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RESUMO

MORAIS, Danielle Barbosa. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2008.
Morfologia e morfometria testicular em morcego insetivoro (Molossus
molossus, Pallas, 1776 Chiroptera: Molossidae). Orientador: Sérgio Luis
Pinto da Matta. Co-Orientadores: Mariella Bontempo Duca Freitas e Tarcizio

Anténio Régo de Paula.

Foram aplicadas analises morfométricas testiculares a fim de inferir sobre a
dinamica gonadal e capacidade reprodutiva do morcego insetivoro Molossus
molossus no sudeste de Minas Gerais, Brasil, capturados ao longo das quatro
estagdes climaticas anuais, de 2007 a 2008. Apos eutanasia dos animais os tecidos
foram coletados e preparagdes histoldgicas incluidas em metacrilato foram avaliadas
sob microscopia de luz. Foi obtida a proporgéao entre os elementos que constituem o
parénquima testicular utilizando-se o software Image Pro Plus. A partir de entédo
diversos parametros gonadais foram calculados. O percentual do parénquima
testicular ocupado pelos tubulos seminiferos foi significativamente maior no outono e
inverno em relacdo ao verao, refletindo diretamente no percentual ocupado pelo
intertubulo, que por sua vez foi maior no verdo em relagédo ao outono e inverno. O
indice tubulossomatico foi menor no verdo, assim como os percentuais do
compartimento tubular ocupados por lUmen e tunica propria, € o didmetro tubular,
que foi menor nesta estagao em relagdo ao outono e inverno e maior no outono em
relagdo a primavera. O percentual dos testiculos representado pelo intertubulo foi
maior no verao, assim como o percentual ocupado por células de Leydig (CL) em
relagdo ao outono e inverno. O percentual das CL representado pelo nucleo foi
maior no inverno, enquanto o percentual de citoplasma foi menor nesta estacao.
Observou-se maiores volumes citoplasmaticos e de CL a partir da primavera, com
maiores valores no outono. Analises de correlagao realizadas entre a morfometria
testicular e fatores abidticos ambientais confirmaram a influéncia de fatores
climaticos sobre a reprodugcao de M. molossus machos. O aumento de parametros
morfométricos tubulares observado no outono, como o didmetro dos tubulos
seminiferos, indica maior atividade espermatogénica nesta estacdo. O maior
investimento em tecido intertubular e em CL no verdo e o aumento nos volumes

citoplasmatico e total de CL no outono indicam maior capacidade androgénica

Xii



nestas estagbes. Embora espermatides alongadas estivessem presentes no lumen
testicular, assim como espermatozoéides no epididimo durante todo o ano, conclui-se
que M. molossus machos apresentam sazonalidade reprodutiva com alta
capacidade espermatogénica no outono e picos de atividade androgénica no verao e
outono, comprimento tubular muito acima da média de todos os mamiferos ja
estudados, uma das maiores propor¢des de tubulos seminiferos, e padrao testicular

caracteristico da maioria dos mamiferos.
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ABSTRACT

MORAIS, Danielle Barbosa. M.Sc. Federal University of Vigosa, August of 2008.
Testicular morphometry and morphology in insectivorous bat (Molossus
molossus, Pallas, 1776 Chiroptera: Molossidae). Adviser: Sérgio Luis Pinto
da Matta. Co-Advisers: Mariella Bontempo Duca Freitas and Tarcizio Antonio
Régo de Paula.

Testicular morphometric analysis have been implemented in order to infer on the
gonadal dynamics and reproductive capacity of the insectivorous bat Molossus
molossus in the southeast of Minas Gerais, Brazil, collected during the four annual
climatic seasons, from 2007 to 2008. After euthanasia animal tissues were collected
and included in methacrylate, and histological preparations were evaluated in light
microscopy. The ratio between the elements that constitute the testicular
parenchyma was obtained using the software Image Pro Plus. So various gonadal
parameters were calculated. The percentage of testicular parenchyma occupied by
seminiferous tubules was significantly higher in fall and winter for the summer,
reflecting directly on the percentage occupied by intertubular compartment, which in
turn was higher in the summer for the fall and winter. The tubulosomatic index was
lower in summer, as well as the percentage of the tubular compartment occupied by
lumen and tunica propria, and the tubular diameter, which was lower in this station
for the fall and winter and highest in the fall for the spring. The percentage of testes
represented by the intertubular compartment was higher in the summer, as the
percentage occupied by Leydig cells (LC) for fall and winter. The percentage of LC
represented by the nucleus was greater in winter, while the percentage of cytoplasm
was lower in this season. There was greater volume cytoplasmatic and of LC from
the spring, with higher values in the fall. Analysis of correlation between the testicular
morphometry and abiotic environmental factors confirmed the influence of climatic
factors on the reproduction of males M. molossus. The increase of various tubular
morphometric parameters observed in the fall, as well as the diameter of the
seminiferous tubules, indicating increased of spermatogenic activity in this season.
The greater investment in intertubular tissue and LC in the summer and the increase
in cytoplasmatic and total of LC volume in the fall indicate greater androgenic

capacity in those seasons. Although elongated spermatids were present in the
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testicular lumen, as well as spermatozoa in the epididymis throughout the year, we
concluded that male M. molossus presents reproductive seasonality with high
spermatogenic capacity in the fall and peaks of androgenic capacity in the summer
and fall, tubular length far above the average of all mammals already studied, one of

the largest proportions of seminiferous tubules, and testicular pattern characteristic of
most mammals.
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1. INTRODUCAO

Morcegos (Mammalia, Chiroptera) sdo encontrados em todos os continentes,
em regides tropicais e temperadas, sendo reconhecidamente importantes na
regulagcado dos ecossistemas tropicais como a Mata Atlantica. No Brasil constituem o
segundo maior grupo de mamiferos em riqueza de espécies (Reis et al., 2007),
representando em algumas areas 50% das espécies de mamiferos (Patterson e
Pascual, 1972; Timm, 1994).

Estes animais merecem especial atencado, principalmente por atuar de
diversas maneiras no ambiente, seja como dispersores de sementes, ou como
agentes polinizadores, agentes controladores de populagdes de insetos e vetores de
zoonozes. Além disso, possuem caracteristicas exclusivas que os tornam alvo de
grande interesse cientifico, por serem os unicos mamiferos voadores e, portanto,
possuirem grande facilidade de dispersdo e uma fisiologia uUnica adaptada ao véo.
Possuem habito noturno e apresentam uma diversidade de habitos alimentares sem
precedentes dentre os mamiferos (Altringham, 1998; Reis et al., 2007).

A biologia reprodutiva de morcegos pode ser tao variavel quanto os habitos
que eles apresentam. Dependendo de seu tipo de habitat, da localizagado deste, do
abrigo, das condi¢gdes climaticas e da disponibilidade de alimentos, diferentes
espécies apresentam diferentes estratégias reprodutivas (Pirlot, 1967; Dweyr, 1970).
E fato ainda que o periodo reprodutivo seja uma fase critica para a maioria dos
organismos e condicbes ambientais e fatores enddgenos, estdao fortemente
associados com a reprodu¢cdo em morcegos (Neuweiler, 2000).

Em regibes tropicais, o ciclo reprodutivo esta fortemente associado a estagao
chuvosa. Fatores climaticos combinados, como temperatura e precipitagao
pluviométrica, influenciam a disponibilidade de alimento, o que interfere diretamente
no ciclo reprodutivo dos morcegos (Fleming et al., 1972; Racey, 1982).

Morcegos insetivoros apresentam padrao reprodutivo tipicamente monoestral.
No entanto, em espécies onde a disponibilidade de alimento ndo esta sujeita a
variagdes sazonais, pode-se observar poliestria, com picos de nascimento duas
vezes ao ano (Fleming et al., 1972; La Val e Fitch, 1977).

O morcego insetivoro Molossus molossus apresenta ampla distribuigdo pelo
Brasil. Fabian e Marques (1989), estudando a biologia reprodutiva desta espécie no

estado do Ceara, a definiu como poliéstrica sazonal. Ja Pacheco (2001), estudando



a mesma espécie no estado do Rio Grande do Sul, a definiu como monoestral
sazonal, citando ainda que os machos apresentavam espermatozoides no epididimo
durante todas as estacdes do ano.

Nao foram encontrados na literatura consultada trabalhos que descrevessem
os padrdoes de espermatogénese nesta espécie no Brasil, ou mesmo em outras
areas de sua ocorréncia. O conhecimento da funcéao testicular por meio de medidas
morfométricas, aliadas a morfologia das génadas, permite inferir sobre a dinamica
gonadal e consequente capacidade reprodutiva do animal, fornecendo desta forma
informacbdes acerca de seu ciclo reprodutivo, bem como sobre sua variagao

reprodutiva sazonal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia, origem e evolucdo dos morcegos

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera (do grego cheir — mao e pteron —
asa) (Reis et al, 2007), e constituem um dos grupos de mamiferos mais
diversificados do mundo, com 18 familias, 202 géneros e 1024 espécies (Simmons,
2005; IUCN, 2008), o que representa aproximadamente 22% das espécies de
mamiferos conhecidas atualmente (Wilson e Reeder, 2005).

