermatogénico tem um
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rendimento em torno de 60%, o que demonstra uma elevada produgdo de
espermatozoides.

O morcego Noctilio leporinus (Noctilionidae) em &reas de Mata Atantica do
Estado do Parana apresentou atividade espermatogénica durante todo o ano, e
existe uma sincronia entre o0 aumento da massa corporal, da massa testicular e do
didmetro dos tabulos seminiferos (BORDIGNON; FRANCA, 2012).

3.9 EPIDIDIMOS E ESTOCAGEM DE ESPERMATOZOIDES EM MORCEGOS

Os epididimos consistem em tubulos enovelados e contorcidos, com
basicamente trés regides distintas: cabeca, corpo e cauda, entretanto existem
espécies de morcegos que apresentam mais uma regido, o segmento inicial, que &
anterior a cabeca (BEGUELINI et al., 2010). O processo de maturacao espermatica
tem inicio nas primeiras regifes do epididimo (segmento inicial e cabeca), ao passo
gue o0s processos avancados de maturagcdo ocorrem no corpo, e 0s espermatozoides
se tornam maduros e funcionais na cauda (HERMO; ROBAIRE, 2002;
BELLEANNEE; THIMON; SULLIVAN, 2012; ARAUJO et al., 2013). Existem
diferentes células nos tubulos do epididimo, que tem por funcionalidade a absorcéo
e secrecao, dentre estas, destacam as células principais, basais, estreitas, claras,
halo e apicais. Essas células apresentam fun¢des importantes, como a secrecao,
absorcdo, protecdo, barreira imunolégica, etc (HERMO; ROBAIRE, 1994; ADAMALL,
HERMO, 1996; SERRE; ROBAIRE, 1998; CRICHTON, 2000; KRUTZSCH, 2000;
ARAUJO et al., 2013).

Os espermatozoides produzidos nos testiculos sao direcionados aos
epididimos, que é um 6rgdo androgeno-dependente, assim 0s gametas masculinos
apresentam progressiva motilidade e capacidade fecundante, principalmente pela
interacdo com as proteinas secretadas pelo epitélio, e posteriormente ficam
armazenados até a ejaculacdo (AGUILERA-MERLO et al., 2005; AHMED et al.,
2009; BEU; ORSI; DOMENICONI, 2009).

Durante o processo evolutivo, os morcegos desenvolveram estratégias para
otimizar 0 sucesso reprodutivo, como a regressdo testicular, que o0s
espermatozoides ficam estocados na cauda do epididimo, assim existe uma

sincronia entre a espermatogénese e o periodo de acasalamento (CRICHTON,
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2000; ARAUJO et al., 2013). Diversas espécies de morcegos tém demonstrado esse
comportamento reprodutivo, no Estado de Sdo Paulo M. nigricans apresentou
armazenamento de espermatozoides na cauda do epididimo nos meses de maio e
junho (BEGUELINI et al., 2013c). Em outro estudo, Beguelini et al., (2015)
evidenciaram que a espécie em questdo apresenta uma atividade morfofisioldgica

epididiméria continua regulada pela testosterona.

Farias et al., (2014) constataram que M. levis apresentaram a estocagem de
espermatozoides na cauda do epididimo, sobretudo no periodo de recrudescéncia
testicular em areas de transicao entre a Mata Atlantica e o Cerrado de Minas Gerais.
Outros estudos na mesma regido e espécie demonstraram 4 tipos de estratégias
reprodutivas: a) fase de repouso, que ocorreu auséncia total de espermatozoides, b)
fase de maturacdo, a cabeca e a cauda do epididimo tiveram ocasionalmente
poucos espermatozoides, c) fase de maturidade, a cabeca e a cauda do epididimo
apresentaram uma grande concentracdo de espermatozoides, d) fase de
acasalamento, a cabeca do epididimo nao tinha espermatozoides, ao passo que a
cauda apresentou grande concentracdo, que resultou em um maior diametro dos
ttbulos epididimarios (ARAUJO et al., 2013). Esses achados demonstram que uma
mesma espécie pode desenvolver diversas estratégias reprodutivas, que depende

das condi¢bes ambientais e climaticas que predominam na regido.

CASTRO et al., (2017) analisaram a ultraestrutura e morfometria do epididimo
de D. rotundus, sendo este constituido por tubulos que foi o principal componente
das 4 regides, segmento inicial (83%), cabeca (90%), corpo (88%) e cauda (80%). O
epitélio epididimal diminuiu progressivamente da cabeca até a cauda, assim como as
células principais e basais foram mais frequentes na cauda do epididimo, enquanto

gue o numero das células claras nao teve aumento.

Dentro dessa perspectiva, a biologia reprodutiva de diversas espécies de
morcegos permanece pouco investigada, principalmente sobre a influéncia das
variacdes sazonais nos parametros histomorfométricos dos testiculos e epididimos,

bem como nas concentragfes plasmaticas de testosterona.
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RESUMO

Morcegos da familia Vespertilionidae apresentam variadas estratégias
reprodutivas influenciadas pelas condi¢des ambientais, tais como: armazenamento de
espermatozdides por longos periodos na cauda do epididimo, regressdo dos tubulos
seminiferos e atividade espermatica durante todo o ano. Myotis lavali, apresenta pouca
informacao sobre a sua biologia reprodutiva por se tratar de uma espécie recentemente
descrita. Assim, avaliaram-se parametros histomorfométricos testiculares e
epididimarios, alem dos niveis de testosterona desta espécie. Foram utilizados 34
machos adultos, sendo (n=22) em meses secos e (n=12) em meses chuvosos. Apods
anestesia, amostras de sangue foram coletadas para a dosagem de testosterona.
Posteriormente, os testiculos e epididimos foram removidos, fixados em formal 10%
tamponado e submetidos a técnica histoldgica de rotina. Nos testiculos foram
analisados: a éarea tubular, area intertubular, quantificacdo dos espermatdcitos,
espermatides (arredondadas e alongadas), células de Sertoli e células de Leydig. No
epididimo: as areas tubular, luminal e epitelial da cabeca, corpo e cauda. M. lavali
apresentou aumento nas areas tubular e intertubular, no nimero espermatides alongadas,
células de Sertoli, células de Leydig e nos niveis plasmaticos de testosterona, bem como
na area tubular, luminal e epitelial da cabeca e cauda do epididimo, durante a estacdo
chuvosa em comparacdo a estacdo seca. Embora M. lavali tenha apresentado ciclo
espermatogénico continuo durante todo ano, nossos achados indicam que ha um

investimento reprodutivo maior na espermiogénese em meses chuvosos.

