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Resumo

MORAIS, Danielle Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2012.
Espermatogénese no morcego Sturnira lilium (Chiroptera: Phyllostomidae):
aspectos morfologicos, morfométricos e ultraestruturais. Orientador: Sérgio Luis
Pinto da Matta. Coorientadores: Tarcizio Anténio Régo de Paula e Mariana Machado
Neves.

O morcego Sturnira lilium possui habito alimentar predominantemente frugivoro, sendo
um importante polinizador, sobretudo para espécies de plantas que dependem dos
morcegos para a polinizagéo e dispersdo de suas sementes. Pela sua importancia, torna-
se fundamental que se conheca como esta espécie de morcego se reproduz, bem como
se ha influéncia de fatores ambientais sobre seu ciclo reprodutivo, uma vez que esta
influéncia tem sido reportada para diversas espécies de morcegos. Por existir pouca
informacdo disponivel sobre quantificacdo e caracterizacdo da espermatogénese de
morcegos objetivou-se, neste estudo, fornecer informagdes sobre a atividade testicular
de S. lilium ao longo das estacBes climaticas anuais. Assim, foi realizada a
caracterizacdo morfolégica e morfométrica, com calculo dos indices indicativos de
producdo espermatica, caracterizacdo dos estadios que compdem o ciclo do epitélio
seminifero e quantificagdo de sua capacidade androgénica, nos testiculos de individuos
adultos. Foram capturados 14 animais nas estacGes seca (n=7) e chuvosa (n=7), no
municipio de Vicosa, MG. Ap0s eutanasia, fragmentos testiculares foram processados
histologicamente para avaliacdo morfolégica, morfométrica e histoquimica, em
microscopio de luz e para andlise ultraestrutural, em microscopio eletrbnico de
transmissdo. Os animais apresentaram IGS médio de 0,27 % e seus testiculos seguiram
a organizacdo geral descrita para mamiferos. A andlise ultraestrutural permitiu o
acompanhamento da formacdo do capuz acrossémico nas espermatides arredondadas,
além da caracterizacdo de outras células que compdem os compartimentos tubular e
intertubular. Considerando-se individuos de ambas as estacfes, 0 parénquima testicular
foi composto por cerca de 85 % de tabulos seminiferos e 15 % de interttbulo, sendo o
comprimento tubular por grama de testiculo de aproximadamente 80 m. A contagem de
células em apoptose ndo revelou diferencas significativas entre as estagcbes. A maior
reserva espermatica testicular foi observada na estacdo chuvosa, com 43,47x10° células,
bem como a producdo espermética diaria, cuja média foi de 12,60x10° células na
mesma estacdo. A presenca de espermatocitos primarios em zigéteno no estadio 1 do
ciclo do epitélio seminifero, segundo o método da morfologia tubular, difere de muitos

mamiferos descritos até o momento. Os animais deste estudo apresentaram indice
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mitotico médio de 15,4 células, indice meiotico de 2,9 células, rendimento geral da
espermatogénese de 68,7 células e capacidade suporte das células de Sertoli de 7,0
células. Um ciclo do epitélio seminifero teve duracdo média estimada em 3,45 dias e
aproximadamente 15,52 dias foram requeridos para a formacdo dos espermatozdides, a
partir da espermatogonia. As células de Leydig foram o principal componente do
intertbulo, seguido pelos vasos sanguineos, tecido conjuntivo e espago linfatico. O
nimero de células de Leydig por grama de testiculo foi de 11x10" células, ndo variando
ao longo das estagdes climaticas, bem como o indice Leydigossomatico (média de 0,03
%) e a dosagem plasmatica de testosterona (média de 21 ng/mL). A analise
ultraestrutural mostrou goticulas lipidicas abundantes no citoplasma das células de
Leydig, além de fibras colagenas no tecido conjuntivo e espagos linfaticos de paredes
delgadas, circundando os tubulos seminiferos. S. lilium apresentou comprimento tubular
por grama de testiculo maior do que o ja observado nos demais mamiferos, contrastando
com a menor duracdo de ciclo espermatogénico j& registrada. Observou-se ainda
elevado rendimento da espermatogénese, baixa capacidade suporte pelas células de
Sertoli e grande investimento em células de Leydig. Conclui-se que morcegos S. lilium
machos apresentam padrdo reprodutivo anual continuo na referida area de estudo, uma
vez que a quantificacdo de grande parte dos componentes tubulares e intertubulares,
bem como os niveis de testosterona se mantiveram constantes ao longo das estacdes

clméticas anuais.



Abstract

MORAIS, Danielle Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Spermatogenesis in the bat Sturnira lilium (Chiroptera: Phyllostomidae):
morphological, morphometric and ultrastructural aspects. Adviser: Sérgio Luis
Pinto da Matta. Co-advisers: Tarcizio Antdnio Régo de Paula and Mariana Machado
Neves.

The bat Sturnira lilium has a dietary habit predominantly frugivorous, being an
important pollinator, especially for plant species that depend on bats for pollination and
dispersal of their seeds. Due to its importance, it becomes essential to know how this bat
species reproduces, as well as if there is influence of environmental factors on their
reproductive cycle, since this influence has been reported for several bat species. Once
little information is available about the quantification and characterization of
spermatogenesis in bats, this study aimed to provide information about testicular
activity of S. lilium throughout the annual climatic seasons. To this end, we performed a
morphological and morphometric characterization, with calculation of indices indicative
of sperm production, characterization of the stages that compose the seminiferous
epithelium cycle, and quantification of its androgenic capacity, in the testes of adult
individuals. Thus, 14 animals were captured in the dry (n = 7) and rainy seasons (n = 7),
in Vicosa city-MG. After euthanasia, testicular fragments were processed histologically
for morphological, morphometric and histochemical analysis by light microscopy and
ultrastructural analysis under transmission electron microscopy. The animals showed
GSI average of 0.27 %, and their testes followed the general organization described for
mammals. The ultrastructural analysis allowed observing the formation of the
acrosomal cap in round spermatids, besides the characterization of other cells that
compose the tubular compartment. Considering both seasons, the testicular parenchyma
was composed of about 85 % of seminiferous tubules and 15 % of intertubule, and the
tubular length per gram of testis had approximately 80 m. There was no difference in
the count of apoptotic cells between the seasons. The highest spermatic reserve of the
testes was observed during the rainy season, with 43.47x10° cells, as well as the daily
sperm production, whose average was 12.60x10° cells at the same season. The presence
of primary spermatocytes at zygotene in the stage 1 of the seminiferous epithelium
cycle, according to the tubular morphology method, differs from many mammalian
described so far. The animals of this study showed an average mitotic index of 15.4
cells, meiotic index of 2.9, general yield of spermatogenesis of 68.7 cells, and support
capacity of the Sertoli cells of 7.0 cells. The duration of one seminiferous epithelium
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cycle was 3.45 days, and approximately 15.52 days were required for development of
sperm from spermatogonia. Leydig cells were the main component of intertubule,
followed by blood vessels, connective tissue and lymphatic space. The number of
Leydig cells per gram of testis, whose average was 11x10’ cells, showed no significant
difference throughout the seasons, as well as the Leydigosomatic index (mean of 0.03
%) and the plasmatic levels of testosterone (mean of 21 ng/ml). The ultrastructural
analysis revealed abundant lipid droplets in the cytoplasm of Leydig cells, as well as
collagen fibers in connective tissue and lymph spaces with thin walls, surrounding the
seminiferous tubules. S. lilium showed tubular length per gram of testis above the
observed in other mammals, in contrast to the lowest ever recorded for the
spermatogenic process. It was also observed high efficiency of spermatogenesis, low
carrying capacity by Sertoli cells and a large investment in Leydig cells. It can be
concluded that bats S. lilium males have annual reproductive pattern continuous at the
area of study, once that the quantification of great part of the tubular and intertubular
components, as well as testosterone levels remained constant throughout the year.
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1. Introducéo geral

Os morcegos possuem importancia fundamental na regulacdo dos ecossistemas
tropicais, uma vez que atuam no ambiente de diversas maneiras, seja como dispersores
de sementes e polinizadores ou atuando no controle de populacGes de insetos. Algumas
espécies pertencentes a familia Phyllostomidae estdo ainda relacionadas a transmissao
do virus da raiva (Reis et al., 2007). Adicionalmente, este grupo de mamiferos possui
caracteristicas unicas que o tornam alvo de grande interesse cientifico.

Apesar do grande nimero de estudos ecoldgicos envolvendo estes animais, Sao
escassas as pesquisas que avaliam a dindmica de suas gonadas. Estes conhecimentos séo
fundamentais, pois possibilitam conhecer a fundo o ciclo reprodutivo dos morcegos.
Sabe-se que sua reproducdo pode ser diretamente influenciada por fatores ambientais,
sobretudo no caso de morcegos que habitam regiGes temperadas (Gustafson, 1987).
Morcegos de regides tropicais, por sua vez, podem manter sua atividade reprodutiva
durante todo o ano, embora algumas espécies possam diminuir a atividade reprodutiva
em determinada estacdo (Orténcio-Filho et al., 2007; Morais, 2008).

A avaliacdo de parametros testiculares podem fornecer informacgdes seguras sobre
a atividade reprodutiva de uma espécie (Kenagy e Trombulak, 1986; Azevedo et al.,
2010). Deste modo, o conhecimento da atividade reprodutiva de uma espécie pode ser
obtido a partir da quantificacdo histologica das gonadas, sendo este um requisito basico
para estudos que envolvam parametros reprodutivos (Paula et al., 2002). Ademais,
andlises ultraestruturais e imunohistoquimicas podem trazer importantes informacdes
adicionais sobre a atividade das células que comp&em o parénquima testicular.

Para este trabalho foi escolhido como objeto de estudo o morcego Sturnira lilium,
uma espécie frugivora amplamente distribuida pelo territério brasileiro e que apresenta
fundamental importancia para a regeneracdo florestal, havendo espécies de plantas que
dependem exclusivamente deste morcego para a dispersdo de suas sementes (Marinho-
Filho e Vasconcellos-Neto, 1994; Sazima et al., 2003). Apesar do grande nimero de
estudos relacionados a ecologia destes animais, bem como sobre caracteristicas de seu
ciclo reprodutivo, trabalhos sobre a atividade reprodutiva dos machos sdo raros,

especialmente utilizando-se métodos morfomeétricos.



2. Justificativa

Apesar de estarem usualmente associados a transmissdo do virus rabico, 0s
morcegos possuem importantes papéis ecologicos, envolvendo desde o controle de
insetos até a recuperacao de areas florestais degradadas.

Existem inimeros trabalhos abordando a ecologia destes animais, bem como suas
caracteristicas fisioldégicas e comportamentais (Marinho Filho e Sazima, 1998;
Simmons, 2005; Reis et al., 2007; Mello et al, 2008; Freitas et al., 2010; Carvalho-Costa
et al., 2012; Genoud e Christe, 2011; Jonasson e Willis, 2011). Porém, com relacdo ao
seu ciclo reprodutivo, a maioria dos estudos em morcegos avalia as variagdes de peso
nas gonadas masculinas e femininas, presenca de fémeas gestantes e/ou lactantes, bem
como de filhotes e individuos jovens, presenca de testiculos em posicdo abdominal ou
escrotados, presenca ou auséncia de espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos e
epididimo e presenga ou auséncia de foliculos ovarianos pré-ovulatorios. Poucos
trabalhos abordam com maior detalhe a histologia das gbnadas, sendo que até o
momento ndo foram encontrados trabalhos descrevendo em nivel histomorfométrico o
processo espermatogénico do morcego neotropical S. lilium. Neste sentido, o
conhecimento de sua atividade espermatogénica torna-se de fundamental importancia
por permitir a caracterizacdo reprodutiva de uma espécie de tamanha importancia
ecologica.

O entendimento do ciclo reprodutivo e dos fatores que interferem na atividade
reprodutiva dos morcegos é complexo, diante do variado conjunto de estratégias
reprodutivas e de sistemas de acasalamento encontrados entre os quiropteros (Fleming
et al., 1972; Myers, 1977; Bradbury e Vehrencamp, 1977; Wilson, 1979; Altringham,
1998; Pulchério-Leite, 2008; Bernardi, 2011). Assim, a aplicacdo de analises
morfométricas testiculares, aliadas a morfologia das gbnadas, permitem inferir sobre a
dindmica gonadal e consequentemente sobre a capacidade reprodutiva do animal,
podendo-se desvendar os padrbes de espermatogénese, avaliando inclusive sua variacao
reprodutiva sazonal. Para tal podem ser utilizados calculos que permitem quantificar a
producdo espermatica a partir da compartimentalizacdo do testiculo em seus diferentes
componentes funcionais e estruturais. Além disso, demais analises morfométricas
podem fornecer dados relevantes para a avaliagdo da eficiéncia espermatogénica,

podendo-se estimar até mesmo o nimero de espermatozoides produzidos por testiculo.



3. Objetivos

Neste estudo objetivou-se avaliar a atividade espermatogénica do morcego
frugivoro Sturnira lilium através da caracterizacdo das células que compdem o epitélio
seminifero e dos componentes do compartimento intertubular. Para tal, foram feitas as

seguintes analises morfométricas:

« Indice Gonadossomatico (IGS);
» Proporc¢éo volumétrica e volume dos componentes do parénquima testicular;
 Diametro dos tbulos seminiferos e altura do epitélio seminifero;
« Comprimento dos tabulos seminiferos;
« Indice Tubulossomatico (ITS);
 Caracterizacdo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero e suas frequéncias;
« Estimativa da populacéo celular do epitélio seminifero:
= Contagem de células do epitélio seminifero no estadio 1;
» Mensuragdo dos diametros nucleares de células espermatogénicas e nucleolares
de células de Sertoli no estadio 1;
» Rendimento intrinseco da espermatogénese:
= Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais;
» Rendimento meidtico;
= Rendimento geral da espermatogénese;
« Indice de células de Sertoli;
» Numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo;
« Indice apoptotico;
» Reserva espermatica testicular;
 Duracdo do ciclo do epitélio seminifero;
 Producdo espermatica diaria;
» Proporc¢do volumétrica e volume dos componentes intertubulares;
» Proporc¢do nucleoplasmatica de células de Leydig;
» Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;
» Volume total de células de Leydig por testiculo;
« Indice Leydigossomético (ILS);
* Numero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo;
» Dosagem de testosterona;

 Caracterizagdo da ultraestrutura testicular.



4. Revisao de literatura

4.1. Ordem Chiroptera

A Ordem Chiroptera representa a segunda maior ordem de mamiferos do mundo,
sendo reconhecidas aproximadamente 1.100 espécies (Simmons, 2005). No Brasil
constituem um terco da fauna de mamiferos (Marinho Filho e Sazima, 1998),
apresentando grande importancia ecologica por sua alta diversidade e abundancia em
regides tropicais, 0 que torna este grupo um interessante objeto de estudos (Nowak,
1991; Cole e Wilson, 1996). Os morcegos possuem caracteristicas Unicas que 0s tornam
alvo de grande interesse cientifico, por serem os Unicos mamiferos voadores e, portanto,
possuirem grande facilidade de dispersdo e uma fisiologia Unica adaptada ao véo.

Duas subordens sdo registradas dentro da ordem Chiroptera: Megachiroptera e
Microchiroptera. Os megaquirdpteros ocorrem no Velho Mundo e Oceania, e seu peso
corporal pode ultrapassar 1,5 Kg, com envergadura de até 2 m. Esta subordem
compreende apenas uma familia, com 42 géneros e 185 espécies. Os microquiropteros
encontram-se amplamente distribuidos por todo o globo, envolvendo 17 familias, 157
géneros e mais de 900 espécies, com variacdes de peso entre 2 a 200 g (Simmons,
2005).

Os morcegos sdo animais noturnos e constituem um dos grupos de mamiferos
mais diversificados quanto aos habitos alimentares, onde praticamente todos 0s grupos
tréficos podem ser encontrados, excetuando-se sapréfagos. Deste modo, podem ser
encontrados morcegos frugivoros, insetivoros, nectarivoros, polinivoros, hemat6fagos,
piscivoros, carnivoros e onivoros, sendo que algumas espécies podem se alimentar
também de outros morcegos (Fenton, 1992; Reis et al., 2007). Assim, merecem especial
atencdo por atuarem no ambiente de diversas maneiras, como na dispersdo de sementes,
polinizacéo, controle de insetos e também como vetores de zoonoses (Reis et al., 2007,
Mello et al, 2008, Carvalho-Costa et al., 2012).

Morcegos frugivoros desempenham papel de extrema importancia na regulacao
dos ecossistemas tropicais, como a Mata Atlantica, onde atuam na manutencdo e
recuperacdo florestal, incluindo o estabelecimento de espécies pioneiras (Cole e Wilson,
1996; Mikich e Bianconi, 2005; Mello et al., 2008). A importancia dos morcegos na
dispersdo de sementes é tdo grande que eles podem até mesmo influenciar a estrutura da
vegetacdo através das espécies de frutos que consomem (Fleming e Heithaus, 1981).

Tais frutos, chamados quiropterocoricos, possuem uma série de caracteristicas que 0s
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diferenciam dos frutos geralmente consumidos por aves e mamiferos nao voadores, tais
como coloracdo discreta, geralmente verde, amarelada, esbranquicada ou marrom; odor
de fermentacdo ou almiscar; ligacdo permanente a planta mae, mesmo apds a maturacdo
e exposicao na parte externa da planta, o que facilita a apreensdo em v6o (van der Pijl,
1957; Howe, 1986; Mikich, 2002).

4.2. Sturnira lilium

O morcego Sturnira lilium (Fig. 1), espécie escolhida para este estudo, pertence a
familia Phyllostomidae, subfamilia Sternodermatinae, tribo Sturnirini. Os filostomideos
constituem a maior familia de morcegos americanos, com cerca de 160 espécies. Os
membros desta familia apresentam como caracteristica marcante a presenca de uma
folha nasal membranosa, em forma de lanca ou folha, na extremidade do focinho
(Simmons, 2005; Reis et al., 2007).

Figura 1. Exemplar macho de Sturnira lilium.