A ordem Chiroptera é dividida em duas subordens: Megachiroptera e
Microchiroptera. Os megaquirdpteros ocorrem nas regides tropicais da Africa, india,
sudeste da Asia e Australia (Fenton, 1992). Seu peso corporal pode ultrapassar 1,5
Kg, com envergadura de 1,7 a 2 m (Taddei, 1976; Simmons, 2005). Esta subordem
compreende apenas a familia Pteropodidae, com 42 géneros e 185 espécies.

Os microchiropteros encontram-se amplamente distribuidos por todo o globo,
nao ocorrendo apenas nas regides polares. Envolvem 17 familias, 157 géneros e
930 espécies, com variagdes de peso entre 2 e 200 gramas (Simmons, 2005). No
Brasil sdo conhecidas nove familias, 64 géneros e 167 espécies. Representa a
segunda ordem em riqueza de espécies dentre os mamiferos, sendo superada
apenas pela ordem Rodentia, com 235 espécies habitando todo o territério nacional,
inclusive areas urbanas (Reis et al., 2007).

Por apresentarem um esqueleto delicado, pequeno e leve, que nao se
preserva bem, é dificil encontrar fosseis com informagdes sobre o periodo inicial da
evolugdo dos morcegos, além do fato de as condicbes em florestas ndo serem
favoraveis a fossilizacéo. E aceito que os morcegos tenham surgido ha cerca de 80
a 100 milhées de anos, tendo permanecido sem mudangas expressivas em sua
arquitetura corpérea. Especula-se que tenham evoluido com o inicio da
diversificagdo das plantas com flores, que trouxe como consequéncia a abundéancia
de insetos (Reis et al., 2007).

Da mesma forma, os mamiferos da ordem Insetivora se estabeleceram, e
para escapar da pressdo de predacdo exercida por estes, os morcegos teriam
desenvolvido habito noturno, evoluindo de um mamifero pequeno e arboricola. Apds
milhdes de anos saltando atras de insetos, de arvore a arvore, o processo de

selecao natural direcionou para o desenvolvimento de membranas nos membros



anteriores, o que lhes possibilitou planar, até se langcarem ao v6o. Esta estratégia
lhes conferiu menor gasto energético do que correndo ou caminhando, além de lhes
ter possibilitado escapar de predadores terrestres (Altringham, 1998; Reis et al.,
2007).

2.2. Caracteristicas gerais da ordem Chiroptera

Morcegos sdo encontrados em ambientes naturais e em &areas urbanas,
podendo abrigar-se em cavernas, ocos e copas de arvores, entre galhos e folhas de
palmeiras e bananeiras, e em areas urbanas, em construgdes abandonadas ou nao,
e forros de telhados. Em geral apresentam alta longevidade se comparados a
mamiferos de mesmo porte; enquanto um rato de 40 g vive até dois anos, um
morcego vampiro de aproximadamente 30 g pode viver até 20 anos na natureza
(Bernand, 2005).

Devido a similaridade facial com raposas, os megachiroptera sdo conhecidos
popularmente como raposas voadoras. Utilizam a visdo para navegagao,
apresentando para tal olhos grandes. Além disto, tém orelhas pequenas e sem o
tragus (apéndice membranoso na abertura auricular) e ndo tem ornamentagdes
faciais e nasais, pois nao apresentam ecolocalizacdo. Nao hibernam e ndo entram
em torpor (Taddei, 1976).

Os microchiroptera, como animais noturnos, tém poucos cones na retina, mas
nao sao cegos. Embora todas as familias brasileiras usem a ecolocalizagao para se
orientar, alguns frugivoros maiores também se orientam pela visdo. Como utilizam
primariamente o sistema de ecolocalizagdo, os olhos sdo pequenos, as orelhas
grandes, o tragus bem desenvolvido e as ornamentagbes nasais e faciais muitas
vezes estao presentes. Durante o processo de ecolocalizagdo, os morcegos emitem
sons de alta frequéncia pela boca ou pelo nariz, que sao refletidos por superficies do
ambiente, indicando a distancia relativa dos objetos. Este importante sentido
adicional Ihes permite localizar suas presas, desviar de obstaculos durante o véo e
se comunicar uns com os outros (Fenton, 1992; Reis et al., 2007).

Apesar de alguns mamiferos conseguirem planar por longas distancias, os
quirépteros sédo os unicos capazes de realizar o voo verdadeiro (Fenton, 1992). Esta
habilidade é favorecida por seus ossos longos, finos e leves (Kunz e Racey, 1998) e

gracas a presenca de membranas ou patagios, presentes entre as longas falanges



das maos. Dentre outras especializagdes da coluna vertebral para o v6o, suas
vértebras cervicais permitem a manutengdo da cabecga erguida durante o véo e o
repouso, de modo que o ambiente néao parecga invertido (Neuweiler, 2000; Reis et al.,
2007).

Apresentam coloragao que varia entre tons de preto e pardo, com algumas
espécies ruivas ou amarelas. Por serem animais noturnos, uma coloragao viva,
como observada em alguns Diclidurus e Ectophylla, de pelagem branca, implica em
aumento de predacao (Reis et al., 2007).

Apesar de varios animais serem capazes de predar morcegos, cComo corujas,
gavioes, falcbes, guaxinins, gatos, cobras, sapos e aranhas grandes, apenas uma
aguia africana é realmente especializada em se alimentar de morcegos. Ha ainda
morcegos que se alimentam de espécies diferentes da sua, embora ndo sejam
canibais (Fenton, 1992).

Os morcegos apresentam grande diversidade de habitos alimentares,
existindo espécies frugivoras, insetivoras, piscivoras, polinivoras, nectarivoras,
carnivoras, hematofagas e onivoras. Tal flexibilidade alimentar pode ser apontada
como causa de seu grande sucesso de colonizacao (Reis et al., 2007). Deste habito
provém sua grande importancia ecoldgica, como a atuacdo dos frugivoros como
dispersores de sementes, contribuindo para a regeneracao de florestas neotropicais
(Bredt et al., 1996); os insetivoros como controladores das populagbes de insetos
daninhos a lavouras, transmissores de doencas, e cupins; € 0s polinivoros e
nectarivoros como polinizadores de pelo menos 500 espécies de plantas
neotropicais (Vogel, 1969).

Frugivoros da familia Phyllostomidae podem ocasionalmente serem
considerados prejudiciais aos produtores de frutos, embora Greenhall (1956) e
Greenhall et al. (1966) afirmem que estes danos sejam poucos ou de nenhuma
importancia. Ja as espécies hematofagas estdo associadas a transmissédo do virus
rabico, que é comum nos morcegos-vampiro (Desmodus rotundus), mas segundo
Constantine (1970), raramente ¢é transmtida ao homem, sendo mais
importantemente relacionada ao gado.

Dentre as mais de mil espécies de morcegos conhecidas, apenas 3 espécies
sdo hematéfagas. Porém, erroneamente costuma-se incriminar todas as espécies, e
mesmo aquelas benéficas, como os insetivoros ou frugivoros sao injustamente

exterminadas. Apesar de estarem relativamente livres da ameacga de extincéo, o que



provavelmente se deve a sua grande capacidade de dispersao, as espécies
brasileiras Lonchophylla bokermanni, L. dekeyseri, Platyrrhinus recifinus, Lasiurus
ebenus e Myotis ruber encontram-se na categoria vulneravel em alguns estados
(IBAMA, 2008), ou seja, apesar de nao estarem criticamente em perigo, ha elevado

risco de extingdo na natureza em médio prazo (IUCN, 2008).

2.2.1. Familia Molossidae

Os animais da familia Molossidae caracterizam-se por apresentar a cauda
livre, ultrapassando a borda distal do uropatagio e projetando-se em pelo menos um
terco de seu comprimento total. Apresentam asas longas e estreitas, cuja
envergadura varia entre 240 e 450 mm. Esta caracteristica morfolégica corresponde
a adaptagdo ao vbo rapido e manobravel (Fabian e Gregorin, 2007). Em
molossideos geralmente ha dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho corporal, com
os machos maiores que as fémeas, além de diferengas na morfologia externa das
gbnadas. S&o morcegos exclusivamente insetivoros (Fabian e Gregorin, 2007).