Palavras-chave: Andrégenos. Epididimo. Fatores climaticos. Morcego. Testiculo.



ABSTRACT

Vespertilionid bats exhibit several reproductive strategies influenced by
environmental conditions, such as: storage of spermatozoa for long periods in the tail of
the epididymis, regression of the seminiferous tubules and sperm activity throughout the
year. Information on the reproductive biology of Myotis lavaliis rare due to it is a
recently described species. Thus, testicular and epididymal histomorphometric
parameters were evaluated, as well as testosterone levels of this species. 34 adult males
were studied, being (n = 22) in dry months and (n = 12) in rainy months. After
anesthesia, blood samples were collected to testosterone dosage. Subsequently, the
testicles and epididymides were fixed in 10% buffered formalin, and submitted to the
routine histological techniques.In the testicles were evaluated the tubular and
intertubular areas, quantification of spermatocytes, rounded and elongated spermatids,
Sertoli cells and Leydig cells.On the other hand, in the epididymides the tubular,
luminal and epithelial areas of the head, body and tail were measured. M. lavali showed
increased tubular and intertubular areas, number of elongated spermatids, Sertoli cells,
Leydig cells and plasma testosterone levels, as well as tubular, luminal and epithelial
area of the head and tail of the epididymis during the rainy season compared to the dry
months. Although M. lavali has shown continuous spermatogenic cycle throughout the
year, our findings indicate that there is a greater reproductive investment in

spermiogenesis during rainy months.

Keywords: Androgens. Bat. Climatic factors. Epididymis. Testicle.
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1. Introducéo

A familia Vespertilionidae apresenta ampla diversidade de espécies e distribuicao
geografica, atrelado a isso, evoluiram uma variedade de estratégias reprodutivas,
principalmente no que se relaciona a morfofisiologia dos 6rgdos sexuais (SIMMONS,
2005; SHARIFI et al., 2008). Os ciclos reprodutivos dos morcegos insetivoros estdo
associados as condicdes ambientais, disponibilidade de recursos alimentares e as
flutuacBes sazonais (RACEY, 1982; ARAUJO et al., 2013). Diante das variedades
desses fatores, os machos desenvolveram estratégias reprodutivas especificas, como o
armazenamento de espermatozoides por longos periodos na cauda do epididimo,
regressao dos tubulos seminiferos e atividade espermatica durante todo o ano (SHARIFI
et al., 2008; ARAUJO et al., 2013; FARIAS et al., 2014; BEGUELINI et al., 2015).
Todavia, essas estratégias podem variar, uma vez que uma mesma espécie pode
apresentar os mais variados padrdes reprodutivos, dependendo da regido de ocorréncia e
época do ano (WILSON, 1979; CRICHTON; KRUTZSCH, 2000; NEUWEILER,

2000).

O género Myotis (Vespertilionidae, Myotinae) apresenta distribuicdo mundial, e
um grande nimero de espécies, que variam de pequeno a grande porte (MORATELLI et
al.,, 2011). As espécies desse género sdo de grande interesse para 0s estudos
relacionados a reproducdo, principalmente por ocorrer em diversos habitats (FARIAS et
al., 2014). Dentro dessa perspectiva, Myotis lavali (MORATELLI et al., 2011) é uma
espécie com habito alimentar insetivoro, e recentemente descrita a partir do complexo
de M. nigricans, com registros para a Caatinga de Pernambuco e Ceara (MORATELLI;
WILSON, 2013), assim como na Mata Atlantica de Pernambuco (MORATELLI;

WILSON, 2013; BARBIER et al., 2017), e no que se diz respeito a biologia
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reprodutiva, os dados permanecem limitados ou inexistentes, principalmente por ser
tratar de uma espécie recém identificada. No Nordeste Brasileiro, a reproducdo segue
um padrdo continuo, entretanto as pequenas amostras de espécimes em determinados
meses impediram delinear com confianca o padrdo reprodutivo anual (WILLIG, 1985;

MORATELLI; WILSON, 2013).

Neste sentido, as inferéncias mais precisas sobre o padrdo de atividade sexual em
machos abordam parametros morfométricos do testiculo e epididimo, assim como 0s
niveis de testosterona, por meio dos quais € possivel determinar com exatiddo a
capacidade reprodutiva dos quiropteros (BEGUELINI et al., 2010; BEGUELINI et al.,
2011; BEGUELINI et al., 2013b; LIMA JUNIOR et al., 2014). Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade reprodutiva de machos da espécie M. lavali durante o
ciclo anual por meio de parametros histomorfométricos testiculares e epididimarios,

bem como os niveis plasmaticos de testosterona.
2. Material e Métodos
2.1. Area de Estudo

O estudo foi conduzido em um fragmento de Mata Atlantica (08° 44°13" e
08°43°09" - Latitude Sul, 35°10°11" e 35°11°02” - Longitude Oeste), no Municipio de

Tamandaré e Rio Formoso, Pernambuco.
2.2. Coleta de dados

As coletas dos espécimes foram devidamente autorizadas pelo Instituto Chico
Mendes de Conservagdo da Biodiversidade — ICMBio, n® 26531-3 e aprovada no
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA da UFPE, n° 23076.037360/2014-92. Para
a coleta dos espécimes, utilizou-se 10 redes de neblina (12m x 3m) no periodo de

janeiro a dezembro do ano de 2015 (com exce¢do dos meses de junho e julho onde néo
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houve captura) durante dois dias consecutivos de cada més, das 17:00 h as 00:00 h. Os
animais foram capturados, e posteriormente identificados com base nas caracteristicas

descritas para M. lavali (MORATELLI; WILSON, 2013).
2.3. Dados meteoroldgicos e periodos sazonais

Os periodos climaticos foram agrupados com base nas informagdes
meteoroldgicas de precipitacdo pluviométricas fornecidas pela Secdo de Observacéo e
Meteorologia aplicada. Assim, estabeleceram-se dois agrupamentos, meses Secos
(janeiro, fevereiro, setembro, outubro, novembro e dezembro) e meses chuvosos