S. lilium ocorre desde as pequenas Antilhas e do México até o nordeste da
Argentina, Uruguai e Paraguai, e por todo o Brasil (Simmons, 2005; Reis et al., 2007).
E uma espécie de pequeno a médio porte, com peso corporal de cerca de 20 g. Sua
coloracdo varia do cinza ao alaranjado, podendo mostrar diferencas entre sexos, idade e
distribuicdo geografica (Husson, 1962; Reis et al., 2007). Os machos podem apresentar
pelos laranja-vivo evidentes na altura dos ombros e glandulas que liberam odor em
animais ativos reprodutivamente (Gannon et al., 1989). Tais caracteristicas estdo,
portanto, relacionadas a maturidade sexual, sendo normalmente ausentes em individuos

mais jovens (Goodwin e Greenhall, 1961).



Sdo0 morcegos de olhos grandes, verrugas organizadas em meia-lua no labio
inferior, membrana interfemural reduzida e muitos pélos entre 0s membros posteriores.
Seu habito alimentar é predominantemente frugivoro, podendo ainda atuar como
polinizadores de algumas espécies de plantas (Vieira e Carvalho-Okano, 1996; Reis et
al., 2007; Mello et al., 2008).

Os individuos desta espécie apresentam forte preferéncia alimentar pelos frutos da
familia Solanaceae, a qual representa aproximadamente 80 % de sua dieta (Mello et al.,
2008). No entanto consome também outros frutos, como representantes das familias
Piperaceae, Cecropiaceae e Moraceae (Passos et al., 2003; Mello et al., 2008). Esta
preferéncia varia provavelmente em fungdo do periodo de maturacdo dos frutos, sendo
que a grande preferéncia da espécie por frutos solandceos pode estar ligada ao fato de
que este género apresenta maior tempo de frutificacdo, sendo de 8 a 10 meses (Marinho-
Filho, 1991).

Para as plantas € interessante que suas sementes sejam dispersas sobre grandes
areas, e 0s morcegos sao habeis neste servico (Giannini, 1999). A preferéncia de S.
lilium pelas solanaceas representa uma particular importancia para a reproducdo da
espécie Dyssochroma viridiflorum, que depende dos morcegos para a polinizacdo e
dispersdo de suas sementes (Sazima et al., 2003). A frugivoria é importante ainda para a
regeneracdo de plantas pioneiras, como Vismia cayennensis (Marinho-Filho e
Vasconcellos-Neto, 1994).

4.3. A reproducédo em morcegos

O periodo reprodutivo ¢ uma fase critica para a maioria dos organismos, e
condicdes ambientais e fatores enddgenos estdo fortemente associados com a
reproducdo em morcegos (Neuweiler, 2000). Em regides tropicais, o ciclo reprodutivo
esta fortemente associado a estacdo chuvosa e a fatores climaticos combinados, como
temperatura e precipitacdo pluviométrica, os quais influenciam a disponibilidade de
alimento, interferindo diretamente no ciclo reprodutivo de morcegos (Fleming et al.,
1972; Racey, 1982; Morais, 2008).

Morcegos podem apresentam reproducdo sazonal ou assazonal e, de modo geral,
possuem quatro padrfes reprodutivos baseando-se na atividade reprodutiva das fémeas:
(1) monoestria sazonal, com um Unico periodo reprodutivo anual; (2) poliestria sazonal
bimodal, com dois periodos proximos de nascimentos durante o ano; (3) poliestria

continua, com atividade reprodutiva durante a maior parte do ano seguida de um curto
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periodo de inatividade (podendo-se incluir uma poliestria sazonal trimodal); (4)
poliestria assazonal, com atividade reprodutiva durante todo o ano (Fleming et al., 1972;
Myers, 1977; Wilson, 1979; Willig, 1985; Pulchério-Leite, 2008; Bernardi, 2011).

Os termos monoestria e poliestria foram aplicados inicialmente por Carter (1970),
a morcegos com um ou mais estros por ano, respectivamente. O mesmo autor também
descreveu o termo estro pds-parto como o0 estro que sucede o parto, sem um periodo
intermediério de anestro. Se este estro recorrente ocorrer apenas durante um periodo
especifico do ano, ele sera um dos fendmenos que constituem a poliestria sazonal
(Carter, 1970). O registro de fémeas simultaneamente gravidas e lactantes indica a
ocorréncia de estro pos-parto (Wilson, 1979; Trajano 1984).

Quase todas as espécies de filostomideos sdo poliestras e mondtocas, ou seja,
produzem apenas um filhote por gestacdo (Carter, 1970; Reis et al., 2007). Diversos
filostomideos estudados por Fleming e colaboradores (1972) na Costa Rica e no
Panam4, incluindo Sturnira lilium e Artibeus lituratus, se mostraram sazonalmente
poliestros, com fémeas produzindo dois filhotes por ano (poliestria sazonal bimodal),
monotocas e com estro pés-parto. Embora os padrbes reprodutivos possam variar
intraespecificamente em espécies de ampla distribuicdo geografica (Reis et al., 2007), a
poliestria sazonal tem sido o padrdo mais encontrado para A. lituratus (Willig, 1985;
Ramirez-Pulido et al., 1993; Sosa e Ramoni-Perazzi, 1995), enquanto para S. lilium, tem
sido freqlente a poliestria continua (Sanchez-Hernandez et al., 1986; Estrada e Coates-
Estrada, 2001; Pulchério-Leite, 2008; Kaku-Oliveira et al., 2010), apesar de Bernardi
(2011) ter observado nessa espécie um padrdo reprodutivo poliéstrico sazonal. Em
machos de S. lilium foi observada producdo continua de espermatozoides ao longo do
ano, o que parece ser comum em filostomideos (Tamsitt e Valdivieso, 1965; Taddei,
1976; Pulchério-Leite, 2008).

O sistema de acasalamento predominante em S. lilium é discutivel. Embora os
morcegos em geral apresentem comportamento reprodutivo poliginico, com defesa de
um harém por um macho dominante (Bradbury e Vehrencamp, 1977; Altringham,
1998), alguns autores sugerem para essa espécie comportamento monogamico, diante da
razdo sexual de 1:1 encontrada em suas capturas (Sanchez-Hernandez et al., 1986;
Pulchério-Leite, 2008). No entanto, ha caréncia de conhecimentos relativos ao
comportamento de utilizagéo de abrigos por S. lilium e, na maioria dos casos, faltam
informagdes sobre as caracteristicas internas desses abrigos. Além disso, de acordo com
Fenton e colaboradores (2000), ainda ndo estd claro se os individuos de S. lilium

tipicamente se abrigam em grupos, solitariamente ou se ocorre uma combinacdo das
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duas situacdes, o que dificulta uma inferéncia mais segura sobre o tamanho dos grupos

desta espécie (Pulchério-Leite, 2008).

4.4. O testiculo

A habilidade reprodutiva dos machos sexualmente maduros depende da
capacidade dos testiculos em produzir grande nimero de espermatozoides viaveis e de
concentracdes adequadas de andrégenos para promover a libido e maturacdo dos 6rgaos
reprodutivos (Gier e Marion, 1970). O testiculo é um 6rgéo par, com fungdes exocrina e
enddcrina, localizado no escroto e envolvido por uma cépsula de tecido conjuntivo, a
albuginea testicular. Esta tdnica emite septos para o interior do 6rgao até a regido do
mediastino testicular, dividindo o testiculo em Iobulos. Funcionalmente o testiculo dos
mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos: o tubular e o intertubular
(Russell et al., 1990).

O compartimento tubular é constituido pelos tdbulos seminiferos e constitui a
maior parte do testiculo ocupando, na maioria dos mamiferos, de 70 % a 90 % do
parénquima testicular (Franca e Russell, 1998; Morais, 2008). Estes tubulos formam
alcas bastante contorcidas, as quais possuem suas duas extremidades conectadas a rede
testicular, localizada numa regido rica em vasos e tecido conjuntivo, denominada
mediastino testicular. A rede testicular encontra-se conectada ao epididimo através dos
ductulos eferentes (Russell et al., 1990). Os tubulos seminiferos sdo constituidos por
tlnica propria, epitélio seminifero e limen tubular. A tdnica propria reveste o tabulo
externamente, sendo composta de células mioides, ou peritubulares, e membrana basal.
No epitélio seminifero sdo encontrados dois tipos celulares de origens embriol6gicas
distintas: as células germinativas, originarias do epiblasto, e as células de Sertoli,
provenientes do epitélio celomatico (Karl e Capel, 1998).

Juntamente com as células mioides, as células de Sertoli elaboram a membrana
basal que serve de suporte estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células
germinativas, que se encontram na porcao basal do epitélio seminifero. As células de
Sertoli, através de juncdes de oclusdo que estabelecem entre si, dividem o epitélio
seminifero em dois ambientes: o basal, onde se localizam as espermatogdnias e 0s
espermatocitos primarios na fase inicial da préfase meiotica (pré-leptotenos), e o
adluminal, no qual se encontram o0s espermatocitos primarios a partir da fase de
leptdteno, espermatdcitos secundarios e espermatides. Desta forma, o ambiente

adluminal esté totalmente sob o controle das células de Sertoli, as quais propiciam um
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microambiente isolado do sistema imune, essencial para o desenvolvimento do processo
espermatogénico (Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Poccia, 1994; Sharpe, 1994). No
[imen tubular se encontram o fluido secretado pelas células de Sertoli e 0s
espermatozoides recém espermiados.

Os elementos componentes do compartimento intertubular sdo as células de
Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populagdo celular variavel no
tecido conjuntivo, constituida principalmente de fibroblastos e macréfagos (Russell et
al., 1990; Setchell, 1991). A célula de Leydig € usualmente o tipo celular mais frequente
do intertibulo. Esta célula apresenta marcante producdo de andrégenos, 0s quais sdo
sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol (Bardin, 1996; Ye et al., 2011).
Dentre os andrégenos incluem-se a di-hidrotestosterona, que € responsavel pela
diferenciacdo do trato genital masculino e da genitalia externa (uretra, prostata, pénis e
escroto) (Gilbert, 2006; Ye et al, 2011) e a testosterona, responsavel pela
masculinizacdo do feto, com o desenvolvimento da genitalia interna (vesicula seminal,
ducto deferente e epididimo), pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e
manutencdo da espermatogénese a partir da puberdade. A populacdo de células de
Leydig varia de acordo com a espécie e idade, podendo ainda passar por alteracbes
quantitativas consideraveis em espécies cujo ciclo reprodutivo é sazonal, visto que fora
do periodo reprodutivo os niveis de andrégenos encontram-se reduzidos a valores
basais, aumentando gradativamente no periodo de recrudescéncia testicular, até entrar
novamente no periodo reprodutivo (Gustafson, 1987; Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994;
Gilbert, 2006).

4.5. O processo espermatogénico

A espermatogénese € um processo complexo e bem organizado que ocorre no
interior dos tdbulos seminiferos e dura de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos
investigados. Este processo pode ser dividido em trés fases, baseando-se em
consideracGes morfoldgicas e funcionais: (1) fase proliferativa ou espermatogonial, na
qual as células sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitdticas; (2) fase meiotica ou
espermatocitogénica, na qual o material genético € duplicado e passa por recombinagéo
genética durante a meiose; e (3) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, na qual as
espermatides sofrem enormes modificacGes, transformando-se em espermatozoides,

células especializadas e estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os ovocitos.



Cada uma destas fases dura aproximadamente 1/3 do processo espermatogénico
(Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998).

De maneira geral, nos animais sexualmente maduros, as espermatogonias podem
ser classificadas em duas categorias basicas: espermatogobnias indiferenciadas e
diferenciadas (de Rooij, 1998). As espermatogbnias do tipo A isoladas (Ai), pareadas
(Apr) e alinhadas (Aal) pertencem a primeira categoria, enquanto as espermatogonias do
tipo A;-Ay, intermedidrias (In) e espermatogdnias do tipo B pertencem a categoria das
diferenciadas, estando comprometidas de forma irreversivel com a formacdo de
espermatozoides. Vale ressaltar que existem consideraveis diferencas em relacdo ao
nimero de geracBes de espermatogdnias diferenciadas nas diversas espécies de
mamiferos. No entanto, este nimero ndo ultrapassa seis geracGes (Russell et al., 1990;
Franca e Russell, 1998; de Rooij e Grooteoed, 1998).

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as celulas
espermatogénicas ndo estdo arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa série bem
definida de associacBes celulares ou estadios. Dentre os sistemas utilizados para se
estudar os estadios do ciclo do epitélio seminifero, 0 mais empregado € aquele baseado
na forma e na localizacdo dos nucleos das espermatides e espermatdcitos, e na presenca
de figuras de divisGes meidticas. Este sistema, designado como método da morfologia
tubular por Berndtson (1977), permite a divisdo de 8 estadios por ciclo em mamiferos.
Outro método de identificacdo se baseia nas caracteristicas morfoldgicas das
espermatides, em particular a formacdo do sistema acrossémico, sendo o numero de
estadios variavel para cada espécie (Berndtson, 1977; Russell et al., 1990).

Com excec¢do de algumas espécies de primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do
epitélio seminifero é segmentar em todos os mamiferos ja investigados e usualmente
existe apenas um estadio por seccdo transversal de tObulo seminifero (Leblond e
Clermont, 1952; Russell et al., 1990). Os estadios se sucedem numa determinada area
do epitélio seminifero, com o decorrer do tempo, e esta sequéncia constitui 0 processo
denominado ciclo do epitélio seminifero (Leblond e Clermont, 1952; Ortavant et al.,
1977; Russell et al., 1990).
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Artigo 1

Estadios e duracgéo do ciclo do epitélio seminifero no morcego frugivoro Sturnira
lilium (E. Geoffroy, 1810, Chiroptera: Phyllostomidae)

Resumo

O conhecimento dos estadios que compdem o ciclo do epitélio seminifero (CES) e a
determinacdo da duracdo do processo espermatogénico € fundamental para a
quantificacdo e o entendimento da dinamica da espermatogénese. Neste sentido,
objetivou-se a caracterizacdo dos estadios que compdem o CES do morcego Sturnira
lilium, com a avaliacdo da frequéncia média de cada um destes estadios ao longo do
ano, acompanhado do calculo da duracdo do processo espermatogénico e caracterizagdo
da ultraestrutura das células que compdem o epitélio seminifero. Apds eutanésia,
fragmentos testiculares foram processados para analises morfolégicas e imuno-
histoquimicas em microscépio de luz, e para analise ultraestrutural sob microscopia
eletronica de transmissdo. De acordo com o método da morfologia tubular, o CES em
S. lilium foi dividido em 8 estadios, seguindo o padrdo encontrado nos demais
mamiferos. Foram encontrados espermatocitos primarios em zigdteno no estadio 1 do
ciclo. Nado houve variacdo na frequéncia de cada um dos estadios ao longo do ano,
sendo que o estadio 1 foi o mais frequente e o estadio 7 o menos frequente. Um ciclo
espermatogénico teve duracdo estimada em 3,45 dias, e a duracdo total da
espermatogénese foi calculada em 15,52 dias. A caracterizacdo ultraestrutural permitiu
0 acompanhamento da formacdo do capuz acrossdémico nas espermatides arredondadas.
Tais achados permitem concluir que os estadios que compdem o CES em S. lilium
apresentaram-se, de um modo geral, semelhantes ao descrito para outros mamiferos e o
processo espermatogénico apresentou a menor duragdo ja registrada para mamiferos. A
presenca de espermatocitos primarios em zigéteno no estadio 1 do ciclo se deve

possivelmente a maior duracdo deste estadio.

Palavras-chave: Reproducdo em morcegos, Bromodeoxiuridina, Espermatogénia,

Espermatdcito, Espermatide.
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1. Introducéo

As celulas que compdem o epitélio germinativo estdo rigorosamente organizadas,
e a medida que se dividem, progridem das camadas mais basais do epitélio seminifero
em direcdo ao lumen tubular, onde o espermatozoide sera liberado. As diferentes fases
pelas quais passam uma célula germinativa levam ao aparecimento de uma série de
associacOes celulares, ou estadios, os quais podem ser observados ao longo do tabulo
seminifero. Estes estadios se sucedem numa determinada area do epitélio seminifero
com o decorrer do tempo e 0 seu aparecimento ciclico constitui o processo denominado
ciclo do epitélio seminifero - CES (Leblond e Clermont, 1952; Ortavant et al., 1977;
Russell et al., 1990).

O conhecimento dos estadios que compdem o CES e a determinacdo da sua
frequéncia, associada a morfometria testicular, € fundamental para a quantificacdo e o
entendimento da dindmica da espermatogénese (Roosen-Runge e Giesel Jr., 1950;
Courot et al., 1970; Ortavant et al., 1977). Sabe-se que a frequéncia média de cada um
dos estadios do CES apresenta diferencas entre espécies, sendo um parametro
relativamente constante entre individuos de uma mesma espécie (Amann, 1962; Courot
et al.,, 1970; Clermont, 1972; Ortavant, 1977). Sua duracdo, no entanto, apresenta
grandes diferencas interespecificas. Uma vez que em torno de 4,5 ciclos sdo necessarios
para se completar o processo espermatogénico em mamiferos, a duracdo média da
espermatogénese varia de 30 a 75 dias, sendo considerada uma constante espécie-
especifica (Clermont, 1972; Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998; Hess e Franca,
2007; Balarini et al., 2011).

Atualmente sdo conhecidas mais de 1.100 espécies de morcegos (Reis et al.,
2007) e ndo se sabe até o momento quantos dias dura o CES em qualquer uma delas.
Dentre as poucas informacGes existentes sobre a organizacdo do epitélio seminifero e
frequéncia dos estadios que compdem o CES em morcegos, Beguelini e colaboradores
(2009) mostraram que a organizacdo dos estadios nestes animais parece seguir o padrdo
observado em outros mamiferos.