Esta familia é representada por 26 espécies, distribuidas em 7 géneros. O
género Molossus ocorre na América do Sul, sendo reconhecidas no Brasil quatro
espécies. Molossus molossus é encontrada na Flérida (EUA), México, América
Central e Caribe, Colémbia, Equador, Venezuela, Suriname, Peru, Brasil, Paraguai,
Uruguai e norte da Argentina (Barquez et al., 1988; Gonzalez, 1989; Koopman,
1993). No Brasil esta amplamente distribuida, estando presente nos cinco grandes
biomas (Marinho-Filho e Sazima, 1998), com registro para os estados do AM, PA,
CE, MA, PE, BA, DF, MT, MS, PR, SC e em todos os estados da regido sudeste
(Tavarez et al., no prelo). Observagdes realizadas tanto no nordeste quanto no sul
do Brasil indicam que a espécie parece nao realizar migragcdes (Fabian e Gregorin,
2007).

Machos sexualmente maduros apresentam uma glandula bem desenvolvida
na regiao do pescog¢o, chamada glandula gular (ou glandula heddnica). Acredita-se
que esteja relacionada com a atragao sexual, demarcacéo de territério e locais de
abrigo (Taddei et al., 2001). O tamanho e a atividade secretodria dessa glandula s&o
ciclicos, alcangando picos durante o inicio da primavera coincidindo com o

acasalamento sazonal (Davis et al., 1962).



A espécie Molossus molossus apresenta pelagem dorsal aveludada e
coloragcédo que varia de castanho escuro a enegrecida, sendo que alguns individuos
podem apresentar-se marrom-avermelhados (Figura 1). A base dos pelos é mais
clara e a coloragédo ventral um pouco mais clara que a dorsal (Fabian e Gregorin,
2007).

1,7 cm

Figura 1. Molossus molossus macho coletado na Zona da Mata de Minas Gerais,
Brasil. Morais, 2008.

2.3. Caracteristicas reprodutivas dos morcegos

Morcegos apresentam em geral os mais variados padrdes de atividade
reprodutiva. Como fatores ambientais interferem diretamente em seu ciclo
reprodutivo, uma mesma espécie pode comportar-se de diferentes maneiras,
dependendo da area de sua ocorréncia e das condicbes climaticas que la
predominam (Altringham, 1998; Neuwriler, 2000).

Segundo Fleming et al. (1972) e Wilson (1979), os morcegos da regiao
tropical apresentam padrao reprodutivo sazonal, que € o que ocorre na familia
Molossidae. Desenvolve-se frequentemente um filhote por gestacdo, sendo que
algumas espécies podem apresentar dois ou trés, e raramente quatro filhotes
(Carter, 1970; Fabian e Marques, 1989; Reis et al., 2007). A gestacédo pode durar de



44 dias a 11 meses, dependendo da espécie. Os nascimentos ocorrem em época de
maior oferta de alimentos (Reis e Peracchi, 1987) e o cuidado parental dura cerca de
3 meses (Reis et al., 2007).

Fémeas de M. molossus foram classificadas por Fabian e Marques (1989)
como poliestrais sazonais no estado do Ceara, apresentando dois periodos
reprodutivos por ano, na estagdo umida. Pacheco (2001) as definiu como
monoestrais sazonais com ciclo longo no Rio Grande do Sul, com periodo de
gestacdo de 90-110 dias. Estes resultados demonstram clara influéncia das
condicdes climaticas sobre o ciclo reprodutivo desta espécie. Nos dois estudos,
desenvolveu-se apenas um filhote por gestagao.

Uma estratégia reprodutiva comum entre estes animais € 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
varias fémeas (Bradbury e Vehrencamp, 1977; Altringham, 1998). A poliginia é
provavelmente o sistema de acasalamento que prevalece entre morcegos (Nowak,
1994), embora possam também ser observados os sistemas de acasalamento dos
tipos monogamico e promiscuo, dependendo da regido e da espécie (Nowak, 1994;
Altringham, 1998). O tamanho do harém é variavel, dependendo da espécie e do
grupo. Segundo Bradbury e Vehrencamp (1977), o morcego neo-tropical
Saccopteryx bilineata, por exemplo, pode formar haréns compostos de um macho
para oito fémeas, em um grupo de cerca de 40 morcegos.

Segundo Bonaccorso (1979) e Happold e Happold (1990), a atividade
reprodutiva de quirdpteros esta diretamente vinculada ao clima e a disponibilidade
de alimentos. As espécies que dependem da sazonalidade s&o classificadas em
sazonal monoestral e sazonal poliestral, ou poliestral anual. Aquelas espécies que
nao dependem de sazonalidade sdo denominadas assazonais e, neste caso, estao
frequentemente relacionadas ao comportamento dos machos (Pacheco, 2001).

E amplamente relatado que os testiculos de morcegos tropicais passam por
migragbes sazonais entre o abdémen e o escroto (Krutzsch, 1955; Marshall e
Corbet, 1959; Krutzsch e Crichton, 1987; Jolly e Blakshaw, 1988; Pacheco, 2001), a
fim de adequar os testiculos as flutuagdes sazonais de temperatura as quais estao
expostos. Segundo Jolly e Blakshaw (1988), existe uma alta correlagdo entre a
maxima temperatura ambiental e o numero de espermatogbnias, sugerindo que a

temperatura pode exercer intima influéncia sobre a reproducdo do morcego



insetivoro Taphozous georgianus, na Australia. A influéncia da temperatura sobre
seu ciclo reprodutivo permitiu classificar estes machos como assazonais, ja que
apresentaram atividade espermatogénica continua

Para Beasley e Zucker (1984), a temperatura em certas épocas do ano
exerce maior influéncia sobre o ciclo reprodutivo de morcegos que o fotoperiodo.
Racey (1978) ndo observou influéncia do fotoperiodo sobre o ciclo reprodutivo de
Pipistrellis pipistrellis e T. georgianus em cativeiro.

Bernard (1986) observou variagdo sazonal na atividade secretora de células
de Leydig no morcego hibernante Rhinolophus capensis, de modo que a
espermiogénese esteve associada com o periodo de maior atividade dessas células,
o que foi confirmado pelo pico na concentracdo plasmatica de testosterona,
ocorrendo do final do inverno ao inicio do verao sul-africanos. Variagbes na atividade
secretora de células de Leydig em morcegos também foram observadas por Racey e
Tam (1974), Gustafson e Shemesh (1976) e Gustafson (1987).

2.4. Testiculo

A habilidade reprodutiva dos machos sexualmente maduros depende da
capacidade dos testiculos em produzir grande numero de espermatozdides viaveis e
de concentragdes adequadas de androgenos para libido e maturacédo dos 6rgaos
reprodutivos (Gier e Marion, 1970).

O testiculo € um 6rgédo com fungdes exdcrina e enddcrina, geralmente
localizado no escroto e envolvido por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a
albuginea testicular. Esta tunica, de maneira variada nas diferentes espécies de
mamiferos, emite septos para o interior do 6rgdo até a regido do mediastino
testicular, dividindo o testiculo em I6bulos nem sempre aparentes (Russell et al.,
1990).

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos principais: o compartimento intertubular ou intersticial, e o
compartimento dos tubulos seminiferos, ou tubular (Russell et al.,, 1990). Os
elementos que compdem o compartimento intertubular s&do as células de Leydig,
vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populagédo celular variavel do tecido
conjuntivo, constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastdcitos
(Russell et al., 1990; Setchell, 1991).



O compartimento dos tubulos seminiferos constitui a maior parte do testiculo
ocupando, na grande maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima
testicular (Franga e Russell, 1998; Franga e Godinho, 2003). Estes tubulos formam
alcas bastante contorcidas, as quais possuem suas duas extremidades conectadas
a rede testicular, que se encontra localizada numa regido bastante rica em vasos e
tecido conjuntivo, denominada mediastino testicular. A partir desta regido, a rede
testicular encontra-se conectada ao epididimo através dos ductos eferentes (Russell
et al., 1990).

Os tubulos seminiferos sao constituidos por tunica propria, epitélio seminifero
e l[umen tubular. A tunica propria reveste o tubulo externamente, sendo composta de
células midides ou peritubulares e membrana basal. No epitélio seminifero sao
encontrados dois tipos celulares de origem embriolégica distinta: as células
germinativas originarias do epiblasto e as células de Sertoli provenientes do epitélio
celomatico (Karl e Capel, 1998).

Juntamente com as células midides, as células de Sertoli elaboram a
membrana basal que serve de suporte estrutural para a prépria célula de Sertoli e
para as células germinativas que se encontram na por¢ao basal do epitélio
seminifero. As células de Sertoli, através de juncdes de oclusao, dividem o epitélio
seminifero em dois ambientes: o ambiente basal, onde se localizam as
espermatogbnias e os espermatdcitos primarios na fase inicial da préfase meidtica
(pré-leptétenos), e o ambiente adluminal, no qual se encontram os espermatocitos
primarios a partir da fase de leptdteno, espermatdcitos secundarios e espermatides.
Desta forma, o ambiente adluminal esta totalmente sob o controle das células de
Sertoli, propiciando um microambiente isolado e protegido da agdo do sistema
imune, essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et
al.,, 1990; Setchell, 1991; Poccia, 1994; Sharpe, 1994). No lumen tubular se
encontram o fluido secretado pelas células de Sertoli e os espermatozodides recém
espermiados.