(marco, abril, maio e agosto) do ano de 2015 (Tabela 1).
2.4. Estagios reprodutivos

Os estagios reprodutivos foram classificados a partir das caracteristicas da
morfologia externa das gonadas: 1) machos descendentes (testiculos localizados no
escroto) e 2) machos nao descendentes (testiculos localizados na regido abdominal)

(GANNON; WILLIG 1992).
2.5. Eutanasia dos animais

Foram selecionados aleatoriamente 34 machos adultos, sendo (n=22) em meses
secos e (n=12) em meses chuvosos. Os especimes foram anestesiados na regido
intraperitoneal com o farmaco pentobarbital sddico em uma concentracio de 40mg kg,

em seguida realizada puncéo cardiaca (MORAIS et al., 2013a).
2.6. Dosagem hormonal

As amostras de sangue de cada animal foram coletadas através de puncao cardiaca

via ventriculo esquerdo, e enviadas para analises dos niveis plasmaticos de testosterona
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(NPT) em pg/mL pelo método de quimioluminescéncia em um laboratorio comercial de

analises clinicas.
2.7. Analises histoldgicas

Os testiculos e epididimos foram removidos mediante a uma incisdo da pele e
fascias da regido abdominal direcionando-se a regido inguinal. ApGs remocdo, oS
tecidos foram fixados em formalina a 10% neutra tamponada (NBF), processados
seguindo as técnicas histologicas de rotina, desidratados em concentragdes crescentes de
alcool etilico, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. Os blocos
obtidos foram cortados no microtomo em espessura de 4 um. As laminas histoldgicas
obtidas foram coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) e analisadas em microscopia
Optica.

2.8. Anélises histomorfométricas

As laminas histolégicas dos testiculos e epididimos foram fotografadas no
programa Motic Images Plus 2.0. Para tanto, foi acoplada a camara ao microscopio
Optico, projetando a lamina no aumento estabelecido, obtendo assim, 10
fotomicrografias por animal. Para as devidas mensuragdes histomorfométricas, utilizou-
se 0 software ImageJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of

Health, Bethesda, MD, USA).

No testiculo, foram mensuradas em porcentagens a area tubular (AT) e a area
intertubular (Al) em aumento total de 100x. No compartimento tubular, foram
quantificadas em 10 tubulos seminiferos diferentes de cada animal, as células de Sertoli
(CS) e da linhagem espermatogénica, 0s espermatocitos (Es), espermatides
arredondadas (Ear), espermétides alongadas (Eal), bem como no compartimento

intertubular, as células de Leydig (CL) no aumento total de 400x.
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No epididimo, foram mensuradas em micrémetros quadrado (um?2) a area tubular
(AT), a area do limen (AL) e a area do epitélio (AE) das trés regifes desse Orgao

(cabeca, corpo e cauda) no aumento total de 100x.
2.9. Anélises estatisticas

Os dados histomorfométricos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov, e ndo foi encontrada distribuicdo normal. Assim, foram utilizados os testes
ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann Whitney (p<0,05). O teste
de correlacdo de Spearman foi utilizado para testar a correlacdo entre a testosterona e 0s
parametros histomorfométricos testiculares (p<0,05). no programa computacional

GraphPad Prsim®

3. Resultados

No periodo estudado foram coletados 34 machos adultos, (n=22) para 0s meses
secos, destes, 77,27% (n=17) apresentavam testiculos ndo descendentes e 22,73% (n=5)
com testiculos descendentes. Entretanto, em meses chuvosos evidenciaram-se 12
machos, 83,33% (n=10) com testiculos descendentes e 16,67% (n=2) com testiculos ndo

descendentes.

As analises histologicas dos testiculos indicaram que os machos de M. lavali com
testiculos descendentes e ndo descendentes em ambos 0s periodos apresentaram o
compartimento tubular constituido por diferentes tipos celulares: espermatogonias,
espermatocitos, espermatides arredondadas, espermatides alongadas e células de Sertoli.
No epitélio seminifero, as espermatogoénias localizam-se no compartimento basal, 0s
espermatocitos e as espermatides arredondadas no compartimento adluminal e as

espermatides alongadas em fases finais estdo intrinsecamente relacionadas ao lumen
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tubular. O compartimento intertubular é constituido por células de Leydig, tecido

conjuntivo e vasos sanguineos (Fig. 1A-B).

No epididimo, foi possivel observar um epitélio de revestimento do tipo pseudo-
estratificado colunar com estereocilios, e constituido por células principais, basais e
apicais. Foram identificadas ainda, trés regides distintas: cabeca, corpo e cauda, sendo a

concentracdo maior de espermatozoides nas duas Gltimas regides (Figura 2A-F).

A histomorfomeria testicular indicou diferencas significativas entre 0s meses
secos e chuvosos para as varidveis correspondentes a AT, Al, numeros de Eal, CS e CL
(Figura 3A-G), sendo as maiores medias observadas durante os meses de alta

precipitacdo (Tabela 2).

Com relacgdo aos niveis de testosterona, os animais exibiram um aumento nos dois
primeiro meses da estacdo seca do ano (janeiro e fevereiro) que continuou nos meses
subsequentes na estacdo chuvosa (marco, abril e maio), com excecdo do més de agosto
onde houve uma queda significativa desse hormonio que persistiu pelos meses restantes
da estacdo seca (setembro, outubro, novembro e dezembro). As maiores concentragdes
foram observadas em marco e maio (Figura 3H). Na Tabela 3 observa-se que todas as
correlagbes foram positivas entre as variaveis testiculares e a testosterona para todos o0s
animais desse estudo, entretanto Ear, Eal e CL apresentaram alta correlagéo.

No epididimo, a histomorfometria demonstrou variagBes sazonais entre 0s
parametros analisados. Nota-se que area tubular, luminal e epitelial da cabeca e cauda
apresentaram maiores médias para os meses chuvosos (Fig. 4A-C). No corpo nao houve
diferencas significativas para nenhum parametro analisado (Tabela 4).