Morcegos frugivoros desempenham papel de extrema importancia na regulacao
dos ecossistemas tropicais, como a Mata Atlantica, onde atuam na manutencdo e
recuperacdo florestal, incluindo o estabelecimento de espécies pioneiras (Marinho-Filho
e Vasconcellos-Neto, 1994; Cole e Wilson, 1996; Mikich e Bianconi, 2005; Mello et al.,
2008). Sabe-se que fatores abioticos como temperatura e fotoperiodo possuem grande

influéncia sobre o ciclo reprodutivo de morcegos (Heideman et al., 1992; Mello et al.,
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2009). Deste modo, uma mesma espécie pode comportar-se de diferentes maneiras
dependendo de sua area de ocorréncia e das condic¢Ges climaticas que 1& predominam
(Altringham, 1998; Neuweiler, 2000). Foi demonstrado que o ciclo reprodutivo do
morcego frugivoro Sturnira lilium pode ser diretamente influenciado por fatores como a
temperatura e a disponibilidade alimentar (Bronson, 1985; Mello et al., 2009). Esta
espécie representa grande importancia ecoldgica por sua atuagdo na polinizagdo e
dispersdo de sementes de diversas plantas, sobretudo aquelas pertencentes a familia
Solanaceae (Marinho-Filho e Vasconcellos-Neto, 1994; Vieira e Carvalho-Okano,
1996; Sazima et al., 2003).

Diante da grande importancia que o morcego S. lilium representa para a
manutencgéo e recuperacgdo florestal (Mikich, 2002; Mikich, et al., 2005) e da escassez
de informacdes acerca de seu ciclo reprodutivo, foram feitas coletas ao longo das
diferentes estacbes climaticas anuais objetivando a caracterizacdo dos estadios que
compdem o CES de S. lilium, com avaliacdo da frequéncia média de cada um destes
estadios ao longo das estacBes, acompanhado da determinacdo da duracdo do CES e
caracterizacdo da ultraestrutura de células que compdem o epitélio seminifero. Tais
informacdes sdo fundamentais, porque permitem um melhor entendimento da dindmica
e caracterizacdo do processo espermatogénico nesta espécie, sendo basica para futuras
publicacdes que avaliem a duracdo do CES em morcegos.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

As capturas foram realizadas no municipio de Vicosa, regido da Zona da Mata
do estado de Minas Gerais, Brasil, nos anos de 2009 e 2010 (autorizagdo n°® 214887-
1/SISBIO/IBAMA). Vicosa esta localizada a 20°45'S e 42°07'W, a uma altitude média
de 650 m, no sudeste do estado de Minas Gerais. Esta regido € caracteristicamente
montanhosa, inserida no bioma da Mata Atlantica cujo clima é do tipo Cwa
(mesotérmico, umido com verBes chuvosos e invernos secos), segundo a classificacao
de Koppen. Apresenta déficit hidrico no periodo de maio a setembro e excedente de
precipitacdo entre dezembro e marco (Golfari, 1975). As medias anuais registradas no
periodo de coletas para precipitacdo pluviométrica, temperatura e umidade relativa do ar
foram, respectivamente, 0,91 mm, 18 °C e 78 % na estacdo seca (abril a setembro) e

7,20 mm, 23 °C e 79 % na estacdo chuvosa (outubro a marco) (Fonte: Estagédo
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Meteorologica do Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de

Vigosa).

2.2. Coleta dos animais e processamento histoldgico

Foram capturados 14 espécimes de Sturnira lilium, machos e adultos, ao longo
das diferentes esta¢Ges climaticas dos anos de 2009 e 2010, sendo os animais agrupados
nas estacOes seca (n=7) e chuvosa (n=7). A identificacdo dos animais adultos foi feita
baseando-se na observacao da fusdo da cartilagem epifisaria do quarto dedo, na juncao
metacarpo-falangeal, segundo Kunz e Anthony (1982).

Os animais foram abrigados em gaiolas e receberam frutas (mamao ou banana) e
agua ad libitum, desde a captura até a eutanéasia, que foi realizada na manha seguinte a
noite da captura. A eutanasia foi feita por injecdo de pentobarbital sédico (Nembutal),
na concentracdo de 40 mg/Kg via intraperitoneal, seguido por injecdo de solucdo
saturada de cloreto de potassio. Ap6s a eutandsia os animais foram pesados e seus
testiculos removidos. Todo procedimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFV —n° 93/011).

Para analises morfologicas sob microscopia de luz, os testiculos foram fixados por
imersdo em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 h e transferidos para
etanol 70 %. Fragmentos testiculares foram desidratados em série etanolica crescente
realizando-se a inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica) para as analises
morfométricas e em Paraplast® (Sigma) para determinacdo da duragdo do CES. Para 0s
fragmentos incluidos em resina foram realizadas sec¢fes semisseriadas de 3 um de
espessura, em micrétomo rotativo (Leica RM2255), respeitando-se um intervalo de 40
um entre os cortes analisados. As preparacGes foram coradas com azul de
toluidina/borato de sédio 1 %.

Para analise da ultraestrutura, fragmentos testiculares foram fixados em solucéao
de Karnovsky por 1 hora e depois transferidos para solucdo de glutaraldeido 2,5 % por
23 h. Apds lavagem em tampdo fosfato, as amostras foram pds-fixadas em tetroxido de
6smio 1 % no mesmo tampéo por 2 h. A desidratacdo foi realizada em etanol e acetona,
seguindo-se a inclusdo em resina Epon 812. Cortes ultrafinos foram contrastados com
acetato de uranila 3 % e citrato de chumbo 3 % e observados em microscopio eletrénico
de transmissdo (Jeol 1011), no Nucleo de Microscopia e Microandlise da Universidade

Federal de Vicgosa.
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2.3. Estadios do ciclo do epitélio seminifero e suas frequéncias relativas

Os estadios do CES foram caracterizados de acordo com o método da morfologia
tubular descrito por Berndtson (1977), sendo caracterizados 8 estadios baseando-se na
forma e na localizacdo do nucleo das espermatides e espermatdcitos e na ocorréncia de
figuras de divisdo meiotica. As frequéncias relativas de cada um dos 8 estadios descritos
foram obtidas a partir da contagem de 200 secg¢des transversais de tubulos seminiferos

por animal, fazendo-se uma varredura horizontal de todo o corte histologico.
2.4. Duracéo do ciclo do epitélio seminifero

Para calculo da duracdo do CES foram realizadas inje¢es intra-testiculares de 0,1
mL de bromodeoxiuridina (BrdU, Invitrogen) em dois espécimes de S. lilium, sendo os
animais eutanasiados com 1 hora e 1 dia ap6s a aplicacdo de BrdU. Apds fixacdo, o0s
testiculos foram desidratados em serie etanolica crescente, diafanizados em xilol e
incluidos em Paraplast® (Sigma). Seccées histolégicas a 4 um de espessura foram ent&o
submetidas a detec¢do de BrdU utilizando-se anticorpo monoclonal. As preparacdes
foram desparafinizadas, hidratadas e lavadas em tampéo fosfato 0,1 M (PBS), seguindo-
se 0 bloqueio da atividade da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio +
metanol por 10 min. Apo6s nova lavagem em PBS, as secc@es foram incubadas com
tripsina por 10 min em camara Umida a 37 °C. Apds lavagem em agua destilada,
procedeu-se a desnaturagdo em temperatura ambiente por 45 min. As secgdes foram
lavadas novamente em PBS e incubadas com solugdo blogueadora por 10 min,
seguindo-se a incubacdo com anticorpo monoclonal biotinilado anti-BrdU de
camundongo por 2 h, em temperatura ambiente. Seguiu-se a lavagem em PBS e
incubacdo com streptavidina-peroxidase por 10 min. Foi feita a revelagdo com 3,3-
diaminobenzidino tetraclorido (DAB) e peréxido de hidrogénio por 5 min, ao abrigo da
luz. As seccbes foram contracoradas com hematoxilina, desidratadas em etanol,
diafanizadas em xilol e montadas.

A estimativa da duracédo do CES foi calculada a partir da deteccéo do tipo celular
mais avancado no epitélio seminifero a apresentar marcacao positiva. Desta forma foi
calculada a frequéncia total dos estadios percorridos, desde a incorporagdo da BrdU nas
espermatides e nos espermatocitos jovens, até a marcacdo da célula mais avangada no
momento da coleta do material. A freqiiéncia dos estadios percorridos corresponde ao

intervalo de tempo decorrido, sendo calculado o periodo relativo ao de um CES.
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2.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica descritiva, e as
médias obtidas quanto a frequéncia dos estadios entre as estacfes seca e chuvosa foram
comparadas pelo teste t de Student para amostras independentes (STATISTICA). Os
resultados foram expressos em média + desvio-padrdo (DP), considerando-se um nivel
de significancia de 5 % (p<0,05).

3. Resultados

3.1. Estadios do ciclo do epitélio seminifero, frequéncias relativas e duragcdo do CES

Diferentes geracBes de células germinativas foram observadas nas secgdes
transversais do epitélio seminifero, de maneira compartimentalizada. As
espermatogonias foram observadas no ambiente basal, junto a tanica propria (Fig. 1b; d;
f e Fig. 3a; b). A espermatogdnia A esteve presente em todos os estadios. No estadio 6
estas células originam a espermatogdnia intermediéria e no estadio 7 é observada a
espermatogonia B. A medida que estas células se dividem, originam os espermatocitos
primarios, que passam a ocupar o ambiente adluminal, apesar de ainda localizados
préximo a tanica propria (Fig. 1 e Fig. 3b; c¢). Espermatdcitos primarios de geracoes
mais antigas ocuparam uma camada intermediaria no epitélio seminifero (Fig. 1 e Fig.
3d) e as espermatides estavam distribuidas na camada mais proxima ao limen do tabulo
seminifero (Fig. 1). Os nucleos das células de Sertoli apresentaram formato arredondado
a triangular, com cromatina frouxa e nucléolo bem desenvolvido (Fig. 1 e Fig. 3c). Em
todos os estadios foram observados nucleos de células de Sertoli (Fig. 1).

Pelo método da morfologia tubular, o CES de S. lilium foi dividido em 8 estadios.
A distribuicdo destes estadios € do tipo segmentar ao longo do comprimento do tabulo
seminifero encontrando-se, portanto, apenas um estadio por secc¢do transversal tubular.

Estadio 1: espermatdcitos primarios de trés tipos foram observados neste estadio,
estando na transicdo de pre-leptoteno para leptoteno ou j& em zigoteno, proximos a
tunica propria e em paquiteno, na regido intermediaria do epitélio. Espermatides
arredondadas foram observadas proximo ao Iimen tubular, constituindo de 3 a 4

camadas de células (Fig. 1a).
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Estadio 2: foram observadas neste estadio espermatogdnias do tipo A e
espermatocitos primarios em zigoéteno préximos a lamina basal do epitélio e
espermatdcitos primarios em paquiteno na regido intermediaria. A caracteristica mais
marcante deste estadio € o inicio do alongamento nuclear das espermatides, orientados
em direcdo aos nucleos das células de Sertoli (Fig. 1b).

Estadio 3: espermatdcitos primarios em zigoteno e na transi¢do de paquiteno para
diploteno, cujos nucleos sdo caracteristicamente grandes, estavam presentes neste
estddio. Os nucleos das espermatides continuavam a alongar-se formando feixes
inseridos profundamente no epitélio seminifero, com suas cabecas orientadas em
direcdo ao ambiente basal (Fig. 1c).

Estadio 4: caracteristicamente, neste estddio foram observadas figuras de
metafase meidtica, indicando a transicdo de espermatocitos primarios em diploteno para
espermatocitos secundarios, e destes para espermatides arredondadas. Assim como no
estadio anterior, feixes de espermétides foram observados, estando estas células ainda
mais alongadas (Fig. 1d).

Estadio 5: apenas uma geracdo de espermatocitos primarios na transicao de
zig6teno para paquiteno estava presente neste estadio, uma vez que a geragdo mais
tardia de espermatocitos deu origem a uma geracdo de espermatides. Assim, duas
geragBes de espermétides sdo observadas a partir deste estadio: espermatides
arredondadas recém-formadas e espermatides alongadas localizadas em feixes mais
compactos profundamente inseridos no epitélio seminifero (Fig. 1e).

Estadio 6: as espermatogbnias do tipo A originaram espermatogonias
intermediarias, as quais usualmente apresentaram nuacleo mais escuro quando
comparadas as espermatogbnias A. Espermatocitos primarios em paquiteno estavam
presentes e os feixes de espermatides apresentaram-se mais préximos ao lumen,
comparado ao estadio anterior. Todas as geracGes de células germinativas apresentaram-
se muito semelhantes ao observado no estadio anterior (Fig. 1f).

Estadio 7: neste estddio foram encontradas na base do tdbulo seminifero
espermatogbnias do tipo A e do tipo B, as quais se dividem e originam 0s
espermatocitos primarios do proximo estadio. Espermatocitos primarios em paquiteno,
espermatides arredondadas e espermatides alongadas também estavam presentes, sendo
que seus feixes comecaram a dissociar-se e se colocar mais proximos do limen tubular
(Fig. 19).

Estadio 8: foram observadas espermatog6nias A e espermatdcitos primarios em

pré-leptdteno, originados da espermatogonia B. Foram observados ainda espermatocitos
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primarios em paquiteno e espermatides arredondadas. O aspecto mais marcante deste
estadio foi a localizacdo das espermétides alongadas na por¢do mais apical do epitélio,
prontas para serem liberadas no lumen tubular, com suas caudas voltadas para o lGmen
do tdbulo, e grande quantidade de corpos residuais das espermatides na borda luminal
(Fig. 1h).
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Figura 1. Fotomicrografias representativas dos 8 estadios do ciclo do epitélio seminifero
no morcego Sturnira lilium, sob microscopia de luz. PL-L: espermatdcito primario na
transicdo de pré-leptoteno para leptoteno; ZG: espermatdcito primario em zigoteno;
PQ: espermatocito primario em paquiteno; DP: espermatocito primario em diploteno;
Ar: espermatide arredondada; *: espermatides em fase de alongamento; Al: espermatide
alongada; A: espermatogdnia A; I: espermatogobnia intermediaria; Se: nucleo de célula
de Sertoli; M: figura de divisdo meiética; CR: corpos residuais; L: limen do tabulo

seminifero; —: tanica propria. Azul de toluidina+borato de sddio. Barras: 10 pm.

Né&o foram observadas diferencas na frequéncia relativa de cada um dos 8 estadios
entre as estacdes climaticas anuais, sendo que o estadio 1 foi o mais frequente, com
duracdo estimada em 3,3 dias, enquanto o estadio 7 foi 0 menos freqliente, com duragéo
estimada em 0,9 dias. As fases pré-meidtica, meidtica e pos-meidtica da

espermatogénese de S. lilium representaram respectivamente 46,1, 7,3 e 46,6 % do ciclo
(Fig. 2).
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Figura 2. Diagrama do processo espermatogénico em Sturnira lilium, com a freqiiéncia
média (%) e a duracdo em dias de cada um dos 8 estddios do ciclo do epitélio
seminifero. Cada linha corresponde a uma geracdo de células espermatogénicas e cada
coluna corresponde a um estadio. O namero de ciclos espermatogénicos € representado
em algarismos romanos. A célula germinativa mais avangada 1 dia apos aplicacdo de
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bromodeoxiuridina foi o espermatdcito primario na transicdo de leptdteno para
zig6teno, no estadio 2 (—). A: espermatogbnia A; In: espermatogbnia intermediéria; B:
espermatogbnia B; PL: espermatocito primario em pré-leptoteno; L: espermatocito
primario em leptéteno; Z: espermatdcito primario em zigéteno; P: espermatdcito
primario em paquiteno; D: espermatocito primario em diploteno; S: espermatdcito

secundario; Ar: espermatide arredondada; Al: espermatide alongada.

A marcacao mais evidente para a BrdU foi obtida ap6s 1 dia de sua aplicacdo. As
marcacdes das células germinativas mais avancadas no epitélio seminifero no momento
da coleta ocorreram nos espermatocitos primarios na transicdo de leptoteno para
zig6teno, no estadio 2 (Fig. 3a), sendo que ao inicio do estadio 3 estas células ndo mais
apresentaram marcacdo (Fig. 3b). As espermatogbnias, por estarem presentes em todos
os estadios do CES e devido a sua atividade mit6tica constante, puderam ser observadas
com marcagdo BrdU-positivas em todos os estadios do ciclo.

Em 1 dia, houve uma progresséo de aproximadamente 29 % do CES (frequéncia
média do estadio 1 até metade do estadio 2), levando assim a um ciclo com duracao
média de 3,45 dias. Considerando-se que cerca de 4,5 ciclos sdo necessarios para se
completar 0 processo espermatogénico, a duracao total da espermatogénese de S. lilium
foi estimada em 15,52 dias.

Figura 3. Marcagdo das celulas germinativas apds 1 dia de injecdo de

bromodeoxiuridina (BrdU) nos testiculos de Sturnira lilium (setas). a) Espermatocitos
primarios na transicdo de leptdteno para zigoteno no estadio 2 do ciclo do epitélio
seminifero com marcacdo positiva para a BrdU. b) Marcacdo para BrdU apenas na

espermatogdnia A no estadio 3. Barras: 20 um.
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3.2. Ultraestrutura das espermatides

Na Figura 4 sdo observados nucleos de diferentes tipos de espermatides, desde
sua inicial arredondada (Fig. 4a), com estagio inicial (Fig. 4b-d) e intermediario (Fig.
4e-g) de formacdo do acrossoma, até espermatide alongada, onde o capuz acrossdémico
cobre grande parte da superficie nuclear (Fig 4h-i). Observam-se ainda a manchete de
microtubulos e o inicio da formacdo do flagelo (Fig. 4e; h). Esta fase espermiogénica
corresponde a segunda metade do 3° ciclo espermatogénico, onde surge a espermatide
arredondada, até o final do 4° ciclo, onde surge a espermatide alongada, culminando
com a liberagéo do espermatozoide (Fig. 2).