Medidas morfométricas testiculares sdo empregadas com a finalidade de se
conhecer a propor¢ao dos elementos que constituem o parénquima testicular, bem
como indices quantitativos de producdo espermatica e o desenvolvimento de
células, de tubulos seminiferos e do epitélio seminifero. Apesar da estrutura geral do
testiculo seguir um padrao relativamente rigido para as diversas espécies de

mamiferos, existem muitas variagbes no que concerne a proporgao volumétrica
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entre tubulos seminiferos e o compartimento intertubular. E neste segundo
compartimento, pode-se ainda observar grande variagdo entre seus componentes
(Russell et al., 1990).

Mensuracdes do diametro tubular e altura do epitélio seminifero fornecem
dados relevantes para a avaliacdo da eficiéncia espermatogénica. Existe grande
variagdo no numero e nas dimensdes (diametro e comprimento) dos tubulos
seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (Frangca e Russell, 1998). O
camundongo, por exemplo, possui aproximadamente 20 tubulos seminiferos por
testiculo perfazendo no total cerca de 2 metros de comprimento tubular por testiculo
(Bascom e Ostrud, 1925). Ja no suino doméstico existem de varias centenas a
alguns poucos milhares de tubulos seminiferos por testiculo e aproximadamente
3000 metros de tubulos no total (Franca e Russell, 1998).

De maneira geral, o valor observado para o diametro tubular na grande
maioria das espécies de mamiferos esta em torno de 180um a 300um (Roosen-
Runge, 1977). O comprimento tubular depende do volume dos testiculos, da
proporcdo volumétrica dos tubulos seminiferos e do didametro tubular. A
quantificacdo métrica do tubulo seminifero por unidade de massa testicular, diferente
da quantificagao total, € um paradmetro produtivo que permite a comparagao entre

animais de diferentes portes (Sarti, 2006).

2.5. Espermatogénese

A espermatogénese é um processo complexo e bem organizado que ocorre
nos tubulos seminiferos e dura de 40 a 60 dias, na maioria dos mamiferos
investigados (Franca e Russell, 1998). Este processo pode ser dividido em trés
fases, baseado em consideragcées morfolégicas e funcionais: (1) fase proliferativa ou
espermatogonial, na qual as células sofrem rapidas e sucessivas divisbes mitoticas;
(2) fase meidtica ou espermatocitogénica, na qual o material genético é duplicado,
passa por duas divisdes celulares sucessivas e por recombinagao genética durante
a meiose; e (3) fase de diferenciagao ou espermiogénica, na qual as espermatides
sofrem marcantes modificagbes, transformando-se em células muito especializadas
e estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os ovocitos, os
espermatozoides (Russell et al., 1990). Cada uma destas fases dura

aproximadamente 1/3 do processo espermatogénico.
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De maneira geral, nos animais sexualmente maduros as espermatogébnias
podem ser classificadas em duas categorias basicas: espermatogbnias
indiferenciadas e diferenciadas (De Rooij, 1998). As espermatogénias isoladas (Ai),
pareadas (Apr) e alinhadas (Aal) pertencem a primeira categoria, enquanto as
espermatogbnias do tipo A, intermediarias (In) e espermatogbnias do tipo B
pertencem a categoria das diferenciadas, estando comprometidas de forma
irreversivel com a formacdo de espermatozoides. Vale ressaltar que existem
consideraveis diferengcas em relacdo ao numero de geragdes de espermatogbnias
diferenciadas nas diversas espécies de mamiferos. No entanto, este numero nao
ultrapassa seis geracdes (Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998; De Rooij e
Grooteoed, 1998).

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros, as células
espermatogénicas nao estao arranjadas ao acaso, mas sim organizadas numa série
bem definida de associagdes celulares ou estadios. Com excecdo de algumas
espécies de primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero &
segmentar em todos os mamiferos investigados e usualmente existe somente um
estadio por secgcao transversal de tubulo seminifero (Leblond e Clermont, 1952;
Russell et al., 1990). Os estadios se sucedem numa determinada area do epitélio
seminifero com o decorrer do tempo. Esta sequéncia, assim ordenada, constitui o
processo denominado ciclo do epitélio seminifero (Leblond e Clermont, 1952;
Ortavant et al., 1977; Russell et al., 1990). Dentre os sistemas utilizados para se
estudar os estadios do ciclo do epitélio seminifero, o mais empregado é aquele
baseado na forma e na localizagdo dos nucleos das espermatides e na presenca de
figuras de divisbes meidticas (Roosen-Runge e Giesel Jr., 1950; Courot et al., 1970;
Guerra, 1983; Franca, 1991). Este sistema, designado como método da morfologia
tubular por Berndtson (1977), permite a divisdo de oito estadios por ciclo em

mamiferos.

2.6. Células de Leydig

A célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais frequente do
compartimento intertubular. Esta célula apresenta marcante producido de
androgenos, 0s quais sao sintetizados a partir de uma molécula lipidica base, o

colesterol (Bardin, 1996). Dentre os andrégenos incluem-se a diidrotestosterona, que
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€ responsavel pela diferenciagdo do trato genital masculino e da genitalia externa
(uretra, prostata, pénis e escroto) (Gilbert, 2006) e a testosterona, responsavel pela
masculinizacdo do feto, com o desenvolvimento da genitdlia interna (vesicula
seminal, vaso deferente e epididimo) e pelo aparecimento dos caracteres sexuais
secundarios e manutencdo da espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe,
1994; Zirkin et al., 1994; Gilbert, 2006).

Sua populagao varia de acordo com a espécie e idade, podendo ainda passar
por alteragdes 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. Varios
autores citam alteragbes morfolégicas e secretorias das células de Leydig em
morcegos sazonais (Racey e Tam, 1974; Gustafson e Shemesh, 1976; Loh e
Gemmell, 1980; Bernard, 1986; Gustafson, 1987).

Gustafson (1987) descreveu alteragdes na histologia das células de Leydig no
morcego insetivoro Myotis lucifugus lucifugus no nordeste dos Estados Unidos,
correlacionadas as variagdes sazonais nas concentragdes plasmaticas de
testosterona. Neste estudo, observou-se que durante o periodo de hibernagao
(outubro a abril) o epitélio germinativo dos tubulos seminiferos € reduzido a
espermatogbnias de reserva e células de Sertoli. Com a retomada da atividade
espermatogénica, na primavera, as células de Leydig tornam-se hipertrofiadas e
acumulam inclusdes lipidicas, seguido pelo pico na concentragcdo de testosterona
plasmatica.

Loh e Gemmell (1980) relatam alteragbes na ultra-estrutura destas células no
morcego australiano Myotis adversus, notando que as células de Leydig tornaram-se
hipertrofiadas durante a estacado reprodutiva, enquanto que durante o periodo de
regressao testicular o tamanho celular e o numero de granulos citoplasmaticos séo

significativamente reduzidos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Avaliar, a partir da morfometria testicular, a atividade espermatogénica e
consequentemente a capacidade reprodutiva de morcegos da espécie Molossus
molossus, coletados na regido do municipio de Vigosa, sudeste do estado de Minas
Gerais, ao longo das diferentes estagdes climaticas anuais, a fim de determinar a
presenga ou auséncia de variacao reprodutiva sazonal.