4. Discussao
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Histologicamente, os testiculos e epididimos do morcego M. lavali, apresentaram-
se similares aos descritos para outras espécies de morcegos (MORAIS et al., 2013a). A
presenca das células espermatogénicas em diferentes fases de maturacdo encontradas
nos tubulos seminiferos, bem como espermatozoides no epididimo de machos com
testiculos descendentes e ndo descendentes encontram-se ferteis ao longo de todo ano.
Em contraste a esses dados, outras especies de morcegos vespertilionideos tém
demonstrado um padrdo diferente ao encontrado nesse estudo, No Brasil, Aradjo et al.
(2013) verificaram que M. levis em areas de transicdo entre os dominios de Mata
Atlantica e Cerrado no Estado de Minas Gerais apresentou um periodo de repouso
durante o ciclo espermatogénico anual, visto que ndo foi observada a espermatogénese e
presenca de espermatozoides no lumen do epididimo. Beguelini et al., (2013)
observaram em areas de Cerrado do Estado de S&o Paulo que M. nigricans apresenta
dois periodos de regressdo testicular total, e somente as células de Sertoli e as
espermatogonias foram evidenciadas. A atividade espermatogénica em machos com
testiculos descendentes e ndo descendentes indica que cada espécie apresenta
particularidades, visto que Lima Junior et al.(2014) constatou que Phyllostomus
discolor em areas de Mata Atlantica do Estado de Pernambuco encontravam-se aptos
para a reproducdo independente da posicao testicular, ao passo que Duarte e Talamoni
(2010) verificaram para Artibeus lituratus em uma area de flortesta Atantica de Minas
Gerais que 0s machos apresentavam dois modelos reprodutivos, testiculos grande com
todas as células da espermatogénese e testiculos pequenos com espermatogdnias e
alguns espermatdcitos. Essas divergéncias observadas fortalecem as evidéncias de que
0s eventos reprodutivos podem ser variados de acordo com a area de ocorréncia, dentro
da mesma familia, género e espécie (WILSON, 1979; ZORTEA, 2003), principalmente

entre 0s morcegos do género Myotis que representa um dos exemplos mais excepcionais
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de radiacdo adaptativa entre mamiferos (STADELMANN et al., 2007; ARAUJO et al.,

2013).

Morais et al. (2013) mencionam que o0 maior investimento esteroidogénico ocorre
em periodos que antecedem a reproducao, visto que ha necessidade de uma preparagédo
fisioldgica para o periodo de acasalamento. Assim como nos demais mamiferos, as
células de Leydig séo a principal fonte de testosterona, de tal modo que as alteracdes no
ndmero, tamanho e ultraestrutura sdo indicadores confiaveis da atividade
esteroidogénica, entretanto existem excecdes, como as espécies Taphozous georgianus e
Molossus fortis que as modificagdes na ultraestrutura das células de Leydig nao
refletem nos niveis plasmaticos de testosterona (MARTIN; BERNARD, 2000). Na
espécie desse estudo, o aumento do numero das células de Leydig coincide com o0s
picos de niveis plasmaticos de testosterona, o que reflete na importancia das avaliaces
morfométricas dessas células para inferir na atividade hormonal. Esse padrdo de maior
concentracdo de testosterona em meses chuvosos possivelmente relaciona-se a um
suporte aos estagios envolvidos na espermiogénese, o que coincide com a correlacdo
forte e positiva entre a testosterona e as espermatides arredondadas e espermatides
alongadas, enfatizando a importancia da influéncia hormonal na manutencdo da
atividade espermatica, assim como a atividade das células de Sertoli, que sdo
responsaveis pela formacdo da barreira hemato-testicular, visto que as juncbes de
oclusdo proporcionam 0 maximo de protecdo aos espermatozoides em desenvolvimento
(CRICHTON, 2000; GRISWOLD; SKINNER, 2004). Associado a isso, os padrbes
reprodutivos de morcegos insetivoros estdo estreitamente relacionados com as chuvas,
visto os picos de disponibilidade insetos coincidem com o periodo de alta precipitacao

(RACEY; ENTWISTLE, 2000). Um fator interessante a ser observado em M. lavali é
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que os testiculos permaneceram com atividade espermatogénica, sem nenhum indicio de

regressao testicular, mesmo com baixos niveis de testosterona.

No epididimo, as maiores médias dos parametros para a cabeca e cauda, atreladas
ao aumento dos niveis plasmaticos de testosterona, indicam um maior investimento no
armazenamento de espermatozoide. Essa ampliacdo das areas tubular, luminal pode ser
justificada pela necessidade de comportar uma maior quantidade de espermatozoide
durante o armazenamento, e uma maior atividade epitelial na regido da cauda. O
epididimo é um orgao responsavel pela motilidade, maturacdo, capacidade de
fertilizacdo dos espermatozdides. Em morcegos, a capacidade de armazenar
espermatozoides na cauda do epididimo é reconhecida para algumas espécies
(BEGUELINI et al.,, 2013a; ARAUJO et al.,, 2013; FARIAS et al., 2014). Essas
estratégias reprodutivas permitem que os machos sincronizem a atividade espermatica
com o periodo de ovulacdo das fémeas para que a fertilizacdo e toda a gestacdo ocorram
em uma temporada com adequadas condi¢bes ambiental e de disponibilidade alimentar
(ZORTEA, 2003; BEGUELINI et al., 2013a), o que enfatiza um possivel
armazenamento de esperma na cauda do epididimo na reproducdo de M. lavali em areas

de Mata Atlantica do Nordeste do Brasil.
Concluséao

Embora M. lavali tenha apresentado ciclo espermatogénico continuo durante todo
ano, nossos achados indicam que hd um investimento reprodutivo maior na
espermatogénese, capacidade de suporte das células de Sertoli, niveis de testosterona e

armazenamento de espermatoizoides em meses chuvosos.
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Tabela 1. Médias mensais referentes a precipitacdo e temperatura no ano de 2015.