Uma Unica geracdo de espermatides arredondadas estd presente no estadio 1 do
CES. Nesta fase, pode-se perceber a existéncia do capuz acrossémico cobrindo parte da
superficie nuclear (Fig. 4d). A partir do estadio 2, esta geracdo de espermatides comeca
a se alongar, e gradativamente o capuz acrossomico se estende sobre a superficie
nuclear (Fig. 4e-h). A partir do estadio 3 (Fig. 4h), esta mesma geracdo de espermaétides
alongadas atinge gradativamente seu grau maximo de alongamento e condensacdo
nuclear, como serad observado no estadio 8 (Fig. 4i). A segunda divisdo da meiose, que
ocorre no estadio 4 origina, a partir do estadio 5, duas geracfes bem definidas de
espermatides, sendo as espermatides arredondadas iniciais, que ainda ndo apresentam o

acrossoma (Fig. 4a), até a espermatide completamente alongada (Fig. 4i). Estas duas

geragOes de espermatides estardo presentes até o estadio 8, onde ocorre a espermiagéo.
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Figura 4. Ultraestrutura nuclear das espermatides arredondadas e alongadas e formacao
do acrossoma em Sturnira lilium. a) Espermatide arredondada, sem acrossoma; *:
nucléolo. b-d) Espermétides arredondadas em diferentes graus de ocupacdo da
superficie nuclear pelo acrossoma; —: capuz acrossémico. e-h) Espermatides em fase de
alongamento com diferentes graus de ocupacdo da superficie nuclear pelo acrossoma;
—: capuz acrossémico; i) Espermatide alongada com formacgdo completa do acrossoma.

Barras: a-d) 2 um; e) 1 um; f) 2 um; g-i) 1um.

4. Discussao

Os resultados obtidos a partir deste estudo sdo de grande importancia, pois
permitem, pela primeira vez, conhecer a duracdo do ciclo do epitélio seminifero de uma

espécie de morcego.

4.1. Estadios do ciclo do epitélio seminifero, frequéncias relativas e duracao do ciclo

Morfologicamente, o epitélio seminifero de S. lilium segue o padrdo observado
nos demais mamiferos, apresentando distintos arranjos entre as diferentes geracGes de
células germinativas. Os 8 estadios do CES, designados em S. lilium segundo o método
da morfologia tubular, seguiram o padrdo encontrado em outros mamiferos néo
primatas (Franca e Russell, 1998; Paula et al.,, 1999; Guido-Leite et al., 2006;
Bittencourt et al., 2007; Beguelini et al., 2009; Costa et al., 2011).

Sabe-se que a frequéncia média de cada um dos estddios do CES apresenta
diferencas entre espécies, sendo, porém um parametro relativamente constante entre
individuos de uma mesma espécie (Amann, 1962; Courot et al., 1970; Clermont, 1972;
Ortavant, 1977). Seguindo estes achados, confirmou-se neste estudo a inexisténcia de
variacdo na frequéncia media de cada um dos estadios entre as diferentes estacbes do
ano. A maior frequéncia observada para o estadio 1 (21 %) e a menor frequéncia
observada para o estadio 7 (6 %) foram semelhantes ao observado na paca (Costa et al.,
2010a). Comumente, o estadio 1 tem sido reportado como um dos mais frequentes,
enquanto o estadio 7 tem sido reportado como um dos menos frequentes (Bittencourt et
al. 2007; Costa et al., 2010a; Balarini et al., 2011; Costa et al., 2011).

A maior frequéncia apresentada por um determinado estadio indica que este
apresenta maior duracdo dentro do CES. Em S. lilium, a maior frequéncia do estadio 1

permitiu o aparecimento de espermatdcitos primarios em zigoteno ainda neste estadio,
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enguanto na maioria das espécies ja estudadas este tipo celular surge a partir do estadio
2 (Franca e Russell, 1998; Paula et al., 1999; Bittencourt et al., 2004; Beguelini et al.,
2009; Costa et al., 2010a; Balarini et al., 2011).

Devido as grandes variacdes encontradas para a frequéncia dos estadios entre
diferentes espécies, para que possam ser feitas andlises comparativas, Courot e
colaboradores (1970) sugerem o agrupamento das frequéncias em fases pré-meiética
(estadios 1 ao 3), meidtica (estadio 4) e pds meidtica (estadios 5 ao 8). Enquanto em
muitos mamiferos as fases pré ou pos-meidtica apresentam duracdo maior ou menor
quando comparadas entre si (Nakai et al., 2004; Guido-Leite et al., 2006; Costa et al.,
2008; Costa et al., 2010a; Costa et al., 2010b; Costa et al., 2011), em S. lilium tais fases
apresentaram frequéncias semelhantes dentro do CES, assim como observado no gato
do mato (Balarini et al., 2011).

Assim como a frequéncia relativa de cada estddio, a duracdo do ciclo
espermatogénico € uma constante espécie especifica, uma vez que ambas sdo
controladas pelo genétipo das células germinativas (Franca et al., 1998). A existéncia de
um ciclo espermatogénico com duracao de 3,45 dias em S. lilium representa a menor das
duracdes ja registradas para mamiferos. A menor duracdo previamente registrada foi
para o roedor Cletheriomys glareolus, com 6,7 dias, e a maior foi no gamba Didelphis
albiventris, com 17,3 dias (Grocock e Clark, 1976; Queiroz e Nogueira, 1992). A média
geral registrada para mamiferos é de 7 a 14 dias (Franca e Russell, 1998). Do mesmo
modo, a duracdo total da espermatogénese de S. lilium esteve bem abaixo da média
previamente registrada para mamiferos, que varia de 30 a 75 dias (Franca e Russell,
1998; Leal e Franca, 2006; Hess e Franca, 2007).

4.2. Ultraestrutura das espermatides

A ultraestrutura das espermatides permitiu acompanhar a formacdo do capuz
acrossomico. O acrossoma é formado a partir de vesiculas prd-acrossdmicas do
complexo de Golgi que coalescem, recobrindo a superficie nuclear e ocupando cerca de
2/3 da porcao anterior do nucleo no espermatozoide maduro nos mamiferos em geral
(Bishop e Smiles, 1963; Christensen e Fawcett, 1966). Suas enzimas S&0 responsaveis
por abrir espaco através dos revestimentos do ovécito durante o processo de fertilizagdo
(Primakoff e Myles, 2002). No citoplasma das espermatides alongadas observou-se a
presenca de manchetes, as quais s@o estruturas formadas por microtibulos e filamentos

de actina. Estas constituem vias de transporte intracelular, onde se inclui o transporte
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das vesiculas pro-acrossomais, aléem de serem responsaveis pela determinacdo da
polaridade das espermaétides, participando ainda no alongamento e determinacdo da
forma do nucleo das espermatides durante a espermiogénese (Kierszenbaum et al.,
2004; Kierszenbaum et al., 2011). Observou-se ainda o inicio de formacao do flagelo,
na regido que ira originar a cauda do espermatozoide. Esta organizacdo observada para
o0 citoesqueleto em S. lilium é tipica do citoplasma das espermétides alongadas, e as
caracteristicas observadas quanto a espermiagdo foram semelhantes ao descrito em

outras espécies de morcegos (Beguelini et al., 2011; Beguelini et al., 2012).

5. Conclustes

Pode-se concluir que a organizacdo dos estadios que compdem o CES em S.
lilium, bem como as caracteristicas do epitélio seminifero, apresentou-se, de um modo
geral, semelhante ao descrito para outros mamiferos. No entanto, espermatécitos
primarios em zig6teno foram observados ja no estadio 1 do ciclo, o que acreditamos
estar relacionado a maior duracdo deste estadio. A frequéncia média de cada um dos 8
estadios ndo apresentou variacOes significativas entre as estagdes do ano. A duracdo de
cada ciclo espermatogénico, bem como a duracéo total da espermatogénese de S. lilium,

foram as menores ja registradas para mamiferos.
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Artigo 2

Avaliacdo da populacéo celular do epitélio seminifero e indices indicativos de

producdo espermatica no morcego Sturnira lilium (Chiroptera: Phyllostomidae)
Resumo

Diante da escassez de informacGes acerca dos padrdes de espermatogénese em
morcegos, objetivamos neste estudo fornecer informacoes sobre a atividade testicular do
morcego Sturnira lilium ao longo das estaces climaticas anuais. Para tal foi feita a
caracterizagdo morfoldgica, morfométrica e calculo dos indices indicativos de produgdo
espermatica nos testiculos de individuos adultos. Fragmentos testiculares de animais
capturados nas estacbes seca (n=7) e chuvosa (n=7) foram processados
histologicamente para avaliacdo morfoldgica e morfométrica sob microscopia de luz e
para andlise ultraestrutural, em microscopio eletrébnico de transmissdo. Os animais
apresentaram 1GS médio de 0,27 %. Seus testiculos seguiram o padrdo de organizagédo
descrito para outros mamiferos, e ndo foram observadas diferencas significativas quanto
a morfometria testicular entre as estacfes seca e chuvosa. Ndo houve diferenga no
namero de células apoptéticas entre as estacdes. A ultraestrutura das células de Sertoli e
espermatogénicas foi caracterizada. Cada seccdo transversal tubular no estadio 1 foi
composta em média por 0,5 espermatogdnias do tipo A, 4,4 espermatdcitos primarios
em pré-leptéteno/leptéteno e 3,7 em zigoteno, 11,9 em paquiteno, 35,6 espermatides
arredondadas e 8,5 células de Sertoli. O indice mito6tico foi de 15,4 células, o indice
meidtico de 2,9 células e o rendimento geral da espermatogénese foi de 68,7 células. O
indice de células de Sertoli foi de 7,0 células, a reserva espermatica testicular foi de
37,61x10° células, com maior média na estacdo chuvosa e a producio espermatica diaria
por grama de testiculo teve média de 209,68x10° células, também com maior média na
estacdo chuvosa. Conclui-se que morcegos S. lilium machos apresentam padrédo
reprodutivo anual continuo, elevado rendimento da espermatogénese e baixa capacidade

suporte pelas células de Sertoli.

Palavras-chave: Célula de Sertoli, Espermatogbnia, Espermatocito primario,

Espermatide.
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1. Introducéo

A evolucdo da ordem Chiroptera mostra um diversificado conjunto de estratégias
reprodutivas, sendo sua reproducdo mais variada do que na maioria das outras ordens de
mamiferos (Crichton e Krutzsch, 2000). Os morcegos tém uma reproducdo diretamente
relacionada a condicdo corporal individual, o que faz da disponibilidade de alimento um
fator determinante para o inicio do ciclo reprodutivo nestes animais (Baker, 1938;
Bronson, 1985). De modo geral, tanto morcegos de regides temperadas como de regides
tropicais apresentam padrdo reprodutivo sazonal (Fleming et al., 1972; Wilson, 1979;
Racey, 1982; Heideman e Utzurrum, 2003), embora algumas espécies possam nao estar
restritas a esta sazonalidade (Crichton e Krutzsch, 2000). Como fatores ambientais
interferem diretamente no ciclo reprodutivo dos quirdpteros, uma mesma espécie pode
comportar-se de diferentes maneiras, dependendo da area de sua ocorréncia e das
condic@es climaticas que 1a predominam (Altringham, 1998; Neuweiler, 2000).

O morcego Sturnira lilium apresenta habito alimentar essencialmente frugivoro e
possui grande importancia ecoldgica por sua atuacdo na dispersdo de sementes. A
frugivoria é altamente benéfico para diversas plantas, principalmente as Solanaceas,
familia de grande valor ecoldgico e econdmico, sendo que algumas espécies vegetais
dependem primordialmente dos morcegos para sua progressdo (Sazima et al., 2003,
Mello et al., 2008).

Foi descrito para S. lilium, no territorio brasileiro, um padréo reprodutivo com
poliestria bimodal com duas estac6es reprodutivas ao ano (Wilson, 1979; Mello et al.,
2009), nos meses de marco e outubro (Pacheco, 2001; Kaku-Oliveira et al., 2010),
embora variacdes regionais possam ocorrer (Zortéa, 2002; Bernardi, 2011). Segundo
Kaku-Oliveira e colaboradores (2010), bem como Bernardi (2011), a atividade
reprodutiva das fémeas, incluindo gestacao e lactagdo, se concentra no periodo chuvoso.
Variagdes regionais também foram observadas para o morcego insetivoro Molossus
molossus, que foi definido como poliestral sazonal ou monoestral sazonal, dependendo
de sua area de ocorréncia (Fabian e Marques, 1989; Pacheco, 2001). Adicionalmente
foram observadas variacbes na morfometria gonadal desta espécie nas diferentes
estacdes do ano (Morais, 2008). Diante destas variagdes, a avaliacdo da atividade
gonadal constitui uma importante ferramenta, permitindo inferir de modo mais preciso
sobre a atividade reprodutiva de uma espécie.

O peso testicular tem uma relagdo direta com a producédo espermatica (Amann,

1970; Franca e Russell, 1998), de modo que quanto maior o investimento em génadas,
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maior a producdo de espermatozoides. Segundo Kenagy e Trombulak (1986), o
tamanho testicular estd intimamente relacionado ao comportamento reprodutivo, sendo
que espécies com comportamento monogamico ou poliginico, como é o caso da maioria
dos morcegos (Nowak, 1994; Altringham, 1998), possuem testiculos menores se
comparados a espécies com comportamento reprodutivo promiscuo ou poliandrico.
Além disto, podem-se obter dados quantitativos de producdo espermaética a partir da
avaliacdo da atividade das células que compdem o epitélio seminifero (Paula et al.,
2002). Deste modo, a realizacdo da biometria e morfometria testiculares, aliadas a
estimativa das taxas de producdo espermatica podem fornecer importantes informacdes
sobre o desempenho reprodutivo de uma espécie.

Apesar de S. lilium ser amplamente distribuido no Brasil, pouco se sabe sobre sua
biologia reprodutiva e padrbes de espermatogénese. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
obter informacGes sobre sua atividade testicular ao longo das esta¢6es climaticas anuais,
a partir da caracterizacdo morfoldgica, morfométrica e de indices quantitativos de
producdo espermaética nos testiculos de individuos adultos, a fim de determinar seu
padrdo reprodutivo, além da estimativa das células em apoptose no interior dos tabulos

seminiferos.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

As capturas foram realizadas no municipio de Vicosa, regido da Zona da Mata
do estado de Minas Gerais, nos anos de 2009 e 2010 (licenca n° 214887-
1/SISBIO/IBAMA). Vicosa esta localizada a 20°45'S e 42°07'W, a uma altitude média
de 650 m, no sudeste de Minas Gerais. Esta regido é caracteristicamente montanhosa,
inserida no bioma da Mata Atlantica cujo clima é do tipo Cwa (mesotérmico, umido
com verdes chuvosos e invernos secos), segundo a classificacdo de Koppen. Apresenta
déficit hidrico no periodo de maio a setembro e excedente de precipitacdo entre
dezembro e marco (Golfari, 1975). As médias anuais registradas no periodo de coletas
para precipitacdo pluviométrica, temperatura e umidade relativa do ar foram,
respectivamente, 0,91 mm, 18 °C e 78 % na estagéo seca (abril a setembro) e 7,20 mm,
23 °C e 79 % na estacdo chuvosa (outubro a margo) (Fonte: Estacdo Meteorologica do

Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de Vigosa).
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2.2. Coleta dos animais, biometria e processamento histolégico

Foram capturados 14 espécimes de Sturnira lilium, machos e adultos, ao longo
das diferentes estacdes climaticas dos anos de 2009 e 2010, sendo os animais agrupados
nas estacOes seca (n=7) e chuvosa (n=7). A identificacdo dos animais adultos foi feita
baseando-se na observacdo da fusdo da cartilagem epifisaria do quarto dedo, na jungdo
metacarpo-falangeal, segundo Kunz e Anthony (1982).

Os animais foram abrigados em gaiolas e receberam frutas (mamao ou banana) e
agua ad libitum, desde a captura até a eutanasia, que foi realizada na manha seguinte a
noite da captura. A eutanasia foi feita por injecdo de pentobarbital sédico (Nembutal),
na concentracdo de 40 mg/Kg via intraperitoneal, seguido por injecdo de solucdo
saturada de cloreto de potassio. ApOs a eutandsia os animais foram pesados e seus
testiculos removidos. Todo procedimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFV — n°®93/011).

Os testiculos foram fixados por imersdo em solucdo de Karnovsky (Karnovsky,
1965) por 24 h e transferidos para etanol 70 %. Os testiculos foram pesados e a
albuginea de um deles foi removida e pesada, sendo seu peso descontado do peso
gonadal para célculo do volume do parénquima testicular.

Fragmentos testiculares foram desidratados em série etandlica crescente,
procedendo-se a inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica) para as analises
morfoldgicas e morfométricas sob microscopia de luz, ou em Paraplast® (Sigma) para
deteccdo de células em apoptose. SeccOes semisseriadas de 3 um de espessura foram
obtidas em micrétomo rotativo (Leica RM2255), respeitando-se um intervalo de 40 um
entre os cortes analisados. As preparacfes foram coradas com azul de toluidina/borato
de sodio 1 % e as analises morfométricas foram feitas a partir de imagens capturadas em
diferentes aumentos, utilizando-se foto-microscépio Olympus BX-40, através do
software Image-Pro Plus®.

Foi calculado o indice gonadossomatico (IGS) a partir do peso corporal e do peso
de ambos os testiculos utilizando-se a formula: (peso gonadal/peso corporal) x 100.

Para analise da ultraestrutura, fragmentos testiculares foram fixados em solucao
de Karnovsky por 1 hora e depois transferidos para solucdo de glutaraldeido 2,5 % por
23 h. Apds lavagem em tampdo fosfato, as amostras foram pds-fixadas em tetroxido de
6smio 1 % no mesmo tampé&o por 2 h. A desidratacdo foi realizada em etanol e acetona,
seguindo-se a inclusdo em resina Epon 812. Cortes ultrafinos foram contrastados com

acetato de uranila 3 % e citrato de chumbo 3 % e observados em microscépio eletrénico
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de transmissdo (Jeol 1011), no Nucleo de Microscopia e Microandlise da Universidade

Federal de Vigosa.

2.3. Ensaio de TUNEL e contagem de células apoptéticas

A fim de se detectar células em apoptose no epitélio seminifero, foi aplicado o
método de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) em
secces histoldgicas testiculares a 4 um de espessura, incluidas em Paraplast®. O ensaio
de TUNEL foi feito de acordo com o protocolo do kit de detec¢do Calbiochem.