3.2. Objetivos especificos

Realizar as seguintes analises morfométricas:

o Proporcéao entre tubulos seminiferos e intertubulo;

o Proporcéo volumétrica e volume dos componentes do parénquima testicular;

. Diametro tubular e altura do epitélio seminifero;

o Comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo, por grama de testiculo e

comprimento total dos tubulos seminiferos;

o indice Gonadossomatico (IGS);

. indice Tubulossomatico (ITS);

. indice Leydigossomatico (ILS);

o Proporgao nucleoplasmatica de células de Leydig;

o Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;

o Numero total de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo;
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Artigo |

Morfologia e morfometria sazonal do compartimento tubular dos testiculos de

Molossus molossus (Chiroptera: Molossidae)

Resumo

Foram capturados 19 morcegos Molossus molossus machos adultos no municipio
de Vigosa, Minas Gerais, ao longo das quatro estagdes climaticas anuais, e analises
morfométricas testiculares foram aplicadas a fim de inferir sobre a dinamica gonadal
e capacidade reprodutiva da espécie. Apos eutanasia, os tecidos foram coletados e
secgdes histologicas incluidas em metacrilato foram avaliadas sob microscopia de
luz, utilizando-se o software Image Pro Plus. Obteve-se o percentual representado
pelos elementos que constituem o parénquima testicular, calculando-se entao
diversos parametros morfométricos tubulares. O menor indice gonadossomatico foi
atingido no verdo, com 0,33%. O percentual do parénquima testicular ocupado por
tubulos seminiferos foi significativamente maior no outono e inverno em relagéo ao
verao, com 90,49%, 92,38% e 85,54%, respectivamente. O indice tubulossomatico
também foi menor no verdo, com 0,25%, assim como os percentuais tubulares
ocupados por lumen e tunica propria, com 6,73% e 1,51%, respectivamente. O
didmetro tubular foi menor no verao, com 133,23um, em relagdo ao outono e
inverno, com 160,87um e 155,44um respectivamente, e maior no outono em relagao
a primavera, com 139,50um. O comprimento médio dos tubulos seminiferos por
grama de testiculo, considerando-se todas as estagdes, foi de 48m. Analises de
correlacdo realizadas entre a morfometria testicular e fatores abibdticos ambientais
confirmaram a influéncia de fatores climaticos sobre a reproducao de M. molossus
machos. A redugado nos percentuais de tunica propria no verao pode indicar menor
movimento de fluidos através dos tubulos seminiferos nesta estagcao, e a diminui¢cao
no percentual de lumen parece refletir uma menor atividade do epitélio como um
todo. Conclui-se que M. molossus machos apresentam sazonalidade reprodutiva
com alta capacidade espermatogénica no outono, comprimento tubular muito acima
da média de todos os mamiferos ja estudados, uma das maiores proporgdes de

tubulos seminiferos, e padrao testicular caracteristico da maioria dos mamiferos.

Palavras-chave: Sazonalidade reprodutiva, morcegos, tubulos seminiferos,

espermatogénese, indice gonadossomatico.
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Morphology and seazonal morphometry of the tubular compartment of
Molossus molossus testes (Chiroptera: Molossidae)

Abstract

Were captured 19 adult male bats Molossus molossus in Vigosa, Minas Gerais,
along the four climatic seasons annually. Testicular morphometric analysis was
applied to infer about the gonadal and reproductive capacity of the specie. After
euthanasia, animal tissues were collected and included in methacrylate, and
histological sections were evaluated in light microscope, using the software Image
Pro Plus. It was obtained the percentage represented by the elements of the
testicular parenchyma, and estimated various tubular morphometric parameters. The
lower gonadosomatic index was found in the summer, with 0.33%. The percentage of
testicular parenchyma occupied by seminiferous tubules was significantly higher in
the fall and winter for the summer, with 90.49%, 92.38% and 85.54%, respectively.
The tubulosomatic index was also lower in summer, with 0.25% as well as the
percentage of the compartment occupied by tubular lumen and tunic propria, with
6.73% and 1.51% respectively. The tubular diameter was lower in summer, with
133.23um, in relation to the fall and winter with 160.87 and 155.44um, respectively,
and higher in fall in relation to the spring, with 139.50um. The average length of the
seminiferous tubules per gram of testis, considering all seasons, was 48m. Analysis
of correlation between the testicular morphometry and abiotic environmental factors
confirmed the influence of climatic factors on the reproduction of M. molossus males.
The reduction in the percentage of tunica propria in the summer may indicate a lower
fluid movement through the seminiferous tubules in this season, and the reduction in
the percentage of lumen seems to reflect a lower activity of the epithelium as a
whole. We conclude that male M. molossus shows reproductive seasonality with high
spermatogenic capacity in the fall, length tubular far above the average of all
mammals already studied, one of the largest proportions of seminiferous tubules and

testicular pattern characteristic of most mammals.

Key-words: Reproductive seasonality, bat, seminiferous tubule, spermatogenesis,

gonadossomatic index.
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1. INTRODUCAO

Morcegos (Mammalia, Chiroptera) sdo encontrados em todos os continentes,
exceto nas regides polares, sendo reconhecidamente importantes na regulagao dos
ecossistemas tropicais como a Mata Atlantica. No Brasil constituem o segundo maior
grupo de mamiferos em riqueza de espécies (Reis et al., 2007), representando em
algumas areas 50% das espécies de mamiferos (Patterson e Pascual, 1972; Timm,
1994).

O morcego insetivoro Molossus molossus apresenta ampla distribuicdo pelo
Brasil. Fabian e Marques (1989), estudando a biologia reprodutiva desta espécie no
estado do Ceara, a definiram como poliestral sazonal. Pacheco (2001), estudando a
mesma espécie no estado do Rio Grande do Sul, a definiu como monoestral
sazonal. Em ambos os estudos os machos apresentaram espermatozéides no
epididimo durante todas as esta¢des do ano.

O periodo reprodutivo € uma fase critica para a maioria dos organismos, e
condigdes ambientais e fatores enddgenos estdo fortemente associados com a
reprodugdo em morcegos (Neuweiler, 2000). Em regides tropicais, o ciclo
reprodutivo esta fortemente associado a estagdo chuvosa. Fatores climaticos
combinados, como temperatura e precipitacdo pluviométrica, influenciam a
disponibilidade de alimento, o que interfere diretamente no ciclo reprodutivo dos
quirépteros (Fleming et al., 1972; Racey, 1982).

A habilidade reprodutiva dos machos sexualmente maduros depende da
capacidade dos testiculos em produzir grande numero de espermatozdides viaveis e
de concentragdes adequadas de androgenos para libido e maturagdo dos 6rgaos
reprodutivos (Gier e Marion, 1970). O testiculo € um érgao com fungdes exdocrina e
enddcrina, geralmente localizado no escroto e envolvido por uma espessa capsula
de tecido conjuntivo, a albuginea testicular. Funcionalmente o testiculo dos
mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos principais: o compartimento
dos tubulos seminiferos, ou tubular, e o compartimento intertubular ou intersticial
(Russell et al., 1990).

A rede testicular, ou rete testis, € conectada ao epididimo pelos ductulos
eferentes. Estes estao relacionados a absorcéo de fluidos, endocitose, secrecido de
glico-conjugados e enzimas, existindo ainda evidéncia de secregao apdcrina

(Robaire e Hermo, 1988; llio e Hess, 1994). E conhecido também o papel do epitélio
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dos ductulos eferentes na fagocitose de espermatozéides como resposta a
condigbes patologicas e anormalidades espermaticas (Goyal, 1982; Hess, 2002).

Analises morfométricas testiculares sdo empregadas a fim de se conhecer a
proporcao dos elementos que constituem o parénquima testicular, bem como indices
quantitativos de produgao espermatica e o desenvolvimento de células, de tubulos
seminiferos e do epitélio seminifero. Apesar da estrutura geral do testiculo seguir um
padrao relativamente rigido para as diversas espécies de mamiferos, existem muitas
variagdes no que concerne a proporgcao volumétrica entre tubulos seminiferos e o
compartimento intertubular. Além disso, mensuracdes do didmetro tubular e altura
do epitélio seminifero fornecem dados relevantes para a avaliagcdo da eficiéncia
espermatogénica. S&o relatadas variagbes no percentual e nas dimensdes
(didametro, comprimento e volume) dos tubulos seminiferos nas diferentes espécies
de mamiferos, o que contribui para as diferengas observadas quanto a eficiéncia da
producao espermatica nas varias espécies (Franca e Russell, 1998).

Diversos trabalhos acerca da fungéo testicular em morcegos avaliam ainda a
presencga ou auséncia de espermatozdides no lumen epididimal, a fim de detectar se
o animal encontra-se ou ndo em fase reprodutiva (Beasley e Zucker, 1984; Van der
Merwe e Rauntenbach, 1987; Jolly e Blackshaw, 1988; Fabian e Marques, 1989).

Ndo foram encontrados trabalhos que descrevessem os padrdes de
espermatogénese de M. molossus no Brasil, ou mesmo em outras areas de sua
ocorréncia. Este estudo objetivou o conhecimento da funcao testicular por meio da
aplicacao de analises morfométricas, aliadas a morfologia das génadas, a fim de
inferir sobre a dinamica gonadal e consequente capacidade reprodutiva do animal,
fornecendo, desta forma, informacgdes acerca de seu ciclo reprodutivo, bem como

sobre sua variagao reprodutiva sazonal.

2. MATERIAL & METODOS

2.1. Area de estudo

Foram realizadas coletas no sudeste do estado de Minas Gerais, Brasil, na
regidao do municipio de Vigosa (20°45'14”S e 42°52'53”W), o qual localiza-se a uma
altitude média de 648,74 metros. Trata-se de uma regido caracteristicamente

montanhosa, inserida no bioma da Mata Atlantica cujo clima é do tipo Cwa
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(mesotérmico, umido com verdes chuvosos e invernos secos, pela baixa
precipitagdo pluviométrica).