Secdo de Observacao e Meteorologia Aplicada, (SEOMA), Pernambuco, Mata Sul

Més
Janeiro
Fevereiro
Marco
Abril
Maio
Agosto
Setembro
Outubro
Novembro

Dezembro

Ano
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Precipitacdo (mm)

65,4
56,2

341,2
74,6
182,2
1154
351
16,6
30,6

91,8

Temperatura (°C)

26,9
27,4

26,8
21,2
26,4
24,6
25,7
26,4
27,0

27,2
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Figura 1: Fotomicrografia do testiculo de M. lavali: A) meses secos e B) meses chuvosos. Observar as células
de Sertoli (seta branca curta), espermatogdnias (seta branca longa), espermatécitos (seta amarela),
espermatides arredondadas (cabeca de seta), espermatides alongadas (setas de duas cabecas) e células de
Leydig (asteriscos). H.E. Barras de escala = 20 um.

Figura 2: Fotomicrografia das trés regides do epididimo de M. lavali: meses secos, A) Cabeca, B)
Corpo, C) Cauda. Meses chuvosos, D) Cabeca, E) Corpo, F) Cauda. Observar espermatozoides no
limen (setas). Células basais (setas vermelhas), células principais (setas azuis) e celulas apicais (setas
verdes). Coloragdo: H.E. Barras de escala = 20pm.
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Figura 3: Gréafico das medias mensais histomorfométricas do testiculo e niveis de testosterona de M.
lavali. A) area tubular. B) &rea intertubular. C) quantificacdo dos espermatécitos, D) quantificagdo das
espermatides arredondadas E) quantificacdo das espermatides alongadas, F) quantificacdo das células

de Sertoli, G) quantificagdo das células de Leydig e H) niveis de testosterona.




Tabela 2. Média e desvio padrdo da area tubular (AT), area intertubular (AIT),
espermatdcitos (Es), espermatides arredondadas (Ear), espermétides alongadas (Eal),
células de Sertoli (CS), células de Leydig (CL) dos testiculos e niveis plasmaticos de
testosterona de M. lavali coletados em meses secos e chuvosos em um fragmento de

Mata Atlantica de Pernambuco, no ano de 2015.

Parametros Meses secos Meses chuvosos P

AT 70,70 + 3,65b 79,47 £ 5,04a <0,001
AIT 13,97 + 2,61b 19,76 £ 3,10a <0,001
Es 30,51 +7,49a 27,22 + 6,56a 0,1158
Ear 38,68 + 7,56a 39,07 £ 8,71a 0,7670
Eal 37,44 £ 8,92b 54,11 + 7,41a <0,001
CS 9,67 +2,16b 1472 £ 2,78a <0,001
CL 33,28 £ 4,90b 48,17 £ 9,85a <0,001
Testosterona (pg/mL) 447,60 £ 191,60b 890,00 + 133,60a 0,0039

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Mann Whitney (p<0,05).
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Tabela 3. Correlacdo de Spearman entre a area tubular (AT), area intertubular (Al), nUmero de
espermatocitos (Es), nimero de espermatides arredondadas (Ear), nimero de espermatides
alongadas (Eal), nimero de células de Sertoli (CS), nimero de células de Leydig (CL) e os niveis
plasmaticos de testosterona de M. lavali em um fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco,
2015.

Parametros R Valores de p
AT e Testosterona 0,685 <0,001
Al e Testosterona 0,518 0,001
Es e Testosterona 0,428 0,011
Ear e Testosterona 0,751 <0,001
Eal e Testosterona 0,794 <0,001
CS e Testosterona 0,557 0,006
CL e Testosterona 0,714 <0,001

*Teste de correlacdo de Spearman, significativo a um nivel de 5%.
R = Coeficiente de correlacao.
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Tabela 4. Média e desvio padrdo area tubular (AT), area do limen (AL) e area do
epitélio (AE) em pum?, da cabeca, corpo e cauda do epididimo de Myotis lavali
coletados em meses secos e chuvosos em um fragmento de Mata Atlantica de

Pernambuco, no ano de 2015.

Parametros
AT CABECA
AL CABECA
AE CABECA
AT CORPO
AL CORPO
AE CORPO
AT CAUDA
AL CAUDA

AE CAUDA

Meses secos

5571 + 409.60b

3163 + 532,20b

2524 + 249,50b

5513 + 566,30a

3428 + 253,40a

2710 + 645,00a

4423 + 266,09b

3476 + 271,00b

1540 £ 37,79b

Meses chuvosos

6583 + 565,70a

4297 + 533,80a

2868 + 91,10a

6539 + 711,30a

3531 + 296,40a

3118 + 466,50a

6486 + 314,20a

4601 * 261,30a

2683 + 639,10a

<0,001

<0,001

<0,001

0,0654

0,0805

0,2104

<0,001

<0,001

<0,001

*Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Mann Whitney (p<0,05).
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RESUMO

Um dos critérios para a compreensao da biologia reprodutiva em morcegos € a
morfofisiologia testicular e epididimaria. A biologia reprodutiva de Molossus molossus,
tem sido estudada em diversas regies do Brasil, como per exemplo, Minas Gerais € Rio
Grande do Sul. Entretanto, no Nordeste as informacdes sdo escassas. Assim, analisou-se
a histomorfometria testicular e epididimaria, bem como niveis de testosterona de M.
molossus, coletado em fragmento de Mata Atlantica situado entre os Municipios de
Tamandaré e Rio Formoso-PE. Foram selecionados 23 machos adultos, 10 nos meses
secos e 13 nos meses chuvosos. Apds eutanasia, amostras de sangue foram coletadas
para dosagem de testosterona. Posteriormente, os testiculos e epididimos foram fixados
em formol 10% tamponado, e submetidos a técnica histélogica de rotina. No testiculo
foram avaliados as areas tubular e intertubular, quantificacdo dos espermatocitos,
espermatides (arredondadas e alongadas), células de Sertoli e células de Leydig, e no
epididimo, as areas tubular, luminal e epitelial da cabeca, corpo e cauda. Na estacdo
chuvosa os testiculos apresentaram aumento na area tubular e intertubular, espermatides
(arredondadas e alongadas), células de Leydig e nos niveis de testosterona. O mesmo
resultado foi observado apenas na cauda do epididimo para os parametros areas tubular,
luminal e epitelial. Assim, concluimos que machos de M. molossus ajustam a
reproducdo com a sazonalidade para os meses de alta precipitacao.
Palavras-chave: Condi¢bes ambientais, Epididimo, Espermatogénese, Morcego,