As seccgdes histologicas foram desparafinizadas e hidratadas em etanol. A seguir
foram incubadas com Proteinase K por 20 min em temperatura ambiente, lavadas em
agua destilada e incubadas com perédxido de hidrogénio + metanol por 5 min, a fim de
se interromper a atividade da peroxidase enddgena. As preparacfes foram entdo
incubadas com Tdt Equilibrium Buffer em &gua destilada, em cémara Umida e
temperatura ambiente por 20 min. Procedeu-se a incuba¢do com Tdt enzima e Tdt mix
por 60 min, a 37 °C. As células imunorreativas foram detectadas através da incubacao
das laminas com uma mistura de 3,3-diaminobenzidino tetraclorido (DAB) e perdxido
de hidrogénio por 13 min, em camara Umida e ao abrigo da luz. As sec¢Bes foram
contracoradas com hematoxilina, desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e
montadas.

PreparacBes do mesmo material foram utilizadas como controle negativo e
positivo. Para o controle negativo omitiu-se do processamento a Tdt enzima, de modo
que ndo se observou qualquer marcacdo apoptética e os nucleos apresentaram-se
corados apenas pela hematoxilina. As preparacdes destinadas ao controle positivo foram
incubadas com 1,00 U/ul de DNAse I (Invitrogen) em tampdo DNAse por 10 min, antes
do blogueio da peroxidase endégena. Ademais, foram seguidos 0s mesmos passos da
técnica de TUNEL descritos acima. Preparac@es dos diferentes grupos foram coradas ao
mesmo tempo, a fim de se evitar discrepancias na comparacgdo dos resultados.

O numero médio de ceélulas apoptéticas por seccdo transversal tubular foi
quantificado considerando-se a contagem das células por area observada (um?), em
ocular de 10 x combinada com objetiva de 20x. A identificacdo das células apoptoticas
foi feita baseando-se em suas caracteristicas nucleares, bem como na observagdo das

células vizinhas e no estadio do ciclo do epitélio seminifero em que se encontravam.
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2.4. Morfometria testicular

Uma vez que o testiculo pode ser dividido nos compartimentos tubular e
intertubular, as proporcdes volumétricas entre estes elementos foram estimadas pela
contagem de 3.520 pontos projetados sobre 10 imagens obtidas de preparacdes
histoldgicas por animal, em aumento de 100x, sendo quantificados tdbulos seminiferos,
intertdbulo, tanica prdpria, epitelio seminifero e limen. O volume dos tabulos
seminiferos foi estimado a partir do conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos
no testiculo e do conhecimento do volume do parénquima testicular. O volume do
epitélio seminifero foi obtido multiplicando-se o percentual de epitélio seminifero pelo
volume tubular, sendo este valor dividido por 100.

A fim de se quantificar o investimento em tubulos seminiferos em relacdo a massa
corporal, foi calculado o indice tubulossomatico (ITS), dividindo-se o volume tubular
pelo peso corporal e multiplicando-se este valor por 100. O didmetro dos tubulos
seminiferos e a altura do epitélio seminifero foram obtidos a partir da mensuracéo de 20
seccOes transversais de tubulos por animal, que apresentavam contorno o mais circular
possivel, sem levar em consideracao o estadio do ciclo. Nas mesmas secc@es utilizadas
para se medir o didmetro tubular mensurou-se a altura do epitélio seminifero, medida da
tlnica propria até o limen tubular.

Estimou-se o comprimento dos tubulos seminiferos (CT), expresso em metros, por
testiculo e por grama de testiculo. O CT por testiculo foi calculado a partir da férmula
CT=VTS/1R? onde VTS=volume dos tdbulos seminiferos, nR’=area da seccdo
transversal dos tubulos seminiferos e R=didmetro tubular/2. Para célculo do
comprimento dos tabulos seminiferos por grama de testiculo dividiu-se o valor anterior
pelo peso testicular total.

A frequéncia relativa dos estddios do CES foi calculada baseando-se na
identificacdo e ocorréncia de cada estadio em 200 seccOes transversais de tubulo

seminifero por animal.

2.5. Duracéo do ciclo do epitélio seminifero (CES)

Para célculo da duracdo do CES foram realizadas inje¢des intra-testiculares de 0,1
mL de bromodeoxiuridina (BrdU, Invitrogen) em dois espécimes de S. lilium, sendo os
animais eutanasiados com 1 hora e 1 dia ap0s a aplicacdo de BrdU. Apds fixacdo, 0s

testiculos foram desidratados em série etandlica crescente, diafanizados em xilol e
40



incluidos em Paraplast® (Sigma). Sec¢des histoldgicas a 4 um de espessura foram ent&o
submetidas a deteccdo de BrdU utilizando-se anticorpo monoclonal. As preparagoes
foram desparafinizadas, re-hidratadas e lavadas em tampédo fosfato 0,1 M (PBS),
seguindo-se o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena com peroxido de
hidrogénio + metanol por 10 min. Ap6s nova lavagem em PBS, as secces foram
incubadas com tripsina por 10 min em camara Umida a 37 °C. Apds lavagem em agua
destilada, procedeu-se a desnaturagdo em temperatura ambiente por 45 min. As seccoes
foram lavadas novamente em PBS e incubadas com solucdo bloqueadora por 10 min,
seguindo-se a incubacdo com anticorpo monoclonal biotinilado anti-BrdU de
camundongo por 2 h, em temperatura ambiente. Seguiu-se a lavagem em PBS e
incubacdo com streptavidina-peroxidase por 10 min. Foi feita a revelagdo com 3,3-
diaminobenzidino tetraclorido (DAB) e perdxido de hidrogénio por 5 min, ao abrigo da
luz. As seccbes foram contracoradas com hematoxilina, desidratadas em etanol,
diafanizadas em xilol e montadas.

A estimativa da duracdo do CES foi calculada a partir da deteccao do tipo celular
mais avancado no epitélio seminifero a apresentar marcacao positiva. Desta forma foi
calculada a frequéncia total dos estadios percorridos, desde a incorporacdo da BrdU nas
espermatogonias e nos espermatdcitos jovens, até a marcacdo da celula mais avancada
no momento da coleta do material. A frequéncia dos estadios percorridos corresponde

ao intervalo de tempo decorrido, sendo calculado o periodo relativo ao de um CES.

2.6. Contagens celulares

A partir da contagem dos nucleos das células germinativas e nucléolos de células
de Sertoli presentes no estadio 1 do CES, foi estimada a populacéo de cada tipo celular,
utilizando-se 10 secg¢Bes transversais circulares de tubulos seminiferos por animal.
Foram mensurados também os didmetros nucleares de espermatogénias do tipo A (A),
de espermatécitos primarios na transicdo  pré-leptotenos/leptoteno  (PL-L),
espermatocitos primarios em zigéteno (ZG), espermatocitos primarios em paquiteno
(PQ), espermatides arredondadas (Ar) e nucléolos de células de Sertoli (Se).

A populagéo celular do estadio 1 foi quantificada tendo como base o método da
morfologia tubular (Berndtson, 1977). As contagens foram corrigidas considerando-se a
espessura do corte histologico e o diametro nuclear ou nucleolar das células contadas,
de acordo com a metodologia proposta por Abercrombie (1946), modificada por Amann

e Almquist (1962).
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Calculou-se o rendimento intrinseco da espermatogénese a partir das razoes
encontradas entre os nimeros corrigidos das células germinativas, a fim de quantificar a
eficiéncia do processo espermatogénico. Uma vez que PL-L e ZG sd&o uma
subpopulacdo de espermatocitos primarios iniciais (EPI), estes dois tipos celulares
foram agrupados para o calculo do indice mitdtico. Determinou-se assim o coeficiente
de eficiéncia de mitoses espermatogoniais ou indice mitético (EPI / A), a fim de
quantificar as perdas ou degeneragdes celulares ocorridas durante a fase
espermatogonial; o rendimento meidtico (Ar / PQ), a fim de quantificar a eficiéncia das
divisbes meiodticas e o rendimento geral da espermatogénese (Ar / A), para a
quantificacdo da eficiéncia do processo espermatogénico como um todo. O indice de
células de Sertoli, que indica a capacidade de suporte das células de Sertoli por total de
células germinativas, foi determinado a partir das razGes encontradas entre 0s nimeros
corrigidos de células germinativas e o numero corrigido de células de Sertoli, obtidos no
estadio 1 do CES (A+PL-L+ZG+PQ+Ar) / Se.

Assumindo-se que a perda na espermiogénese nao € significativa, a reserva
espermatica testicular (RET) total e por grama de testiculo foi calculada a partir da
populacdo celular de espermatides arredondadas no estadio 1 do CES. Deste modo, foi
computado o nimero médio de espermaétides arredondadas em secc¢des transversais de
tibulos seminiferos de espessura conhecida, sendo este numero corrigido para o
comprimento total do tabulo por testiculo ou por grama de testiculo, a partir da formula:
RET = (comprimento dos tubulos seminiferos / espessura do corte) x nimero corrigido
de espermatides arredondadas por seccéo transversal (Berndtson, 1977).

A producdo espermética diaria (PED) foi calculada dividindo-se a RET pela
duracdo do CES. Seu valor por grama de testiculo foi obtido dividindo-se o valor

anterior pelo peso gonadal.

2.7. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica descritiva, e as
médias obtidas quanto a morfometria e contagens celulares entre as estacdes seca e
chuvosa foram comparadas pelo teste t de Student para amostras independentes
(STATISTICA). Os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo (DP),

considerando-se um nivel de significancia de 5 % (p<0,05).
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3. Resultados

3.1. Biometria e morfometria testicular

Os valores referentes a biometria e as propor¢des volumétricas dos componentes
do parénquima testicular de S. lilium, nas estacOes seca e chuvosa, encontram-se na
Tabela 1. Considerando-se as médias das duas estagdes, 0s animais apresentaram peso
corporal de 23 g e peso testicular de 0,06 g, levando a um IGS de 0,27 %. A albuginea
representou 10 % do peso testicular, e o parénquima testicular apresentou-se composto
por 85 % de tabulos seminiferos e 15 % de intertibulo. Comparando-se as esta¢des seca
e chuvosa, nenhum dos pardmetros analisados quanto a morfometria testicular
apresentou alteracdes significativas. O compartimento tubular é formado por 3,7 % de
tunica prépria, 69,1 % de epitélio seminifero e 12,1 % de lumen.

O volume do epitélio seminifero foi de 0,04 mL e o volume tubular de 0,05 mL,
resultando assim no ITS de 0,21 %. O diametro tubular e a altura do epitélio seminifero
apresentaram valores médios de 139,3 um e 40,1 um, respectivamente. Os animais
amostrados neste estudo apresentaram 3,5 m de tGbulos seminiferos por testiculo e 79,6

m de tabulos seminiferos por grama de testiculo.
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Tabela 1. Médias por estacdo da biometria e morfometria de componentes testiculares

do morcego S. lilium.

Parémetros Estacdo seca Estacdo chuvosa Média
Peso corporal (g) 22,58+1,22% 24,08+1,93° 23,33+0,27
Peso gonadal (g) 0,05+0,02° 0,08+0,05% 0,06+0,02
indice gonadossomatico (%) 0,23+0,07% 0,32+0,22% 0,27+0,06
Albuginea (%) 8,82+3,01° 12,05+1,34° 10,43£2,28
Tubulos seminiferos (%) 85,38+5,45% 84,64+9,75° 85,01+0,52
Volume do tlbulo seminifero (mL) 0,04+0,02° 0,06+0,05% 0,05+0,01
Tunica prépria (%) 3,70+1,26° 3,79+0,41° 3,74+0,06
Epitélio seminifero (%) 71,44+5,33% 66,82+6,16° 69,13+3,27
Volume do epitélio seminifero (mL) 0,03+0,02° 0,04+0,05% 0,04+0,01
Lamen (%) 10,24+2,65° 14,02+5,94 12,13+2,67
Intertibulo (%) 14,62+5,45°% 15,3749,73*% 14,99+0,53
Volume do interttbulo (mL) 0,006+0,002° 0,007+0,001% 0,007+0,000
Diametro do tdbulo seminifero (um) 134,42+20,88° 144,26+25,33 139,54+7,24
Altura do epitélio seminifero (um) 39,41+5,05% 40,96+7,66° 40,19+1,10
indice tubulossomatico (%) 0,18+0,07% 0,25+0,19% 0,21+0,05
CT por testiculo (m) 3,06+1,00° 3,98+1,23° 3,52+0,65
CT por grama de testiculo (m/g) 76,80+39,70° 82,47+56,32° 79,63+4,01

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca estatistica significativa, pelo teste t de

Student Newman Keuls (p>0,05). Dados expressos em Média + DP. CT= Comprimento tubular.

A contagem de células apoptoéticas ndo variou significativamente entre as

estacdes, sendo observadas 0,63 e 1,66 células em apoptose por pm? nas estacdes seca e

chuvosa, respectivamente. O espermatdcito primario em paquiteno foi o tipo celular

mais frequentemente observado em apoptose (Figura 1).
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Figura 1. SeccOes histologicas testiculares do morcego Sturnira lilium, submetidas a

técnica de TUNEL. Nucleos em marrom mostram céelulas em apoptose. a) TS: Tubulo
seminifero. Barra: 30 um. Detalhe: Apoptose de espermatdcito priméario em paquiteno.
Barra: 10 um. b) —: Apoptose de espermatécitos primarios em paquiteno. Barra: 20
pum. c) Controle negativo. Barra: 30 um. d) Controle positivo. Barra: 30 um.

3.2. Contagens celulares

Na Figura 2 observam-se sec¢des transversais de tGbulos seminiferos com o
arranjo celular tipico do epitélio seminifero no estadio 1, onde se pode observar a
presenca de espermatdcitos primarios iniciais, tanto na fase de pré-leptéteno para
lept6teno, no inicio do estadio 1 (Fig. 2a), quanto na fase de zig6teno, ao final do
estadio 1 (Fig. 2b), além dos demais tipos celulares que compdem o epitélio

germinativo nesta fase.
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Figura 2: Fotomicrografia de luz de seccBes transversais de tdbulos seminiferos no

inicio (a) e final (b) do estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero de Sturnira lilium, pelo
método da morfologia tubular. a) PL-L: Espermatocito primario na transicdo de pre-
leptéteno para leptéteno; PQ: Espermatocito primario em paquiteno; Ar: Espermatide
arredondada; Se: Nucleo de célula de Sertoli. Barra: 30 um. b) ZG: Espermatocito
primario em zig6teno; PQ: Espermatocito primario em paquiteno; Ar: Espermatide

Arredondada; A: Espermatogbnia A. Barra: 20 um.

Na Tabela 2 s&o apresentadas as contagens corrigidas para cada tipo celular do
estadio 1. Uma seccdo transversal de tabulo seminifero no estadio 1 apresentou, em
média, 8,5 células de Sertoli, 0,5 espermatogbnias do tipo A, 4,4 espermatocitos
primarios na transi¢do de pré-leptoteno para leptoteno, 3,7 espermatocitos primarios em
zigéteno, 11,9 espermatocitos primarios em paquiteno e 35,6 espermatides
arredondadas. Em relacdo a populacdo de espermatocitos primarios iniciais, os tbulos
seminiferos que se encontravam no inicio do estddio 1 apresentaram apenas
espermatocitos em pré-leptoteno para leptéteno, enquanto aqueles do final do estadio 1
ja apresentavam 0s espermatdcitos primarios na fase de zigéteno. Adicionalmente, em
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alguns tdbulos foram observados esses dois tipos celulares, sendo que quando isto
ocorreu, usualmente ocuparam por¢des opostas no tubulo seminifero.

As células de Sertoli apresentaram didmetro nucleolar médio de 1,9 pm. As
espermatogbnias A, espermatocitos primarios na transicdo de pré-leptoteno para
leptéteno, em zigoteno, em paquiteno, e espermatides arredondadas apresentaram

didmetro nuclear médio de 9,7, 6,6, 7,4, 9,0 e 5,1 um, respectivamente.

Tabela 2. Médias por estacdo da populacédo celular corrigida do estadio 1 do ciclo do

epitélio seminifero e indices indicativos de producdo espermatica no morcego S. lilium.

Parametros Estacdo seca Estacdo chuvosa Média
Célula de Sertoli 8,15+1,19° 8,88+1,78% 8,51+0,52
Espermatog6nia A 0,48+0,14° 0,66+0,55% 0,57+0,13
Espermatécito primario inicial 7,24+2,38° 9,19+4,12° 8,21+1,32
Pré-leptéteno/Leptoteno 4,58+2,18° 4,37+2,50° 4,47+0,14
Zigéteno 2,66+2,04° 4,82+2,62° 3,74+1,53
Espermatdcito primario tardio: Paquiteno 11,00+2,19° 12,96+6,05% 11,98+1,39
Espermatide arredondada 34,33+13,35% 37,05+18,77% 35,69+1,92
indice mitético 16,10+7,07° 14,85+9,10° 15,48+0,88
indice meidtico 3,05+0,67° 2,82+0,46° 2,94+0,16
Rendimento geral da espermatogénese 75,59+34,41° 61,92+27,39° 68,76+9,67
indice de células de Sertoli 6,74+2,81° 7,39+4,69° 7,06+0,46
CS por testiculo (x10) 8,39+3,15 12,1445,18° 10,26+2,65
CS por grama de testiculo (x10™) 18,48+10,04 26,14+19,84% 22,31+5,41
PED (x10°) 9,20+1,21° 12,60+2,34° 10,90+2,40
PED por grama de testiculo (XlOG) 193,50+60,73% 225,87+114,20° 209,68+22,89
RET (x10° 31,75+4,19° 43,47+8,07" 37,61+8,28
RET por grama de testiculo (x10") 75,12+24,07° 77,92+39,40° 76,52+1,97

Letras iguais ha mesma linha indicam que ndo houve diferenga estatistica significativa, pelo teste t de
Student Newman Keuls (p>0,05). Dados expressos em Média = DP. CS= nimero de células de Sertoli.

PED= produgao espermadtica diaria. RET= reserva espermatica testicular.