Foram obtidas informagdes referentes as condi¢des climaticas do municipio
no periodo de coletas, que compreendeu de Janeiro de 2007 a Maio de 2008, a fim
de correlacionar os fatores abidticos temperatura, precipitacdo pluviométrica,
fotoperiodo e umidade relativa do ar as condi¢cdes reprodutivas apresentadas pelos

animais (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios mensais da temperatura do ar (°C), precipitagéo
pluviométrica (mm), fotoperiodo (hora/luz/dia) e umidade relativa do ar (%) na regiao
de Vigosa, MG, nas quatro estagdes climaticas anuais, no periodo de Janeiro de
2007 a Maio de 2008. Fonte: Estagdo Meteorolégica do Departamento de

Engenharia Agricola da Universidade Federal de Vigosa.

Estacéo Temperatura do ar  Precipitagdo pluviométrica Fotoperiodo Umidade relativa do ar
climatica anual (°C) (mm) (hora/luz/dia) (%)

Veréo 22,63 8,14 12,87 81,89

Outono 20,43 3,32 11,20 85,36

Inverno 16,79 0,09 10,77 79,60
Primavera 21,12 1,51 12,30 71,82

As coletas foram autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA-MG-139/06-NUFAS-MG) e pelo Instituto
Estadual de Florestas de Minas Gerais (IEF-MG-121/06).

2.2. Captura, coleta e manutencdo dos animais

Dezenove M. molossus machos adultos foram capturados ao anoitecer,
utilizando-se redes de neblina (mist nets) armadas proximo a seus abrigos. Os
morcegos foram colocados em gaiolas, as quais foram mantidas em local sob abrigo
de luz. Foi oferecida dieta composta de larvas do coledptero Tenebrio sp. e agua ad
libitum, desde a captura em campo até a eutanasia em laboratério, no dia seguinte a
noite da coleta. Para a eutanasia foi feito o deslocamento cervical dos animais,
seguindo-se a decapitacdo, tendo sido os mesmos posteriormente pesados.

As coletas foram divididas entre as estacbdes climaticas anuais, tendo sido

estabelecidos 4 grupos amostrais, sendo grupo |: verao (n=5), grupo Il: outono (n=5),
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grupo llI: inverno (n=4) e grupo IV: primavera (n=5). Os animais foram manipulados
segundo as normas de ética para experimentagdo animal previstas pelo Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (2002), bem como de segurancga e higiene, incluindo
vacinagao anti-rabica e antitetanica prévia dos pesquisadores envolvidos.

As primeiras horas da noite caracterizaram o periodo de maior atividade de
Molossus molossus, e 0 maior sucesso de captura foi obtido no verdo. Os animais
capturados aceitaram bem a dieta oferecida a base de larvas de Tenebrio sp., sendo

que alguns ingeriram aproximadamente 80 larvas em uma unica refei¢ao.
2.3. Andlises Morfolbgicas e Morfométricas

ApoOs a eutanasia o trato reprodutor foi retirado e fixado por imersdao em
solugédo de Karnovsky por 24 horas, depois transferidos para alcool 70%. Foi feita a
pesagem dos testiculos, seguindo-se a desidratagao de fragmentos testiculares em
série etanolica crescente, procedendo-se a inclusdo em glicol-metacrilato
(Historesin, Leica®). Foram obtidas seccbes a 3um de espessura, sendo que a cada
corte utilizado, 13 foram descartados, a fim de se evitar a analise do mesmo tubulo
seminifero. As preparagdes foram coradas com azul de toluidina e borato de sddio
1%, montadas com Entellan-Merck®, e analisadas sob microscopia de luz.

Apos passagem pelo alcool 70%, a albuginea de um dos testiculos foi
cuidadosamente removida e pesada, sendo seu peso descontado do peso testicular
para calculo do volume ocupado pelo parénquima testicular (peso liquido testicular),
ou volume liquido testicular, o qual corresponde a parte funcional gametogénica e
androgénica do 6rgdo. Um dos epididimos de cada animal foi também desidratado,
incluido, seccionado a 3um de espessura e corado com azul de toluidina e borato de
sédio 1%, tendo sido as secgbes montadas e avaliados sob microscopia de luz
quanto a presencga ou auséncia de espermatozdides no lumen epididimario.

Visto que macréfagos estdo presentes no tecido intertubular de diversas
espécies, algumas secgbes foram submetidas a reacdo enzimatica por meio da
técnica histoquimica de fosfatase acida a fim de detectar a presenca de macrofagos
no tecido conjuntivo. A técnica (Gomori, 1952) foi modificada a fim de adequar o
protocolo original para utilizagdo em tecidos fixados em Karnovsky e incluidos em
resina. As secgdes foram incubadas em meio contendo tampdo acetato, f-

glicerofosfato e nitrato de chumbo a 37°C sendo que a incubagéo por 44h forneceu

28



os melhores resultados. A seguir foram lavadas em agua destilada, imersas em

sulfeto de amoénia, lavadas novamente e contra-coradas com nuclear fast red.
Obteve-se o indice gonadossomatico (IGS) inferindo-se ao peso corporal o

peso de ambos os testiculos a partir da formula: IGS=PG/PC*100, onde PG=peso

total das gbnadas e PC=peso corporal.

2.3.1. Proporcdo volumétrica (%) e volume dos componentes do parénquima

testicular

Uma vez que o testiculo pode ser dividido em dois compartimentos, tubular e
intertubular, as proporgdes volumétricas entre estes elementos foram estimadas a
partir da contagem de 2.660 pontos projetados sobre imagens obtidas em laminas
histolégicas, em aumento de 100x. Para tal utilizou-se fotomicroscopio Olympus BX-
40 e através do programa para andlise de imagens Image Pro Plus®, com o uso de
um reticulo com 266 intersecgdes (pontos), realizou-se a contagem de 10 campos
aleatoriamente distribuidos, nos diferentes cortes histolégicos do testiculo de cada
animal. Foram computados pontos coincidentes com a tunica propria, o epitélio
seminifero e lumen, e os pontos sobre o espacgo intertubular.

O volume dos tubulos seminiferos, expresso em mL, foi estimado a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento
do volume do parénquima testicular. O valor deste ultimo foi obtido subtraindo-se do
peso testicular total o peso da albuginea testicular multiplicado por 2. Como a
densidade do testiculo € em torno de 1 (Johnson et al., 1981; Tae et al., 2005), o
peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

Baseado nos volumes de tubulos seminiferos e nos pesos corporais foi
calculado o indice tubulossomatico (ITS) a partir da férmula ITS=VT/PC*100, onde

VT=volume do tubulo seminifero e PC=peso corporal.

2.3.2. Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento dos

tubulos seminiferos

O didmetro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracéo, ao
acaso, de 20 seccbes transversais de tubulos seminiferos, que apresentaram

contorno o mais circular possivel. Estas medidas nao levaram em consideragao o
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estadio do ciclo e foram realizadas utilizando-se o programa de analise de imagem
Image-Pro Plus®, associado a microscépio Olympus AX-70, em objetiva de 20x.

Nas mesmas seccgoes utilizadas para se medir o didmetro tubular mensurou-
se a altura do epitélio seminifero, tomada da tunica prépria até o lumen tubular. O
valor encontrado para a altura do epitélio, em cada tubulo, representou a média de
duas medidas tomadas de forma diametralmente opostas.

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 formula CT=VTS/1R?, onde VTS=volume dos tubulos seminiferos; n1R*=area
da seccao transversal dos tubulos seminiferos e R=diametro tubular/2. Para calculo
deste comprimento por grama de testiculo dividiu-se o valor anterior pelo peso
testicular total. O comprimento total dos tubulos seminiferos por testiculo (CTT),

também expresso em metros, foi obtido multiplicando-se o CT por testiculo por 2.
2.4. Analise estatistica

As variaveis foram submetidas aos testes de Normalidade (Lilliefors) e
Homocedasticidade (Cochran). Apds as devidas transformag¢des, quando
necessarias, as mesmas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA). Quando
significativo, foi realizado o teste de comparagdo de médias de Duncan
(SAEG,1999) a um nivel de significancia de 0,05% (p<0,05). Todos os resultados
foram expressos em média * desvio-padrdo. As analises morfométricas testiculares
foram correlacionadas as variaveis ambientais, utilizando-se o teste de correlagcado de
Pearson a nivel de significancia de 0,05% (SAEG,1999).

3. RESULTADOS

Na Tabela 1 encontram-se as médias por estacao, referentes a temperatura,
precipitacdo pluviométrica, fotoperiodo e umidade relativa do ar, registrados para a
regidao de Vigcosa, MG nos periodos de coleta, ao longo das diferentes estacdes
climaticas anuais em 2007, sendo que os dados do outono referem-se ao ano de
2008.