Precipitacéo.
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ABSTRACT

One of the criteria for the understanding about the reproductive biology in bats is
the testicular and epididymal morphophysiology. The reproductive biology of Molossus
molossus has been studied in several regions of Brazil, such as Minas Gerais and Rio
Grande do Sul. However, in the Northeast the data are scarce. Therefore, the testicular
and epididymal histomorphometry were analyzed as well as testosterone levels of M.
molossus from a fragment of Atlantic Forest located between the cities of Tamandaré
and Rio Formoso-PE. 23 adult males were selected, 10 for the dry months and 13 for
the rainy months. After euthanasia, blood samples were collected to testosterone
dosage. Subsequently, the testicles and epididymides were fixed in 10% buffered
formalin, and submitted to the routine histological techniques. In the testicles were
evaluated the tubular and intertubular areas, quantification of spermatocytes, rounded
and elongated spermatids, Sertoli cells and Leydig cells. On the other hand, in the
epididymides the tubular, luminal and epithelial areas of the head, body and tail were
verified. In the rainy season the testicles showed increase in tubular and intertubular
area, rounded and elongated spermatids, Leydig cells and testosterone levels. The same
result was observed only in the tail of the epididymis which exhibited increased tubular,
luminal and epithelial areas. In conclusion, males of M. molossus adjust the

reproduction according to the seasonality for the months of high precipitation.

Keywords: Bat, Environmental conditions, Epididymis, Precipitation, Spermatogenesis.
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1. Introducéo

Na regido tropical, os morcegos apresentam diversos padrbes reprodutivos, que
estdo sincronizadas a temperatura, fotoperiodo, precipitacdo e a disponibilidade de
recursos alimentares, de tal modo que determinados periodos do ano sdo mais
favoraveis, visto que a reproducéo é energeticamente dispendiosa (THOMPSON, 1992;
MELLO etal., 2004; LIMA-JUNIOR et al., 2014).

Em ambientes com mudancas sazonais, a disponibilidade alimentar varia
paralelamente, assim determinados periodos do ano sdo mais adequados para a
reproducdo (ZORTEA, 2003; BEGUELINI et al., 2013; LIMA JUNIOR et al., 2014).
Em resposta a todos esses fatores, os morcegos evoluiram estratégias reprodutivas
morfofisioldgicas para garantir o sucesso reprodutivo (BEGUELINI et al., 2012;
MORAIS et al., 2013a, MORAIS et al., 2013b). Assim, cada espécie apresenta
caracteristicas reprodutivas peculiares, que podem variar dependendo da regido de
ocorréncia (ZORTEA, 2003; BEGUELINI et al., 2013).

Molossus molossus pertence a familia Molossidae, morcegos de habito alimentar
insetivoro, desempenham um importante papel ecoldgico no controle populacional de
insetos, principalmente em ambientes antropomarficos, o que acarreta uma proximidade
com o0s seres humanos, e por consequéncia um potencial risco epidemioldgico
(ALMEIDA et al.1994; UIEDA et al., 1995; ALTRINGHAM, 1996). Relacionado a
biologia reprodutiva dessa espécie no Brasil, Fabian; Marques (1989) constataram no
Estado do Ceara, que os machos apresentaram testiculos ativos durante todo ano, ao
passo que as fémeas exibiram um padrdo reprodutivo poliéstrico com a presenca de
ovarios assimétricos. No Rio Grande do Sul, Pacheco (2001) verificou espermatozoides
no epididimo durante todas as estacfes do ano. Morais et al. (2013a) e Morais et al.

(2013b) evidenciaram caracteristicas peculiares para a espécie, visto que 0s machos
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apresentaram o ciclo espermatogénico anual continuo, com maior atividade durante o
outono e inverno, assim como um maior investimento esteroidogénico no verdo quando
comparado ao inverno. As andlises ultraestruturais da espermatogénese indicaram que
as divisdes meidticas sdo similares aos demais mamiferos, ao passo que a
espermiogénese € representada em 12 etapas, entretanto 0s espermatozoides apresentam
caracteristicas  peculiares, como diversas projecdes acrossomais onduladas
(BEGUELINI et al., 2012).

O conhecimento da morfofisiologia testicular e epididimaria sdo de suma
importancia para a compreensdo das estratégias envolvidas no processo da reproducao
de morcegos (BEGUELINI et al., 2010; MORAIS et al., 2012). Entretanto as
informacdes referentes aos processos reprodutivos durante o ciclo anual dos machos de
M. molossus permanecem escassas, principalmente no Nordeste do Brasil. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar os parametros histomorfométricos testiculares e
epididimarios, assim como as concentracdes de testosterona de M. molossus em um
fragmento de Mata Atlantica do Nordeste do Brasil.

2. Material e Métodos
2.1. Area de Estudo

As coletas foram realizadas em um fragmento de Mata Atlantica, localizado entre
0s Municipios de Tamandaré e Rio Formoso (08° 44°13" e 08°43°09" - Latitude Sul,
35°10°11" ¢ 35°11°02” - Longitude Oeste), no Estado de Pernambuco.

2.2. Coleta dos animais

Os machos adultos foram coletados por 10 redes de neblina (12m x 3m) entre os

meses de janeiro a dezembro de 2015 (com exce¢do do més de julho onde ndo houve

captura), durante dois dias consecutivos de cada més, das 17:00 h as 00:00 h. Para
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analise, foram selecionados aleatoriamente 23 espécimes, sendo 10 para meses secos e
13 para meses chuvosos.

Esse estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA da
UFPE, n° 23076.037360/2014-92 e as coletas dos animais foram autorizadas pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade — ICMBIo, n® 26531-3.

2.3. Dados meteoroldgicos e estacOes climaticas

As estacOes climaticas foram agrupadas de acordo com as informagdes
meteoroldgicas de precipitacdo pluviométricas fornecidas pela Secdo de Observacdo e
Meteorologia aplicada. De tal modo, organizaram-se dois agrupamentos, meses Secos
(janeiro, fevereiro, setembro, outubro, novembro e dezembro) e meses chuvosos
(marco, abril, maio junho e agosto) do ano de 2015 (Tabela 1).
2.4. Estagios reprodutivos

Os animais foram avaliados com base nas caracteristicas da morfologia externa
das gbnadas: 1) machos com testiculos descendentes (testiculos escrotais) e 2) machos
com testiculos ndo descendentes (testiculos abdominais) (GANNON; WILLIG, 1992).
2.5. Eutanasia dos animais

Os animais foram submetidos a eutanasia, sendo anestesiados na regido
intraperitoneal utilizando-se pentobarbital sédico em uma concentragio de 40 mg kg,
posteriormente realizada puncéo cardiaca (MORAIS et al., 2013).