3.3. Ultraestrutura das células germinativas

A ultraestrutura de tipos celulares presentes no epitélio germinativo, no estadio 1
do CES, ¢ apresentada na Figura 3. Observam-se espermatdcitos primarios em pré-
leptéteno/leptoteno unidos por ponte citoplasmatica (Fig. 3a) e células de Sertoli com
seus nucleos caracteristicos e nucléolo fragmentado evidente (Fig. 3b). Estes tipos
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celulares localizaram-se proximos a lamina basal. No nlcleo de um espermatocito
primario em leptoteno puderam ser observadas regides de cromatina linear, que sdo
elementos desemparelhados que formardo o complexo sinaptonémico. Este
espermatocito ndo esta mais em contato com a lamina basal (Fig. 3c). Sdo observadas
também espermatides arredondadas, com capuz acrossémico cobrindo parte da
superficie nuclear (Fig. 3d).

Figura 3. Ultraestrutura de células presentes nos tubulos seminiferos de Sturnira lilium
no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero. a) A: Espermatdcitos primarios em pré-
lept6teno/leptoteno unidos por ponte citoplasmatica; —: Lamina basal; I: IntertGbulo.

Detalhe: Ponte citoplasmatica. Barras 3um. b) Se: Nuicleo da célula de Sertoli; *:
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Nucléolo da célula de Sertoli; —: Lamina basal; I: Intertdbulo. Barra 2um. ¢) —:
Regides de cromatina linear presentes no ndcleo de um espermatocito primario em

leptéteno. Barra 2um. d) Ar: Ndacleo da espermatide arredondada; Ac: Capuz

acrossomico. Barra 5um.

3.4. Rendimento da espermatogénese

Na Tabela 2 estdo os valores referentes ao rendimento intrinseco da
espermatogénese. O indice mitético revelou que em média 15,4 espermatécitos
priméarios iniciais foram produzidos por cada espermatogbnia A. A meiose dos
espermatocitos primarios rendeu 2,9 espermatides e o rendimento geral da
espermatogénese foi de 68,7 células, considerando-se todas as estagdes. Estes
parametros ndo sofreram alteracOes significativas quando comparadas as estacOes seca e
chuvosa.

Considerando-se todas as células da linhagem germinativa, uma célula de Sertoli
de S. lilium pode suportar em média 7 células germinativas. Cada testiculo de S. lilium
apresentou em média 10,26x10" células de Sertoli, e em cada grama de testiculo podem

ser encontradas em média 22,31 x10'® células de Sertoli.

3.5. Reserva espermatica testicular e producéo espermatica diaria

A reserva espermatica encontrada em cada testiculo foi significativamente maior
na estacdo chuvosa em relacdo a estagdo seca, enquanto a reserva espermatica por
grama de testiculo ndo variou significativamente entre as estacdes, apresentando média
de 76,52x10’ células (Tabela 2).

A marcac¢do mais evidente para a BrdU foi obtida ap6s 1 dia de sua aplicacdo. A
marcacdo da célula germinativa mais avancada no epitélio seminifero no momento da
coleta ocorreu no espermatdcito primario na transicdo de leptoteno para zigoteno, no
estadio 2 (Fig. 4). Assim, com 1 dia houve uma progressdo de aproximadamente 29 %
do CES, levando a um ciclo com duragdo media de 3,45 dias.

A quantificacdo da producdo espermatica diaria revelou que cada testiculo de S.
lilium produz em média 10,90x10° espermatozoides, sendo que esta producdo foi
significativamente maior na estacdo chuvosa em relacdo a estagdo seca, néo

apresentando diferencas significativas no seu valor por grama de testiculo (Tabela 2).
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Figura 4. Espermatocitos primarios na transicdo de pré-leptoteno para leptéteno no
estadio 2 do ciclo do epitélio seminifero do morcego Sturnira lilium com marcag&o para

bromodesoxiuridina (—). Barra: 20 pm.

4. Discussao

4.1. Biometria e morfometria testicular

Poucos estudos avaliam a morfometria testicular em morcegos, sendo que nao
foram encontrados trabalhos prévios acerca dos indices indicativos de producédo
espermatica na ordem Chiroptera.

Uma estratégia reprodutiva comum entre 0s morcegos é o sistema de
acasalamento poliginico, onde um macho defende um harém, ndo permitindo que outros
machos se aproximem, e este macho dominante pode entdo copular com vérias fémeas
(Bradbury e Vehrencamp, 1977; Altringham, 1998). Assim, estes animais podem
apresentar menor investimento em massa testicular quando comparado a espécies com
comportamentos promiscuos ou poliandricos (Kenagy e Trombulak, 1986). O IGS
encontrado em S. lilium (0,27 %) esteve abaixo do observado em outras espécies
poliginicas, como M. molossus (0,47 %, Morais, 2008) e A. lituratus (0,40 %, Miranda,
2012). Estes valores estdo acima do observado em animais monogamicos como o
cachorro do mato (0,06 %, Caldeira et al., 2010), ou que apresentem monogamia
facultativa como o lobo guaré (0,04 %, Bittencourt, 2007).
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O percentual do parénquima testicular representado pela albuginea, cuja média foi
de 10 %, esteve de acordo com o relatado para diversas espécies de mamiferos (Franca e
Russell, 1998). Este percentual é usualmente descontado da massa testicular total para
obtencdo do peso do parénquima, que é a por¢do secretora e gametogénica testicular, ja
que a albuginea ndo participa diretamente das funcdes espermatogénica e androgénica
(Johnson et al., 2000). Do mesmo modo, 0 peso corporal observado nos animais deste
estudo (média de 23 g) foi semelhante ao previamente relatado para a espécie no Brasil
(Reis et al., 2007).

A histoarquitetura testicular de S. lilium apresentou-se de acordo com o observado
em outras espécies de mamiferos (Franca e Russell, 1998; Paula et al., 2002; Couto e
Talamoni, 2005; Bittencourt, et al., 2007; Caldeira et al., 2010; Costa et al., 2008; Costa
et al., 2011; Balarini et al., 2011) e seguiu o0 padrdo de organizacdo observado também
em outros morcegos (Singwi e Lall, 1983; McGuckin e Blackshaw, 1987; Morais et al.,
2008; Beguelini et al., 2009; Oliveira et al., 2009).

De modo geral, as médias observadas quanto a propor¢do volumétrica dos
componentes testiculares em S. lilium (85 % de tdbulos seminiferos e 15 % de
intertibulo) foram menores que o observado em M. molossus, (Morais, 2008), mas
dentro da faixa j& registrada para diversos mamiferos, onde o percentual de tdbulos
seminiferos varia de 60 a 90 %, e o percentual de intertibulo de 11 a 40 % (Franca e
Russell, 1998).

O didmetro tubular (média de 140 um) apresentou-se préximo dos menores
valores observados para outros animais que variam de 133 a 300 um (Franca e Russell,
1998; Couto e Talamoni, 2005; Leal e Franga, 2006; Morais, 2008; Melo et al., 2010;
Balarini et al., 2011; Miranda, 2012). De modo semelhante, a altura registrada para o
epitélio seminifero, com média de 40 pum, esteve dentre os menores valores ja
observados para mamiferos, cuja variacdo € de 31 a 100 um (Almeida et al., 2006;
Morais, 2008; Caldeira et al., 2010; Costa et al., 2010; Melo et al., 2010; Costa et al.,
2011; Miranda, 2012), o que permitiu um elevado comprimento tubular por grama de
testiculo, que em S. lilium (média de 80 m) esteve cerca de 5 vezes acima do observado
na maioria dos mamiferos, nos quais a média é de 15 m (Franca e Russell, 1998; Paula
et al., 2002; Leal e Francga, 2006; Costa et al., 2008). Elevado comprimento tubular por
grama de testiculo foi também encontrado no morcego M. molossus (48 m, Morais,
2008) e A. lituratus (27 m, Miranda 2012), sugerindo que esta seja uma caracteristica

comum dentre os morcegos. Fora da ordem Chiroptera, 0s maiores valores previamente
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reportados de comprimento tubular por grama de testiculo foram encontrados na cutia e
na paca, com 32 e 35 m, respectivamente (Costa et at., 2010).

O ITS (média de 0,21%) também foi elevado quando comparado a espécies como
o0 ledo africano (0,001 %, Barros et al., 2006) e cachorro do mato (0,04 %, Caldeira et
al., 2010), porém menor que o relatado para o rato (0,50 %, Melo et al., 2010) e M.
molossus (0,37 %, Morais, 2008). Os elevados, comprimento tubular por grama de
testiculo e ITS reforcam a tendéncia descrita por Kenagy e Trombulak (1986) de maior
investimento em producao espermatica em animais de menor porte.

Como a maioria dos parametros analisados quanto a morfometria testicular ndo
mostrou alteragOes significativas entre as estacOes seca e chuvosa, sugere-se que S.
lilium apresente um padrdo reprodutivo anual continuo. Todos os animais utilizados
neste estudo apresentaram epitélio germinativo desenvolvido e todos os estadios do
CES, incluindo as espermatides alongadas prontas para espermiacdo no estadio 8.
Comprimento tubular por grama de testiculo e ITS elevados podem estar relacionados
também a este padrdo reprodutivo continuo, que requer maior investimento em tabulos

seminiferos para suportar a espermatogénese durante todo o ano.

4.2. Contagens celulares

Comumente sdo encontrados no estddio 1 do CES espermatogbnias A,
espermatocitos primarios em pré-leptoteno/leptdteno, espermatdcitos primarios em
paquiteno e espermatides arredondadas (Franca e Russell, 1998; Paula et al., 1999;
Bittencourt et al., 2004; Almeida et al., 2006; Beguelini et al., 2009; Costa et al., 2010;
Balarini et al., 2011), sustentados pelas células de Sertoli. No entanto, em S. lilium
foram também observados espermatdcitos primarios ja em zigoteno, indicando que, ou a
progressdo do espermatdcito primario na transicdo de pré-leptéteno para leptoteno e
zig6teno € rapida, ou este estadio apresenta maior duragéo.

Foram encontradas poucas espermatogonias A (0,57 células em média) quando
comparado a outras espécies como rato (1,3, Melo et al., 2010) e queixadas (2,4, Costa
et al., 2007). A contagem das demais células da linhagem germinativa que compdem o
epitélio seminifero no estadio 1 também esteve abaixo do registrado para outros
animais, como a onga pintada por exemplo (Azevedo et al., 2010). Por outro lado, o
namero de células de Sertoli por seccao transversal tubular foi elevado, estando a média

encontrada para S. lilium (8,5 células) acima do observado em queixada (5,8, Costa et
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al., 2007) e no lobo guara (7,7, Bittencourt et al., 2004), e proximo do encontrado em
caes (8,1, Mascarenhas et al., 2006).

4.3. Ultraestrutura das células germinativas

A ultraestrutura do epitélio seminifero no estadio 1 do CES permitiu a
visualizagdo de uma ponte citoplasmatica entre espermatocitos primarios em pré-
leptéteno/leptoteno. Sabe-se que no epitélio seminifero, todas as células germinativas de
uma determinada geracdo encontram-se unidas por pontes citoplasmaticas e esta ligacdo
permite um desenvolvimento sincronico das células germinativas. Assim, as diferentes
geragdes celulares observadas no epitélio seminifero ao longo da sec¢éo transversal do
tubulo, estdo em uma sequéncia de maturacdo crescente, da base para o lume tubular
(Russell et al., 1990). Esta sincronizacao pdde, portanto, ser confirmada em S. lilium.

O nucleo das células de Sertoli, com seu formato irregular e indentagdes tipicas,
apresentou-se de acordo com o observado nos demais mamiferos conhecidos (Russell et
al., 1990; Russell e Griswold, 1993), incluindo outras espécies de morcegos (Orsi et al.,
1993; Beguelini et al., 2011). O nucléolo das células de Sertoli apresentou-se granular,
assim como o observado em outros mamiferos, como no morcego hemat6fago
Desmodus rotundus (Orsi et al., 1993).

A analise ultraestrutural permitiu visualizar ainda crmatinas lineares no
espermatocito primario em lept6teno, que segundo Russell et al. (1990) sdo elementos
desemparelhados que formardo o complexo sinaptonémico a partir do espermatocito
priméario em zigbteno. Estes complexos sdo estruturas protéicas que conectam pares de
cromossomos homologos e sdo indispensaveis para a progressao da primeira divisdo
meidtica (Fraune et al., 2012; Xie et al., 2012). As caracteristicas apresentadas pelo
espermatdcito primario em leptéteno foram semelhantes ao descrito por Russell et al.
(1990) no rato e por Beguelini et al. (2011) no morcego Platyrrhinus lineatus.

A presenca de uma geracdo de espermatides arredondadas € uma caracteristica
marcante do estddio 1 do CES. Embora a visualizacdo pela microscopia de luz
convencional ndo permita observar claramente a presenca do acrossoma, a ultraestrutura
mostrou que nesta fase do ciclo j& existe um capuz acrossomico cobrindo parte da

superficie nuclear destas espermatides.
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4.4. Rendimento da espermatogénese

Sao escassos 0s estudos acerca do nimero de geracfes espermatogoniais presentes
em morcegos. Saidapur e Patil (1992) descreveram 5 geracdes de espermatogbnias no
megaquiréptero Rousettus leschenaulti, enquanto estudos em animais domeésticos
revelam a existéncia de seis geracdes, sendo que a divisdo da primeira geracdo de
espermatogonias tronco originaria, ao final do processo de divisdes celulares, 64
espermatocitos primarios (Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998). O indice
mitotico permite quantificar as perdas ou degeneracgdes celulares ocorridas durante esta
fase proliferativa ou espermatogonial, onde € constatada grande perda celular entre o0s
mamiferos domésticos, variando de 60 a 90 % (Franca e Russell, 1998). Em S. lilium,
este indice mostrou que 15,4 espermatdcitos primarios iniciais foram produzidos a partir
de cada espermatogbnia A. Pode-se estimar, portanto uma perda celular de 76 % nesta
fase. Este valor encontra-se dentro da amplitude observada para a maioria dos animais
domeésticos e selvagens (Jones e Berndtson, 1986; Franca e Russell, 1998; Barros et al.,
2007; Costa et al., 2007; Azevedo et al., 2010; Costa et al., 2011).

Geralmente, é na fase meidtica que ocorre, numericamente, a menor perda celular
na maioria dos mamiferos estudados, sendo de 5 a 30 % (Roosen-Runge, 1973; Franca e
Russell, 1998). Acredita-se que este fato esteja relacionado as apoptoses de
espermatocitos, como parte do mecanismo de manutencdo de um namero apropriado de
células germinativas e eliminacdo de células geneticamente anormais (Blanco-
Rodriguez, 1998; Kimura et al., 2003). De maneira geral, nos mamiferos esta perda é de
cerca de 25 %, ou seja, de cada quatro espermatides arredondadas esperadas, trés sdo
formadas (Franca e Russell, 1998). Em S. lilium foi observada perda de 26 % e o
rendimento meiotico encontrado, de 2,9 células, também esteve dentro da faixa
registrada previamente para outros mamiferos, que varia de 1,90 a 3,62 células (Franca
e Russell, 1998; Guido-Leite e Paula, 2003; Bittencourt et al., 2004; Barros et al., 2007;
Costa et al., 2007; Azevedo et al., 2010; Melo et al., 2010; Costa et al., 2011).

Como as perdas durante 0 processo espermiogénico sdo pequenas e consideradas
ndo significativas, este indice, por basear-se na populacdo de espermatides
arredondadas, fornece grande confiabilidade para a avaliacdo da producdo espermatica
(Amann, 1970; Berndtson, 1977; Russell e Peterson, 1984; Franca e Russell, 1998;
Johnson et al., 2000). Assim, o numero de espermatides arredondadas quantificadas no
estddio 1 do CES é considerado como a populagdo final de espermatozoides

(Mascarenhas et al., 2006). Em S. lilium, cerca de 68 espermatides arredondadas sao
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produzidas durante o processo espermatogénico, valor este acima do observado em
diversos mamiferos domesticos e selvagens (Franca e Russell, 1998; Assis-Neto et al.,
2003; Costa et al., 2007; Azevedo et al., 2010; Costa et al., 2011), o que esta
relacionado a elevada reserva espermatica encontrada neste estudo.

Em S. lilium, foram encontradas, em média, 7,0 células germinativas para cada
célula de Sertoli, valor este abaixo do registrado para a maioria dos mamiferos ja
investigados, onde a média varia de 10 a 22 células (Zhengwei et al., 1997; Franca e
Russell, 1998; Zhengwei et al., 1998; Costa et al., 2007; Costa et al., 2011), o que indica
baixa capacidade de suporte desempenhada por estas células em S. lilium.

Assim como o namero de células de Sertoli quantificadas no estadio 1, o nimero
médio de células de Sertoli por grama de testiculo (22,31x10* células) esteve muito
acima do encontrado nos demais mamiferos, onde a média é de cerca de 25x10° células
(Franca e Russell, 1998; Melo et al., 2010; Costa et al., 2011). Este dado demonstra que
um grande numero de células é necessério para sustentar a espermatogénese, 0 que

justifica a menor capacidade suporte observada em S. lilium.

4.5. Reserva espermatica testicular e producéo espermatica diaria

O nascimento de filhotes de S. lilium se concentra no periodo chuvoso, quando
diversos autores observaram grande numero de fémeas gestantes e/ou lactantes
(Pacheco, 2001; Mello et al., 2009; Kaku-Oliveira et al., 2010; Bernardi, 2011).
Coincidindo com estes achados, a maior frequéncia de fémeas de S. lilium gestantes
e/ou lactantes nas redes de captura também foi observada na estacdo chuvosa.