O fotoperiodo e a precipitacdo pluviométrica mostraram maior influéncia sobre

as analises morfométricas de tubulos do que a temperatura e a umidade relativa do

30



ar. Observou-se uma correlacdo negativa entre as médias de temperatura e do
fotoperiodo com o percentual de tubulos seminiferos. Registrou-se também uma
correlagdo negativa entre a precipitacéo pluviométrica e o comprimento dos tubulos
seminiferos por testiculo e o comprimento tubular total. Correlagdo positiva foi
encontrada entre precipitagdo pluviométrica média e o ITS. O fotoperiodo
correlacionou-se negativamente com o percentual de lumen, de didmetro e com o
volume dos tubulos seminiferos. Todas as correlagdes foram altamente significativas
(Apéndice 1).

Os testiculos de M. molossus séo pares e semelhantes entre si no tamanho e
no peso, apresentando-se envolvidos externamente por uma capsula conjuntiva, a
albuginea testicular, que confere ao érgao coloragao esbranquigada. Esta se mostra
espessa, com predominio de fibras colagenas, fibroblastos, fibrécitos e mastocitos
esparsos (Figura 1a), contendo ainda células musculares lisas. O parénquima é

constituido pelos compartimentos tubular e intertubular, semelhante a maioria dos

mamiferos (Russell et al., 1990) (Figura 1b).

Figura 1. Secgbes transversais dos testiculos de Molossus molossus. a. *:
Albuginea; Detalhe: mastdcitos. Barra: 25 uym. b. CT: Compartimento tubular. CI:
Compartimento intertubular. ®: Tunica prépria. ES: Epitélio seminifero. L: limen. =:
Células de Sertoli. Detalhe: células de Sertoli. Barra: 30 um. Azul de toluidina -

borato de sddio.

O compartimento tubular é constituido pelos tubulos seminiferos, formados

por tunica propria, epitélio seminifero e lume. O epitélio seminifero apresenta-se

31



formado por células espermatogénicas em varios estagios de desenvolvimento e por
células de Sertoli cujos nucleos, de padréo irregular, mostram nucléolo conspicuo. A
tunica prépria apresenta camada unica de células mioides (Figura 1b).

Os valores médios das biometrias corporais, testiculares e o IGS encontram-
se na Tabela 2. Observou-se peso corporal médio maior no verdo em relacdo ao
outono e a primavera (p<0,05). O peso testicular apresentou aumento no outono e
inverno em relagdo ao verao (p<0,05) e o IGS médio foi menor no verao em relagéao
a todas as outras estagdes (p<0,05). Os demais parametros ndo passaram por

alteragao significativa entre as diferentes estag¢des climaticas anuais.

Tabela 2. Pesos corporais (g), testiculares (g) e indice gonadossomatico (IGS) (%)

de Molossus molossus adultos coletados nas diferentes estagdes climaticas anuais.

Estacao Peso corporal  Peso testicular total IGS
climatica anual (9) (9) (%)
Verao 17,462,11° 0,057+0,018° 0,330,11°
Outono 14,97+1,46° 0,084+0,008° 0,56+0,08°
Inverno 15,31+1,64° 0,077+0,013° 0,50+0,04°
Primavera 14,27+1,58% 0,068+0,023% 0,47+0,12°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

Os valores referentes a albuginea e ao parénquima testicular encontram-se
na Tabela 3. Nao houve variagao significativa no peso da albuginea entre as
estagdes, o0 mesmo ocorrendo quanto ao peso do parénquima testicular e ao

percentual ocupado pela albuginea nos testiculos (p>0,05).

Tabela 3. Pesos da albuginea (g), do parénquima testicular (g) e percentual de
albuginea dos testiculos de Molossus molossus adultos coletados nas diferentes

estacgdes climaticas anuais.

Estagao Peso albuginea  Peso parénquima testicular total Albuginea
climatica anual (9) (9) (%)
Verao 0,0029+0,0009° 0,052+0,016° 10,21+1,94°
Outono 0,0041+0,0003% 0,076+0,008° 9,84+0,49°
Inverno 0,0032+0,0011° 0,071+0,011° 8,03+1,61°
Primavera 0,0035+0,0008° 0,061£0,024° 11,56+4,81%

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
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As proporgdes volumétricas (%) e o volume (mL) dos componentes do
parénquima testicular estdo demonstrados na Tabela 4. O percentual ocupado pelos
tubulos seminiferos foi maior no outono e inverno em relagdo ao verao (p<0,05),
enquanto o percentual de intertubulo no parénquima testicular foi menor no outono e
inverno em relagdo ao verao (p<0,05). O aumento no volume dos tubulos
seminiferos no outono e inverno em relacdo ao verao, e a diminuicdo no volume do
intertubulo no inverno em relagdo ao verdo nao foram significativos. Assim como o

IGS, o ITS foi menor no verdo em relagéo a todas as outras estagdes (p<0,05).

Tabela 4. Proporgbes volumétricas (%) entre os componentes do parénquima
testicular, volume (mL) dos tubulos seminiferos e do compartimento intertubular e
indice tubulossomatico (ITS) (%) dos testiculos de Molossus molossus adultos

coletados nas diferentes estacdes climaticas anuais.

Estacéo Tubulos seminiferos Intertdbulo  Volume dos tubulos Volume do ITS
climatica (%) (%) seminiferos intertubulo (mL) (%)
anual (mL)

Verao 85,54+3,36° 14,46+3,36° 0,044+0,012° 0,0079+0,0042° 0,25+0,08°
Outono 90,49+2,80° 9,51+2,80" 0,069+0,008° 0,0071£0,0019*  0,46%0,07°
Inverno 92,38+4,07° 7,624,07° 0,066+0,013? 0,0050+0,0017%  0,42+0,04°
Primavera 88,84+3,67% 11,1643,67%° 0,054+0,021% 0,0068+0,0035*  0,37+0,112

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

Os percentuais ocupados pelos elementos do compartimento tubular
encontram-se na Tabela 5. Verificou-se que o percentual representado pelo lumen
apresentou grande variac¢ao, tendo sido significativamente maior no outono e inverno
em relagdo ao verao (p<0,05). O percentual dos tubulos seminiferos representado
pelo epitélio seminifero ndo sofreu alteragcdes significativas entre as estacoes
(p>0,05), enquanto que o percentual de tunica prépria foi menor no verdo em relagao

as demais estagdes (p<0,05).
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Tabela 5. Percentuais do compartimento tubular representados por lumen, epitélio

seminifero e tunica propria, nos testiculos de Molossus molossus adultos coletados

nas diferentes estacdes climaticas anuais.

Estacao climatica Ldamen Epitélio seminifero Tunica propria
anual (%) (%) (%)
Vergo 6,73+1,86" 77,30+4,48° 1,51+1,06"
Outono 11,89+2,94° 75,25+3,77° 3,350,32°
Inverno 12,85+2,74° 76,31+6,95° 3,22+0,36°
Primavera 9,49+2,16%° 75,89+1,73° 3,46%1,24°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

Na Tabela 6 encontram-se as médias do didmetro dos tubulos seminiferos,
altura do epitélio seminifero, comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo e por
grama de testiculo e o comprimento total dos tubulos seminiferos. O didmetro
tubular foi maior no outono e inverno em relagéo ao verao (p<0,05). No inverno foi
semelhante ao outono (p<0,05), e na primavera foi semelhante ao inverno (p<0,05).

A altura do epitélio seminifero n&o variou significativamente entre as
estagdes, assim como o comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo, por
grama de testiculo e comprimento total dos tubulos seminiferos ndo passaram por

alteragdes significativas entre as estagdes (p>0,05).

Tabela 6. Diametro tubular (um), altura do epitélio seminifero (um), comprimento dos
tubulos seminiferos por testiculo, por grama de testiculo e comprimento total dos
tubulos seminiferos (m) nos testiculos de Molossus molossus adultos coletados nas

diferentes estagdes climaticas anuais.

Estacao Diametro do Altura do Comprimento  Comprimento dos  Comprimento
climatica tubulo epitélio dos tubulos  tubulos seminiferos total dos
anual seminifero seminifero seminiferos por grama de tubulos
(um) (um) por testiculo testiculo seminiferos
(m) (m) (m)
Verdo 133,23+14,16°  53,57+5,05° 3,15+0,95° 56,92+14,52° 6,30+1,90°
Outono 160,87+6,28° 57,97+5,58° 3,40+0,59° 40,36+4,16° 6,80+1,17°
Inverno 155,44+8,74®° 55 35+1,61° 3,45+,062° 45,05+4,65° 6,91+1,23°
Primavera  139,50+19,88°°  50,54+6,68° 3,42+0,42° 53,33+12,13% 6,84+0,84°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).
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Nao foram identificados macrofagos no intertubulo por meio da fosfatase
acida. No entanto, observou-se positividade para lisossomos no ducto eferente,
sobretudo na base de seu epitélio (Figura 2b).
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Figura 2. Seccao transversal testicular de Molossus molossus evidenciando o ducto
eferente no compartimento intertubular. a. Controle. b. Fosfatase &acida. +:

Lisossomos no ducto eferente. Nuclear fast red. Barra: 30um.