2.6. Dosagem hormonal

As dosagens de testosterona foram realizadas mediante a coleta de sangue em
cada animal através de puncdo cardiaca via ventriculo esquerdo, e posteriormente, as
amostras foram enviadas para analises das concentracGes séricas de testosterona em
picograma por mililitro [pg/ml] pelo método de quimioluminescéncia em um

laborat6rio comercial de analises clinicas.
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2.7. Analises histoldgicas

Para a coleta dos testiculos e epidimimos, foi realizado o rebatimento das fascias
da regido abdominal, seguindo a regido inguinal. As amostras foram fixadas em
formalina a 10% neutra tamponada, desidratadas em sucessivas concentragdes
crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol, infiltradas e incluidas em parafina.
Porteriormente, os blocos submetidos a microtomia em 4 um de espessura, corados por
Hematoxilina e Eosina, e avaliadas em microscopia optica.

2.8. Andlises histomorfométricas

A histomorfometria dos testiculos e epididimos foi realizada a partir de
fotomicrografias obtidas no programa Motic Images Plus 2.0. Uma cdmera foi acoplada
ao microscopio Optico, assim projetou-se a lamina no aumento estabelecido, e foram
utilizadas 10 fotomicrografias por lamina/animal. Para histomorfometria, utilizou-se o
software ImageJ versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA).

No testiculo, foram mensuradas a area de ocupacdo do compartimento tubular
(AT) e a area de ocupacdo do compartimento intertubular (Al) expressos em
porcentagem em aumento total de 100x. Foram quantificados em 10 tdbulos seminiferos
de cada animal, os espermatdcitos (Es), espermatides arredondadas (Ear), espermatides
alongadas (Eal), células de Sertoli (CS) e de Leydig (CL) em aumento total de 400x.

No epididimo, foram mensuradas, a area tubular (AT), a area do limen (AL), e a
area do epitélio (AE) desse orgdo (cabeca, corpo e cauda) em micrémetros quadrado
(um?2), no aumento total de 100x.

2.9. Analises estatisticas
Os padrdes de normalidade e homogeneidade foram avaliados através do teste de

Kolmogorov-Smirnov. Assim, os parametros histomorfométricos foram submetidas aos
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testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann Whitney (p<0,05) no
programa computacional GraphPad Prsim®, sendo considerado significativo.
3. Resultados

Um total de 23 espécimes foi coletado, sendo (n=10) para meses secos, destes,
70% (n=7) apresentavam testiculos descendentes e 30% (n=3) testiculos néo
descendentes. Ao passo que (n=13) para meses chuvosos, 69,23% (n=9) com testiculos
descendentes e 30,77% (n=4) com testiculos ndo descendentes.

Histologicamente, os testiculos descendentes e ndo descendentes demonstraram
atividade espermatogénica tanto nos meses secos como chuvosos, sem nenhuma
evidéncia de regressdo testicular. No compartimento tubular foi possivel observar as
diferentes células espermatogénicas: espermatogdnias, espermatocitos, espermatides
arredondadas e espermatides alongadas, bem como as células de Sertoli, enquanto que
no compartimento intertubular, notou-se a presenca das células de Leydig, tecido
conjuntivo e vasos sanguineos (Fig. 1A-B).

O epididimo apresentou epitélio de revestimento € pseudo-estratificado colunar
com estereocilios, com a presenca de ceélulas principais, basais e apicais. Os
espermatozoides gradativamente apresentaram uma maior concentragcdo no corpo e na
cauda (Fig. 2A-F).

As analises histomorfométricas do testiculo indicaram um aumento significativo
dos parametros AT, Al, Ear, Eal e CL nos meses chuvosos quando comparados aos
meses secos (Fig. 3A-G e Tabela 2). Os niveis séricos de testosterona foram elevados
nos meses chuvosos com excecdo de abril, que mesmo sendo inferior aos demais, foi
significativamente elevado em relagéo aos meses secos (Fig. 3H).

Na histomoformetria do epididimo foi possivel constatar que a regido da cauda

apresentou maiores médias significativas para os parametros AT, AL e AE durante os
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meses chuvosos. Nos demais parametros ndo houve diferencas significativas (Fig. 4A-C
e Tabela 3).
4. Discussao

Os machos com testiculos descendentes e ndo descendentes do presente estudo
apresentaram diferentes células da linhagem espermatogénica, assim como a presenca
de espermatozoides no epididimo. Esses resultados enfatizam a importancia de estudos
morfologicos para avaliar com exatiddao a atividade sexual, sobretudo das gbnadas
(LIMA JUNIOR et al., 2014).

A presenca de maior concentracdo de espermatozoides no corpo e na cauda do
epididimo também foi verificado por Beguelini et al., (2010) para M. molossus. Tais
inferéncias indicam que os machos permanecem aptos sexualmente durante todo o ano
para ajustar ao periodo de receptividade das fémeas, e associado a estratégia de
armazenamento dos espermatozoides no epididimo fora do periodo de acasalamento
(FABIAN; MARQUES, 1989). Os morcegos apresentam diferentes estratégias
reprodutivas, que dependem de fatores ambientais e climaticos, por tal razdo que uma
mesma espécie pode desenvolver os mais variados padrdes reprodutivos (ZORTEA,
2003). Essas caracteristicas peculiares podem ser verificadas em estudos realizados com
M. molossus, visto que no Estado do Ceard, Fabian e Marques (1989) constataram que
0s machos de M. molossus apresentavam testiculos com atividade espermatogénica e
espermatozoides no epididimo durante todo o ano, entretanto alguns machos
apresentaram auséncia de espermatozoéides no epididimo.