Sabe-se que 0s morcegos, assim como 0s mamiferos em geral, ajustam seu ciclo
reprodutivo de acordo com as condi¢cdes ambientais. Assim, com 0s nascimentos
ocorrendo durante a estacdo chuvosa, que engloba os meses da primavera e verao, 0s
filhotes encontrardo temperaturas mais favoraveis ao seu desenvolvimento e maior
disponibilidade de alimentos (Happold e Happold, 1990; Pacheco, 2001; Mello et al.,
2009; Kaku-Oliveira et al., 2010; Bernardi, 2011). A temperatura é um fator a ser
levado em consideragdo para espécies como S. lilium, que segundo Audet e Thomas
(1997), ndo apresentam uma capacidade de termorregulagdo tdo eficiente como em
outros grupos de morcegos. Segundo Mello et al. (2009), a temperatura € mais
importante para o inicio do ciclo reprodutivo nesta espécie do que a propria
disponibilidade de alimentos. Como seu periodo gestacional dura cerca de quatro meses

(Taddei, 1976; Sanchez-Hernandez et al., 1996), é coerente supor que 0s acasalamentos
55



ocorram com maior frequéncia durante a estacdo seca, de modo que 0s nascimentos se
concentrem na estacao seguinte.

O aumento na reserva espermatica testicular e na produgdo espermaética diaria
observado em S. lilium, no periodo chuvoso em relacdo a estacdo seca, pode indicar a
ocorréncia de uma recuperacdo do epitélio seminifero na estacdo chuvosa, logo apés o
periodo de acasalamentos, nos meses mais secos. A producdo espermatica diéria por
grama de testiculo de S. lilium (média de 209,6x10° células) representa um valor muito
acima do encontrado em animais como a onca pintada (16,9x10°, Costa et al., 2008 a
26,8x10°, Guido-Leite e Paula, 2003), a paca (39x10° Costa et al., 2010) e a cutia
(52x10°, Costa et al., 2010), 0 que também est4 de acordo com a afirmativa de Kenagy e
Trombulak (1986), de maior investimento em producdo espermatica em animais de
menor porte.

Pode-se concluir que S. lilium apresenta padrdo reprodutivo continuo ao longo das
estacOes seca e chuvosa no sudeste do Brasil. A espécie apresenta um dos maiores
comprimentos de tabulos seminiferos e producdo espermaética diéria ja registrados para
mamiferos. O elevado rendimento geral da espermatogénese observado e o grande
numero de células de Sertoli encontrados indicam uma baixa capacidade suporte por
parte destas células. O fato de cada célula de Sertoli ter suportado um nimero reduzido
de células germinativas, quando comparado a outros mamiferos, pode caracterizar uma
estratégia para minimizar as perdas celulares, j& que o rendimento geral da
espermatogénese foi elevado. Os maiores valores encontrados para a reserva
espermatica testicular e a producdo espermatica diaria por grama de testiculo na estacdo

chuvosa indicam uma recuperacao do epitélio seminifero apos a estacdo seca.
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Artigo 3

Caracterizacdo histomorfométrica do compartimento intertubular dos testiculos

do morcego Sturnira lilium (Chiroptera: Phyllostomidae)

Resumo

Objetivou-se neste estudo a caracterizacdo e quantificacdo dos elementos que compdem
0 compartimento intertubular dos testiculos do morcego Sturnira lilium, uma vez que
sdo escassas estas informag0es em morcegos. As coletas foram realizadas nas diferentes
estagBes climaticas anuais, sendo os animais divididos entre as estacdes seca e chuvosa.
Apds eutanasia, fragmentos testiculares foram fixados em Karnovsky e processados
histologicamente para analises morfométrica, sob microscopia de luz e ultraestrutural,
sob microscopia eletrénica de transmissdo. Amostras de sangue de cada animal foram
coletadas para dosagem de testosterona. As células de Leydig foram os principais
componentes do intertdbulo (83,2 %), seguidas pelos vasos sanguineos (8,5 %), tecido
conjuntivo (6 %) e espaco linfatico (2,3 %). A analise ultraestrutural permitiu evidenciar
goticulas lipidicas abundantes no citoplasma das células de Leydig, além de fibras
colagenas no tecido conjuntivo e espacos linfaticos de paredes delgadas, circundando os
tubulos seminiferos. Assim como seus percentuais, 0 volume de cada componente do
intertibulo no parénquima testicular ndo variou significativamente entre as estacoes
seca e chuvosa. As células de Leydig apresentaram didmetro nuclear maior na estacdo
chuvosa em relacdo a estacdo seca, assim como o volume nuclear, citoplasmatico e
volume celular total. A dosagem plasmatica de testosterona ndo apresentou variagdes
significativas ao longo do ano (21 ng/mL), assim como o nimero de células de Leydig
total (50x10°) ou por grama de testiculo (11x10°) e o indice Leydigossomatico (0,03 %).
Conclui-se que S. lilium apresenta grande investimento em tecido intertubular,
sobretudo em células de Leydig. Grande parte dos componentes intertubulares, bem
como 0s niveis de testosterona se mantiveram constantes ao longo do ano, contribuindo
deste modo, para a proposi¢do de um ciclo reprodutivo e androgénico continuo para esta
especie, no sudeste do Brasil.

Palavras-Chave: Reproducdo de morcegos, Célula de Leydig, Vasos sanguineos,

Espaco linfatico, Tecido conjuntivo.
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1. Introducéo

Os morcegos desempenham papel de extrema importancia na regulagdo dos
ecossistemas tropicais. Com seus diversificados habitos alimentares, atuam no controle
de pragas, na polinizacao e dispersdo de sementes, 0 que por sua vez tem papel crucial
para a manutencdo e recuperacdo florestal, incluindo o estabelecimento de espécies
pioneiras (Cole e Wilson, 1996; Mikich, 2002; Mikich, et al., 2005; Mello et al., 2008).
A espécie Sturnira lilium, que possui habito alimentar predominantemente frugivoro
(Reis et al., 2007), é uma importante polinizadora de algumas espécies de plantas
(Vieira e Carvalho-Okano, 1996). Sua forte preferéncia alimentar pelos frutos da familia
Solanaceae representa particular importancia para a reproducdo de algumas espécies,
que dependem dos morcegos para a polinizacao e dispersao de suas sementes (Marinho-
Filho e Vasconcellos-Neto, 1994; Sazima et al., 2003). Portanto, torna-se fundamental
que se conheca como esta espécie de morcego se reproduz, bem como se ha influéncia
de fatores ambientais sobre seu ciclo reprodutivo.

Os quirdpteros apresentam um diversificado conjunto de estratégias reprodutivas,
sendo sua reproducdo mais variada do que na maioria das outras ordens de mamiferos
(Crichton e Krutzsch, 2000). S&o citadas varia¢Bes regionais quanto ao periodo em que
se inicia o seu ciclo reprodutivo, sendo este diretamente influenciado por fatores como a
temperatura e a disponibilidade alimentar (Bronson, 1985; Mello et al., 2009). E
relatado para fémeas de S. lilium uma poliestria bimodal territério brasileiro, com duas
estacOes reprodutivas ao ano (Wilson, 1979; Kaku-Oliveira et al., 2010; Bernardi,
2011). Por outro lado, em machos foi citada espermatogénese anual continua por Taddei
(1976) no Brasil, e poliestria continua foi observada por Sanchez-Hernandez et al.
(1986) no México e por Pulchério-Leite (2008) no Brasil.

O conhecimento da funcdo reprodutiva de uma espécie pode ser obtido a partir da
quantificacdo histolégica das gbnadas, sendo este um requisito basico para estudos que
envolvam parametros reprodutivos (Paula et al., 2002). Assim, a aplicacdo da
morfometria testicular, com a compartimentalizacdo dos testiculos em seus
componentes basicos, tubulo e intertibulo, permite avaliar a atividade das células e sua
relagdo com a reproducdo do animal (Russell, et al. 1990; Azevedo et al., 2010).

Enquanto no compartimento tubular estdo localizadas as células da linhagem
espermatogénica, no compartimento intertubular ha predominancia das células de
Leydig, que tém importante funcdo androgénica (Fawcett et al., 1973; Payne et al.,

1996). Deste modo, a quantificacdo destas Ultimas permite inferir sobre a dindmica
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gonadal e até mesmo sobre a libido do animal, ja que é a testosterona, seu principal
produto de secrecdo, o horménio responsavel por desencadear, dentre outros fatores, o
comportamento reprodutivo do animal (Payne et al., 1996; Ye et al., 2011). Mudancas
na histologia das células de Leydig foram descritas no morcego Myotis lucifugus
lucifugus, no nordeste dos Estados Unidos e correlacionadas as variacfes sazonais nas
concentragfes plasmaéticas de testosterona (Gustafson, 1987). Integram ainda o
compartimento intertubular os vasos sanguineos, linfaticos e uma populacdo celular
variavel no tecido conjuntivo, constituida principalmente de fibroblastos e macréfagos
(Russell et al., 1990; Setchell, 1991). Estes componentes usualmente ndo apresentam
alteraces numeéricas significantes (Fawcett et al., 1973) dentro da mesma espécie.
Objetivou-se, portanto, realizar a caracterizagdo morfoldgica e morfométrica do
compartimento intertubular dos testiculos de S. lilium, bem como dosagem hormonal de
testosterona. As avalia¢bes foram realizadas ao longo de um ano, a fim de acompanhar a
atividade reprodutiva destes animais frente as diferentes estacfes climéticas anuais, com
0 proposito de verificar se ha influéncia sazonal no ciclo reprodutivo de machos dessa

especie.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

Os animais foram capturados no municipio de Vicgosa, regido da Zona da Mata,
sudeste do estado de Minas Gerais (Licenca: ICMBio/IBAMA - n° 214887-1), no
Campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O municipio de Vicosa esta
localizado a 20°45'14”S e 42°52'53”W, a uma altitude média de 650 m. Esta regido é
caracteristicamente montanhosa, inserida no bioma da Mata Atlantica, cujo clima € do
tipo Cwa (mesotérmico, Umido com verdes chuvosos e invernos secos), segundo a
classificacdo de Kdppen. Apresenta déficit hidrico no periodo de maio a setembro e
excedente de precipitacdo entre dezembro e marco (Golfari, 1975). As médias anuais
registradas no periodo de coletas para precipitacdo pluviométrica, temperatura e
umidade relativa do ar foram, respectivamente, 0,91 mm, 18 °C e 78 % na estacdo seca
(abril a setembro) e 7,20 mm, 23 °C e 79 % na estacdo chuvosa (outubro a margo)
(Fonte: Estagdo Meteoroldgica do Departamento de Engenharia Agricola da

Universidade Federal de Vigosa).
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Foram capturados 14 morcegos da espécie Sturnira lilium, machos adultos,
utilizando-se redes de neblina armadas proximo aos seus abrigos. As capturas foram
realizadas ao longo das diferentes estacBes climaticas dos anos de 2009 e 2010, sendo
0s animais agrupados nas estacbes seca (n=7) e chuvosa (n=7). A identificacdo de
animais adultos foi feita baseando-se na observacao da fuséo da cartilagem epifisaria do
quarto dedo, na juncdo metacarpo-falangeal, segundo Kunz e Anthony (1982).

Os animais foram abrigados em gaiolas e receberam frutas (mamao ou banana) e
agua ad libitum, desde a captura até a eutanasia, que foi realizada na manha seguinte a
noite da captura. A eutanasia foi feita por injecdo de Pentobarbital S6dico (Nembutal),
na concentracdo de 40 mg/Kg via intraperitoneal, seguida por injecdo de solucdo
saturada de Cloreto de Potéssio (Autorizacdo: CEUA/UFV —n° 93/11). No momento da
eutanasia o sangue de cada animal foi coletado e armazenado em tubos heparinizados,
os quais foram posteriormente centrifugados para separacdo do plasma (2000 rpm/ 15
min), que foi congelado a -20 °C até o momento da dosagem de testosterona. Os

animais foram pesados e seus testiculos removidos.

2.2. Processamento histolégico

Para analises morfoldgicas e morfométricas sob microscopia de luz, os testiculos
foram fixados por imersdo em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 h e
transferidos para etanol 70 %. Os testiculos foram pesados e a albuginea de um deles foi
removida e pesada, sendo seu peso descontado do peso gonadal para calculo do volume
do parénquima testicular (peso liquido testicular). Como a densidade do testiculo é em
torno de 1, o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume (Johnson et al.,
1981; Costa et al., 2011). Fragmentos testiculares foram desidratados em série etandlica
crescente, procedendo-se a inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin, Leica®). Foram
obtidas sec¢Oes semisseriadas de 3 um de espessura em micrétomo rotativo (Leica
RM2255), respeitando-se um intervalo de 40 um entre os cortes analisados. As
preparacdes foram coradas com azul de toluidina/borato de s6dio 1 % e as andlises
morfometricas foram feitas a partir de imagens capturadas em fotomicroscéopio
Olympus BX-40 utilizando-se o software Image-Pro Plus®.

Para anéalise ultraestrutural, fragmentos testiculares foram fixados em solugdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 1 h e depois transferidos para solucdo de
glutaraldeido 2,5 % por 23 h. Ap6s lavagem em tampdo fosfato, as amostras foram pos-

fixadas em tetroxido de 6smio 1 % no mesmo tampédo por 2 h. A desidratacdo foi
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realizada em etanol e acetona, seguindo-se a inclusdo em resina Epon 812. Cortes
ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados
em microscépio eletrénico de transmissdo (Jeol 1011), no Nucleo de Microscopia e
Microanalise da UFV.

2.3. Biometria e morfometria testicular

As proporcdes volumétricas entre tabulos seminiferos e intertubulo foram
estimadas contando-se 3.520 pontos projetados sobre 10 imagens para cada animal. O
volume destes componentes foi estimado a partir do conhecimento do percentual
ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento do volume do parénquima
testicular.

Foram projetados 1.000 pontos sobre o compartimento intertubular, sendo
registrados os pontos coincidentes sobre ndcleo e citoplasma de células de Leydig,
vasos sanguineos, espaco linfatico e tecido conjuntivo. Foram calculados os percentuais
de cada componente no intertibulo (n° de pontos contados sobre o elemento x 100 /
1000) e nos testiculos (% intertibulo x % do elemento no intertabulo / 100). O volume
que cada elemento ocupa no parénquima testicular foi obtido multiplicando-se o
percentual deste elemento no testiculo pelo peso liquido testicular, dividindo-se este
valor por 100.

Para cada animal, 30 nucleos de células de Leydig foram medidos em seu
didametro escolhendo-se os nucleos que apresentaram contorno circular, cromatina
perinuclear e nucléolos evidentes.

Foram calculados os volumes nuclear (VN), citoplasmético (VC) e o volume de
cada célula de Leydig por animal, sendo os valores expressos em pm® O volume
nuclear foi obtido a partir da formula: VN = 4/3 1R3 onde R = raio nuclear. Para
céalculo do volume citoplasmaético utilizou-se a formula: VC = % citoplasma x VN / %
nacleo. Finalmente o volume celular foi obtido somando-se 0 VN e 0 VVC.

Para célculo do numero total de células de Leydig (TCL) dividiu-se o volume
total dessas células por parénquima testicular (um®) pelo volume de cada célula de
Leydig (um®). Para a estimativa do nimero destas células por grama de testiculo
dividiu-se TCL pelo peso gonadal total.

O indice Leydigossomatico (ILS) foi calculado a fim de se quantificar o

investimento em células de Leydig em relacdo a massa corporal, utilizando-se a
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formula: ILS = volume total de célula de Leydig por parénquima testicular / PC x 100,
onde PC = peso corporal.
2.4. Dosagem de testosterona

A concentracdo plasmatica de testosterona foi obtida pelo método de
quimiluminescéncia, utilizando-se kit Access® Testosterone (Beckman, USA) sendo as
leituras realizadas em Beckman Coulter — Access 2® (Beckman, USA). Os resultados

foram expressos em ng/dL.

2.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica descritiva, e as
médias obtidas para a morfometria testicular entre as estacfes seca e chuvosa foram
comparadas pelo Teste t de Student para amostras independentes (STATISTICA). Os
resultados foram expressos em média £ desvio-padréo (DP).

3. Resultados

A Tabela 1 contém as médias para cada estacdo, referentes ao peso corporal e
percentuais de tObulos seminiferos e intertibulo, bem como quanto as proporcoes
volumétricas dos componentes do intertibulo, nos testiculos de Sturnira lilium. Neste
estudo, seu parénquima testicular apresentou-se composto por 85 % de tabulos
seminiferos e 15 % de intertibulo, considerando-se todas as estacdes do ano. O
compartimento intertubular de S. lilium apresentou-se composto por células de Leydig,
vasos sanguineos, vasos ou espacos linfaticos e tecido conjuntivo (Fig. 1).

O intertdbulo de S. lilium assemelha-se aquele do Tipo Il da classificacdo de
Fawcett (Fig. 1). As células de Leydig, que predominaram no intertdbulo, apresentaram
nucleo com formato usualmente arredondado e grande quantidade de goticulas lipidicas
em seu citoplasma (Fig. 1c e Fig. 2b-d). Vasos sanguineos foram o segundo elemento
mais abundante, sendo o restante do intertubulo representado por escassos espacos
linfaticos e tecido conjuntivo, 0s quais, em conjunto, foram responsaveis por cerca de 8
% do intertibulo (Fig. 1 e Fig. 2). Em algumas secgOes intertubulares observou-se
tecido conjuntivo com aspecto edemaciado, com estreitos vasos linfaticos formando

uma malha frouxa entre as células de Leydig ou proximo a tanica propria que delimita o
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compartimento tubular. Esses vasos possuem paredes delgadas, além de apresentarem
usualmente uma coloragdo mais escura sob microscopia de luz, o que os diferencia dos
vasos sanguineos (Fig. la-b e Fig. 2a-b). Adicionalmente, pode ser observada a
presenca de heméacias em alguns vasos sanguineos. Fibroblastos também foram
visualizados, bem como fibras coladgenas proximas a eles (Fig. 1c e Fig. 2c). Assim
como seus percentuais, o volume de cada compartimento testicular e o volume total de
cada componente do intertubulo no parénquima testicular ndo apresentaram variagdes

significativas entre as estagdes seca e chuvosa (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal, percentuais dos componentes do parénquima testicular e
percentuais de células de Leydig, vasos sanguineos, espacos linfaticos e tecido
conjuntivo no intertdbulo, no testiculo e seus volumes por parénquima testicular em

Sturnira lilium. MédiaxDP.

Pardmetros EstacBes do ano
Estacdo seca Estacdo chuvosa Média

Peso corporal (g) 22,58+1,22° 24,08+1,93% 23,33£1,74
Tubulos seminiferos (%) 85,38+5,4% 84,64+9,75° 85,01+7,60
Intertibulo (%) 14,62+5,45% 15,37+9,73% 14,99+7,59
Volume dos tibulos seminiferos (mL) 0,04+0,01% 0,06+0,04% 0,05+0,03
Volume do interttbulo (mL) 0,006+0,002* 0,007+0,001% 0,007x0,002
Percentual no intertabulo (%)

Célula de Leydig 84,17+6,37° 82,21+9,37% 83,19+7,76

Vaso sanguineo 9,09+2,90% 7,96+2,99° 8,52+2,89

Espaco linfatico 1,26+1,57° 3,36+5,16% 2,31+3,82

Tecido conjuntivo 5,49+2,90% 6,47+3,65% 5,98+3,21
Percentual no parénquima testicular (%)

Célula de Leydig 12,56+5,23? 13,28+9,04 2 12,92+7,11

Vaso sanguineo 1,21+0,26° 1,09+0,70° 1,15+0,51

Espaco linfatico 0,11+0,10% 0,32+0,29° 0,22+0,24

Tecido conjuntivo 0,73+0,33% 0,80+0,46° 0,76+0,39
Volume total por parénquima testicular (L)

Célula de Leydig 5,89+2,46% 9,01+6,14° 7,45+4,78

Vaso sanguineo 0,57+0,12° 0,74+0,48° 0,65+0,35

Espaco linfatico 0,05+0,05* 0,21+0,20% 0,13+0,16

Tecido conjuntivo 0,34+0,16° 0,54+0,31% 0,44+0,26

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa (p>0,05).
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Figura 1: Compartimento intertubular do morcego Sturnira lilium. a) »: Nucleo de

célula de Leydig; C: Citoplasma de célula de Leydig; »: Vaso sanguineo; . Espaco
linfatico; “¢: Tecido conjuntivo; =: Célula midide na tanica propria; CT:
Compartimento tubular. Microscopia de luz, barra 20 pm. b) *: Espaco linfatico
peritubular; =: Vaso sanguineo; C: Citoplasma de célula de Leydig; CT:
Compartimento tubular. Microscopia de luz, barra 30 um. c) »: Nucleo da célula de
Leydig; C: Citoplasma da célula de Leydig; —: Goticulas lipidicas no citoplasma da
célula de Leydig; FC: Fibras coladgenas no tecido conjuntivo; =: Célula midide na
tnica prépria; CT: Compartimento tubular. Microscopia eletrénica de transmisséo,

barra 7 um.

As células de Leydig apresentaram variacbes no didmetro nuclear (Tabela 2),
sendo os valores encontrados na estacdo chuvosa maiores que aqueles observados na
estacdo seca (p<0,05). Ndo houve variagdo significativa quanto aos percentuais de
nucleo e citoplasma dessas células, porém os volumes nucleares e citoplasmaticos
seguiram o encontrado para o diametro nuclear, com suas médias significativamente
maiores na estacdo chuvosa em relacdo a estacdo seca. Consequentemente, o volume
individual da célula de Leydig também se mostrou maior na estacdo chuvosa em relacéo
a seca, embora seu volume total por parénquima testicular ndo tenha sofrido alteracdes,
conforme apresentado anteriormente na Tabela 1. Do mesmo modo, o ndmero total de
células de Leydig, tanto por testiculo quanto por grama de testiculo, ndo apresentou
variacdo entre as estacdes do ano. Assim, encontrou-se em média 49,9x10° células de
Leydig por testiculo e 11,30x10 células de Leydig por grama de testiculo de S. lilium.
O indice Leydigossomatico médio foi de 0,03 %, sem varia¢des significativas entre as

estacoOes.
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Figura 2: Ultraestrutura dos componentes do compartimento intertubular do morcego

Sturnira lilium. a) = Espaco linfatico; =: Célula midide na tunica prépria; CT:
compartimento tubular. Barra: 5 um. b) ®: Vaso sanguineo; —: Goticulas lipidicas no
citoplasma da célula de Leydig. Barra: 2,5 um. c) »: Ndcleo de célula de Leydig; —:
Goticulas lipidicas no citoplasma da célula de Leydig; F: Ndcleo de fibroblasto; C:
Fibras colagenas no tecido conjuntivo intertubular. Barra: 2,5 um. d) A: Citoplasma de
célula de Leydig; —: Goticulas lipidicas no citoplasma da célula de Leydig. Barra: 3

pm.
A dosagem plasmatica de testosterona ndo apresentou variacdes significativas ao

longo do ano, variando de 7 a 62 ng/dL na estacdo seca e de 8 a 26 ng/dL na estagédo

chuvosa (Tabela 2).
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Tabela 2. Morfometria das células de Leydig, indice Leydigossomatico e niveis de

testosterona em Sturnira lilium. Média + DP.

Parametros EstacBes do ano
Seca Chuvosa Média

Diametro nuclear (um) 6,81+0,52" 7,62+0,43% 7,21+0,62
Percentual do ntcleo (%) 15,34+3,77° 13,30+1,81° 14,32+3,03
Volume do niicleo (um®) 167,80+36,55°  233,44+40,22°  200,62+50,23
Percentual do citoplasma (%) 84,66+3,77° 86,70+1,81° 85,68+3,03
Volume do citoplasma (um?) 1004,44+380,16"  1549,03+346,58* 1276,73+449,43
Volume individual da célula (um3) 1172,24+413,03"  1782,474375,30* 1477,35+493,96
N° total de células de Leydig (x10°) 53,29+22,28° 46,55+25,02° 49,92+23,03
N° de células de Leydig / g / testiculo (x10") 11,99+6,98°% 10,62+9,04 11,30+7,79
indice Leydigossomatico (%) 0,03+0,01% 0,04+0,03% 0,03+0,02
Testosterona plasmatica (ng/mL) 26,44+21,18% 15,33+7,54° 20,89+7,85

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05).

4. Discussao

Sdo escassos 0s trabalhos acerca da organizacdo e quantificacdo dos componentes
testiculares em morcegos, sobretudo acompanhando-se suas varia¢des ao longo do ano.
Esta quantificacdo, através da obtencdo dos percentuais e da volumetria dos
componentes testiculares, é fundamental para o conhecimento da atividade reprodutiva
da espécie.

Funcionalmente, o testiculo dos mamiferos é dividido em dois compartimentos: o
tubular, responsavel pela funcdo espermatogénica e o intertubular, responsavel pela
funcdo androgénica. O percentual representado pelo intertibulo dentro do parénquima
testicular apresenta variacdes entre espécies. O valor encontrado em S. lilium (média de
15 %) foi préximo ao encontrado em morcegos Molossus molossus (11 %, Morais,
2008) e Artibeus lituratus (10 %, Miranda, 2012) e também no cachorro do mato (12 %,
Caldeira et al., 2010), estando porém bem abaixo dos 47 % reportados para a capivara
(Paula et al., 2002).

O compartimento intertubular de S. lilium apresentou-se morfologicamente
semelhante ao descrito para outros mamiferos, sendo constituido por células de Leydig,
vasos sanguineos, vasos ou espacos linfaticos e tecido conjuntivo. Segundo Fawcett et
al. (1973), ha trés padrGes gerais de organizagdo do compartimento intertubular,
baseado na abundancia e disposicao de seus elementos. A organizacéo dos elementos do
intertibulo observada em S. lilium, com predominio de células de Leydig em aspecto
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epitelioide, escassos tecido conjuntivo, espacos linfaticos e vasos sanguineos, se
assemelha a categoria Il de Fawcett, onde as células de Leydig representam de 20 a 60
% do intertdbulo, sendo este padrdo encontrado em animais como o porco doméstico,
gambé e rato-toupeira-pelado, dentre outros (Fawcett et al., 1973). Na espécie em
estudo, essas céelulas ocuparam mais de 80 % do intertbulo, semelhante ao observado
nos morcegos M. molossus (87 %, Morais, 2008) e A. lituratus (83 %, Miranda, 2012) e
muito acima do observado no gato e na capivara, cujo percentual no intertbulo variou
de 6 a 30 % (Franca e Godinho, 2003; Costa et al., 2006).

O percentual dos demais componentes do intertabulo, assim como seus volumes
por parénquima testicular foram semelhantes ao observado em M. molossus (Morais,
2008), o qual também se assemelha & terceira categoria de classificagdo do
compartimento intertubular descrita por Fawcett et al. (1973). Estes percentuais diferem
do encontrado em felinos como a jaguatirica, que se enquadra na categoria Il, onde o
componente intertubular predominante é o tecido conjuntivo (Sarti et al., 2011), e na
capivara, pertencente a categoria I, onde o componente intertubular predominante € o
espaco linfatico (Costa et al., 2006).

Quanto aos percentuais que 0s componentes intertubulares representam dentro do
parénquima testicular, observou-se que as células de Leydig (13 %) e 0s espagos
linfaticos (0,2 %) encontram-se dentro da media observada para animais como o gato
doméstico, o javali e a capivara, além de outras espécies de morcegos. As variaces
registradas para o percentual de células de Leydig nestes animais foram de 6,0 a 31,1 %,
e para o espaco linfatico, de 0,2 a 2,5 % (Franca e Godinho, 2003; Almeida et al., 2006;
Costa et al., 2006; Morais, 2008; Miranda, 2012). O percentual de vasos sanguineos em
S. lilium (1,1 %) foi semelhante ao encontrado em A. lituratus (1,0 %, Miranda, 2012),
enguanto o percentual de tecido conjuntivo (0,7 %) esteve mais proximo ao observado
em M. molossus (0,4 %, Morais, 2008) e bem abaixo do encontrado em outras ordens de
mamiferos, onde a média registrada para o tecido conjuntivo varia de 3 a 7 % (Franca e
Godinho, 2003; Almeida et al., 2006; Costa et al., 2006).

A presenca de goticulas lipidicas dispersas pelo citoplasma das células de Leydig
foi também observada na onca e em outras espécies de morcegos (Ohata, 1979; Morais,
2008; Azevedo et al., 2008) e constitui fonte de precursores para a biossintese de
androgenos (Russell, 1996), ja que estas células séo responsaveis pela fungdo enddcrina
testicular (Ye et al., 2011). Sabe-se que as células de Leydig podem apresentar
caracteristicas  diferenciadas em morcegos hibernantes, sofrendo hipertrofia,

acumulando goticulas lipidicas e aumentando as membranas do reticulo endoplasmatico
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em seu citoplasma durante a estacdo de acasalamento, contrastando com a regressdo
destas células, com diminuicdo das estruturas citoplasmaticas e aumento de granulos de
lipofucsina no periodo de hibernagdo (Loh e Gemmell, 1980; Gustafson, 1987).

A grande variacdo observada quanto ao percentual de células de Leydig no
intertibulo e nos testiculos de diferentes espécies de mamiferos, assim como quanto ao
percentual do compartimento intertubular, pode estar relacionado, dentre outros fatores,
ao sistema de acasalamento apresentado pelo animal (Kenagy e Trombulak, 1986).
Assim, é coerente que animais de comportamento poliginico, como a capivara e 0
morcego (Paula et al., 2002; Morais, 2008), apresentem maior investimento
androgénico quando comparados a espécies monogamicas, como o cachorro do mato e
o0 veado-catingueiro (Caldeira et al., 2010; Costa et al., 2011). Esta caracteristica reflete
na formacdo de pares ou de haréns, estes observados em morcegos e capivara, que
apresentam uma organizacdo com hierarquia social composta por um macho dominante
que poderd copular com vérias fémeas. Assim, esses animais necessitam de alta
concentracdo de testosterona para manutencao da libido e assegurar a defesa do harém
(Paula et al., 2002).

Foi demonstrado em coelhos que 0s niveis plasmaticos de testosterona estiveram
altamente correlacionados com o percentual e volume nuclear de células de Leydig,
bem como quanto ao seu numero por testiculo e por grama de testiculo (Castro et al.,
2002). Em capivaras, 0s niveis de testosterona apresentaram alta correlagdo com o
volume individual dessas células (Costa e Paula, 2006). Assim, os maiores valores
observados para o diametro nuclear e para os volumes nuclear e citoplasmatico, bem
como para o volume individual da célula de Leydig na estacdo chuvosa em relacéo a
estacao seca, poderiam estar relacionados ao maior investimento androgénico nos meses
chuvosos. No entanto, a dosagem de testosterona em S. lilium ndo revelou diferencas
significativas entre as estagdes, observando-se 0 mesmo para 0 nimero de células de
Leydig por testiculo e por grama de testiculo. De fato, segundo Ewing et al. (1979), as
variacdes na secrecdo de testosterona resultam mais da capacidade individual das
células de Leydig em secretar testosterona do que de diferencas do volume total das
mesmas no testiculo. Esta capacidade, por sua vez, esta altamente associada com a
quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente no citoplasma da célula de Leydig
(Zirkin et al., 1980).

Observou-se no morcego Pteropus poliocephalus que a concentragcdo de
testosterona foi significativamente maior dentro da estacdo de acasalamento em relagéo

ao periodo de recrudescéncia testicular. Seus niveis, porém néo variaram a medida que
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o ciclo reprodutivo progrediu (McGuckin e Blackshaw, 1991). Como S. lilium néo
apresenta um periodo de regressdo testicular, como ocorre em outras espécies (Loh e
Gemmell, 1980; Gustafson, 1987; McGuckin e Blackshaw, 1991), é coerente que a
concentracdo plasmatica de testosterona permaneca constante ao longo do ano.

O grande desvio padrdo observado nos niveis plasmaticos de testosterona pode
estar relacionado & secrecdo pulsatil desse horménio (Moreira et al.,, 1981).
Adicionalmente, esta caracteristica poderia ser normal entre animais que vivem em
sistemas de haréns, como € o caso de S. lilium. Isto possivelmente ocorre porque
existem machos dominantes, que tém preferéncia a copula em relacdo aos machos
subordinados, conforme descrito por McCracken e Wilkinson (2000). Portanto,
diferentes niveis de producgdo de testosterona podem ser esperados entre estes animais,
que ocupam diferentes posicBes na hierarquia do grupo.

Uma vez que o namero de células de Leydig por testiculo pode apresentar grandes
variacdes interespecificas, devido as diferencas encontradas para o tamanho testicular, é
calculado o nimero destas células por grama de testiculo, o que permite comparagdes
entre diferentes espécies. O nimero de células de Leydig por grama de testiculo
encontrado em S. lilium (media de 11x10" células) esteve acima da média observada
para outros animais, como o cavalo (Franga e Russell, 1998), javali (Almeida et al.,
2006) e morcego (Morais, 2008), onde a média varia de 18x10° a 157x10° células. Em
S. lilium, o volume dessas células, cuja média foi de 1.477 um®, permaneceu dentro da
ampla faixa de 356 a 2.578 um®, previamente registrada para outros animais (Franca e
Russell, 1998; Franca e Godinho, 2003; Barros, 2005; Costa e Paula, 2006; Azevedo et
al., 2008; Morais, 2008; Sarti et al., 2011).

O indice Leydigossomatico é calculado para quantificar o investimento em células
de Leydig com relacdo a sua massa corporal (Costa et al., 2006). Em S. lilium este
indice (média de 0,03%) foi semelhante ao observado em outras espécies de morcego
(0,04 % em M. molossus, Morais, 2008 e 0,03 % em A. lituratus, Miranda, 2012) e na
capivara (0,03 %, Costa et al., 2006). Por outro lado, em animais solitarios como a
jaguatirica, onde machos e fémeas unem-se apenas na época reprodutiva (Emmons e
Ferr, 1990), este indice é usualmente mais baixo (0,003 %, Sarti et al., 2011).

Os valores relativos a morfometria do compartimento intertubular e a
concentracdo plasmatica de testosterona em S. lilium indicam que esta espécie apresenta
padrdo reprodutivo continuo, na referida area de estudo. Este padrdo foi também
reportado para a mesma especie por Pulchério-Leite (2008), com base em observacoes

de caracteristicas externas dos animais, como a presenca de testiculos escrotados,
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fémeas gestantes e/ou lactantes, estros recorrentes, ocorréncia de filhotes em diferentes
periodos do ano além de histologia das gbnadas e epididimo, sugerindo poliestria
continua para essa espécie. De modo semelhante, Barros (2011) ndo detectou grandes
flutuacGes nas reservas energéticas desta espécie ao longo do ano, o que indicaria a
ocorréncia de eventos reprodutivos durante todo o ano, ja que a disponibilidade de
alimentos e a existéncia de reservas energeéticas estdo entre os fatores mais importantes
para desencadeamento do ciclo reprodutivo nos animais (Kunz et al., 1998; Srivastava e
Krishna, 2008).

Conclui-se que S. lilium apresenta grande investimento em tecido intertubular,
sobretudo em células de Leydig, ndo apresentando variagdes histomorfométricas
sazonais na maioria dos componentes do intertdbulo. A testosterona se manteve
constante em todo o periodo contribuindo, deste modo, para um ciclo reprodutivo e

androgénico continuo em animais capturados no sudeste do Brasil.
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Conclusodes Gerais

Conclui-se que o morcego Sturnira lilium apresenta:

Organizacdo geral do parénquima testicular semelhante ao descrito para os demais
mamiferos ndo-primatas;

Um dos maiores comprimentos de tubulos seminiferos e produgéo espermaética diéria
ja registrados;

Maiores valores para a reserva espermatica testicular e producdo espermaética diéria
durante a esta¢do chuvosa;

Elevado rendimento geral da espermatogénese e grande nimero de células de Sertoli,
com baixa capacidade suporte por parte destas células;

Estadios que compdem o ciclo do epitélio seminifero semelhante ao descrito para 0s
demais mamiferos, segundo 0 método da morfologia tubular;

Ciclo espermatogénico de menor duracdo entre os mamiferos;

Grande investimento androgénico com maior percentual do intertibulo ocupado
pelas células de Leydig, estando coerente com o sistema de haréns, comum nesta
especie;

Dosagem hormonal de testosterona constante ao longo do ano;

Padrdo reprodutivo continuo ao longo das estacdes seca e chuvosa no sudeste do

Brasil.
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