Relacionado a histomorfometria testicular, apesar dos machos estarem aptos
sexualmente durante todo ano, nota-se um forte investimento na espermiogénese e nas
concentragOes de testosterona em meses chuvosos. Essas estratégias reprodutivas dos

machos em meses de alta precipitacdo estdo associadas a um periodo de grande
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disponibilidade de recursos alimentares, por tal razdo é imprescindivel a sincronia entre
0 pico de atividade espermatica e a receptividade das fémeas, e por conseqliéncia o
nascimento dos filhotes na estacdo seguinte (FLEMING et al.,1972). Em Minas Gerais,
Morais et al., (2013a) e Morais et al., (2013b) observaram que M. molossus apresenta
atividade espermatogénica durante todo o ano, com picos concentrados durante as
estacdes do outono e inverno, observando ainda uma maior demanda hormonal no
verdo. Essas caracteristicas tornam-se interessantes, visto que no presente estudo M.
molossus ndo apresenta nenhum investimento na reproducdo direcionada para meses
Secos.

Os parametros histomorfométricos epididimarios indicaram forte influéncia da
estacdo chuvosa na regido da cauda para todos os parametros avaliados. Os morcegos
apresentam a capacidade de armazenar espermatozoides durante meses, e para tal ha
necessidade de adaptacdes morfofisiologicas (CRICHTON et al.,, 1994), como ¢é
possivel observar através das maiores areas tubular, luminal e epitelial demonstram uma
necessidade dessa regido em armazenar espermatozoides, uma vez que também foi
observado um maior investimento na espermiogénese e esteroidogénese. Uma maior
atividade epitelial na cauda indica que € no periodo de altas precipitacdes que ocorrem
maiores condicdes fisioldgicas para os espermatozoides viaveis atraves da absorcéo,
secrecdo e metabolismo (AGUILERA-MERLO et al., 2005; BEGUELINI et al., 2010).
Concluséo

Os machos de M. molossus ajustam a reprodugdo com a sazonalidade para os
meses de alta precipitacdo, apresentando um maior investimento na espermatogénese,
niveis de testosterona e armazenamento de espermatozoides na cauda do epididimo.
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Tabela 1. Médias mensais referentes a precipitacdo total e temperatura.

Secéo de Observagdo e Meteorologia aplicada, (SEOMA), Pernambuco, Mata Sul.

Més
Janeiro
Fevereiro
Marco
Abril
Maio
Junho
Agosto
Setembro
Outubro
Novembro

Dezembro

Ano

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

Precipitagdo (mm)
65,4
56,2
341,2
74,6
182,2
451,4
1154
351
16,6
30,6

91,8

Temperatura (°C)

26,9
27,4
26,8
27,2
26,4
25,0
24,6
25,7
26,4
27,0

27,2
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Figura 1: Fotomicrografia do testiculo de M. molossus: meses secos (A) e meses
chuvosos (B) Ceélulas de Sertoli (seta vermelha), espermatogonias (seta azul),
espermatdcitos (seta amarela), espermétides arredondadas (cabeca de seta),
espermatides alongadas (setas de duas cabecas) e células de Leydig (asteriscos). H.E.

Barras de escala = 20pm.

Figura 2: Fotomicrografia das regides do epididimo de M. molossus: meses secos, A)
Cabeca, B) Corpo, C) Cauda. Meses chuvosos, D) Cabeca, E) Corpo, F) Cauda. Setas:

espermatozoides no lumen. H.E. Barras de escala = 20um.
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Figura 3: Grafico das médias mensais histomorfométricas do testiculo e niveis de
testosterona de M. molossus. A) &rea tubular. B) &rea intertubular. C) quantificagdo dos
espermatocitos, D) quantificacdo das espermatides arredondadas E) quantificacdo das
espermatides alongadas, F) quantificagdo das células de Sertoli, G) quantificagdo das células
de Leydig e H) niveis de testosterona.
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Tabela 2. Média e desvio padrdo da area tubular (AT), area intertubular (Al),

espermatocitos (Es), espermatides arredondadas (Ear), espermatides alongadas (Eal),

células de Sertoli (CS), células de Leydig (CL) dos testiculos e niveis plasmaticos de

testosterona de Molossus molossus coletados em meses secos e chuvosos em um

fragmento de Mata Atlantica de Pernambuco, no ano de 2015.

Parametros Estacdo seca
AT (mm?) 60,38 + 2,11b
Al (mm?) 15,30 + 1,09b
Es 24,34 + 3,09a
Ear 40,21 £ 2,76b
Eal 27,70 £ 3,12b
CS 7,81 + 3,50a
CL 39,22 £1,19b
Testosterona (pg/mL) 356,30 £ 80,11b

Estacdo chuvosa
76,88 + 3,65a
21,65+ 2,12a
22,67 + 2,54a
49,13+ 1,76a
44,45 + 4,02a
7,30 = 3,34a
45,93 + 2,44a

1026 * 202,50a

P
<0,001
<0,001
0,1008
0,0112
<0,001
0,3070
<0,001

0,0020

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente pelo teste

de Kruskal-Wallis com post-hoc de Mann Whitney (p<0,05).
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Figura 4: Grafico evidenciando as médias mensais da area tubular (A), area do lmen
(B) e area epitelial (C) da cabeca, corpo e cauda do epididimo de M. molossus em um

fragmento de Mata Atlantica, Pernambuco, 2015.
96



Tabela 3. Média e desvio padréo da area tubular (AT), area do limen (AL) e area do

epitélio (AE) em um?, da cabeca, corpo e cauda do epididimo de Molossus molossus

coletados em meses secos e chuvosos em um fragmento de Mata Atlantica de

Pernambuco, no ano de 2015.

Parametros
AT CABECA
AL CABECA
AE CABECA
AT CORPO
AL CORPO
AE CORPO
AT CAUDA
AL CAUDA

AE CAUDA

Meses secos
5435 + 186,90a
1784 + 197,54a
3920 £ 354,09a
8076 + 117,55a
3254 + 188,39
6587 + 324,87a
5639 £ 544,18b
3024 + 365,87b

6715 + 256,34b

Meses chuvosos
5512 + 280,87a
1976 + 175,40a
4087 = 126,70a
7998 + 209,32a
3184 + 145,66a
6298 + 276,54a
6659 + 401,03a
3943 + 236,60a

7876 + 156,08a

P
0,0564
0,1309
0,0630
0,1109
0,1012
0,0765
<0,001
<0,001

0,0103

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente pelo teste

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