4. DISCUSSAO

Pelo nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que mostra a
morfometria testicular associada a sazonalidade em morcegos, existindo, portanto,
poucos dados disponiveis na literatura. Morcegos insetivoros apresentam
importancia crucial no ecossistema devido a seu papel no controle das populacdes
naturais de insetos. Neste estudo observou-se maior atividade de M. molossus nas
primeiras duas horas ao anoitecer e nas duas horas antes do amanhecer, assim
como o descrito por Greenhall e Paradiso (1968), quanto ao periodo de atividade em
microquirépteros. Entretanto os animais foram capturados ao anoitecer.

Com peso corporal médio de 15g, M. molossus pode ser considerada uma
espécie de pequeno porte. Dentre os microquiropteros brasileiros, a menor espécie
€ o morcego frugivoro Furipterus horrens, com peso médio de 3g, e a maior é o
onivoro Vampyrum spectrum, que pode pesar até 200g (Reis et al., 2007).

O entendimento dos ciclos reprodutivos e dos fatores que interferem na
atividade reprodutiva dos mamiferos, e principalmente de morcegos, € complexo

(Pacheco, 2001). Gittleman e Thompson (1988) explicaram que além da

35



sazonalidade e da abundéancia de alimentos, fatores comportamentais, hormonais e
fisiologicos sdo co-responsaveis pelo sucesso reprodutivo das espécies.

Sabe-se que o verdao € normalmente a estacdo eleita pela maioria das
espécies para a ocorréncia dos nascimentos, visto ser este o periodo de maior oferta
de alimentos e condigdbes mais favoraveis ao desenvolvimento dos filhotes
(Oxberry,1979). Nesta estacdo foram encontradas as temperaturas mais elevadas,
maior precipitagao pluviométrica, maior fotoperiodo e maior percentual de umidade
relativa do ar. Segundo Cerqueira (2005), o fotoperiodo é o fator desencadeante do
inicio da estacao reprodutiva na cuica Monodelphis domestica, o que também foi
demonstrado em outros estudos (Cerqueira, 1984; Cerqueira e Bergallo, 1993). O
maior peso corporal observado em M. molossus no verao pode estar relacionado ao
fato de ser esta uma estacido de maior oferta de alimentos. Fato semelhante foi
observado por Parreira e Cardoso (1993) no roedor silvestre Bolomys lasiurus, que
associaram o aumento de peso corporal ao aumento na disponibilidade de agua e
alimentos nessa época, que corresponde a estacdo chuvosa nos locais de coleta.

O aumento do peso gonadal de M. molossus observado no outono coincide
com o encontrado por Carvalho (2007) no roedor silvestre Akodon cursor,
contrastando com a redugao do peso testicular no inverno, constatada por Parreira e
Cardoso (1993) para Bolomys lasiurus e por Muteka et al. (2006) para Aethomys
namaquensis. Uma correlagdo negativa, altamente significativa, observada entre o
fotoperiodo e o peso gonadal de M. molossus confirmam estes achados, de modo
que quanto maior o fotoperiodo, como acontece no verao, menor foi 0 peso gonadal.

Segundo Kenagy e Trombulak (1986), mamiferos de menor peso corporal
alocam maiores proporgdes de massa corporal e desprendimento energético para o
tecido testicular quando comparados a mamiferos de maior porte, ndo sendo este
investimento espécie-especifico. Ainda segundo estes autores, o tamanho testicular
esta intimamente relacionado ao comportamento reprodutivo, uma vez que animais
com comportamentos monogamicos e poliginicos apresentam menor peso testicular
em relacdo a espécies com comportamentos reprodutivos promiscuos ou
poliandricos. Nestes ultimos, maior producdo espermatica é necessaria devido a
competicdo entre espermatozdides de diferentes machos para a fertilizagdo da
mesma fémea. Em M. molossus encontrou-se um baixo IGS, o qual teve média de
0,47%, o que € coerente com o sistema de acasalamento poliginico observado na

espécie, que obedece a um sistema de haréns composto por um macho dominante.
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Ao passo que foi encontrado IGS médio no rato e no camundongo de 0,70% e
0,64%, respectivamente (Gomes, 2007; Melo, 2007).

Como M. molossus apresenta periodo gestacional de aproximadamente 90
dias, é coerente que ocorra maior investimento em massa testicular e reservas
energéticas durante o outono, de modo que ocorrendo uma maior produgao
espermatica, copula e fertilizacdo durante e principalmente ao final deste periodo e
inicio do inverno, a fémea ficara gestante durante os 3 meses do inverno. Os
nascimentos ocorrem entdo no inicio da primavera, época de maior disponibilidade
de alimentos e de temperaturas mais favoraveis ao desenvolvimento dos filhotes.
Estas inferéncias sdo suportadas neste estudo por varios parametros investigados,
como o0 aumento do IGS e do peso testicular observados no outono. O menor
percentual do IGS, assim como do ITS observados no verdao também podem ser
explicados da mesma forma, ja que o verao seria também época de nascimentos e,
portanto, de menor investimento em produgdo espermatica, caracterizando ainda
estacdo de reducédo nos acasalamentos. De fato, fémeas gestantes também foram
capturadas neste periodo. Carvalho (2007) também encontrou peso testicular maior
no outono no roedor silvestre Akodon cursor.

A albuginea compde a morfofisiologia do testiculo, embora nao participe
diretamente da fungdo espermatogénica ou androgénica (Johnson et al., 1981). O
percentual dos testiculos de M. molossus ocupados pela albuginea esteve dentro da
média encontrada para a maioria dos mamiferos até hoje estudados, onde esta
representa de 5 a 13% dos testiculos, estando na maioria dos animais em torno de
10% (Franga e Russell, 1998).

O parénquima testicular é a porgédo produtiva, gametogénica e androgénica
do testiculo. Na maioria dos estudos até hoje conduzidos, este € constituido por 70 a
90% de tubulos seminiferos, sendo o restante do parénquima ocupado pelo
intertubulo. M. molossus esteve dentro desta faixa, atingindo um dos mais elevados
percentuais de parénquima testicular ocupado por tubulos seminiferos, em relacao
as demais espécies estudadas (Franca e Russell, 1998; Guiao-Leite, 2002;
Bittencourt, 2003; Almeida et al., 2006; Costa et al., 2006a; Costa et al., 2006b;
Menezes, 2006; Sarti, 2006; Carvalho, 2007; Carreta Junior, 2008). Os maiores
percentuais destes tubulos, bem como seu volume foram observados no outono e
inverno, o que parece ser reflexo do maior investimento em producédo espermatica

nestas estacdes. Estas informagdes foram também comprovadas pela analise de
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correlagdo, onde observou-se que quanto maior a temperatura e o fotoperiodo,
menor o percentual e o volume de tdbulos. Em A. cursor a propor¢ao
tubulo/intersticio n&do apresentou diferenga significativa entre os grupos, nas
diferentes estacdes climaticas anuais, no entanto, observou-se aumento no volume
dos tubulos seminiferos no outono (Carvalho, 2007).

O indice tubulossomatico (ITS) é um parametro que visa quantificar o
investimento em tubulos seminiferos em relagdo a massa corporal. Em M. molossus
este parametro, que teve media de 0,37% considerando todas as estacdes, foi maior
que o observado na onga parda (Guido-Leite, 2002) com 0,02%; no lobo-guara
(Bittencourt, 2003) com 0,03%; gato doméstico (Franga e Godinho, 2003) e capivara
(Romano et al., 2002) com 0,06% e paca (Carreta Junior, 2008) com 0,24%, e
menor que o observado no rato com 0,61% e no camundongo com 1,12% (Romano
et al., 2002). Um elevado ITS sugere grande investimento em tubulos seminiferos, o
que pode estar diretamente relacionado a um grande investimento em produgao
espermatica.

Os valores aqui encontrados demonstram grande investimento corporal em
producao espermatica em M. molossus, sobretudo no outono. Reafirma-se ainda a
tendéncia existente entre os mamiferos, de investimento inverso em producgéo
espermatica com relagdo a massa corporal, sendo os mamiferos de menor porte
aqueles que apresentam maior investimento corporal na producdo espermatica
(Kenagy e Trombulak, 1986).

O compartimento tubular é limitado por células midides e elementos
acelulares, como fibras colagenas e membrana basal, que juntos formam a tunica
prépria. Sobre a tunica propria repousam as ceélulas de Sertoli e espermatogbnias
(Russell et al., 1990). Enquanto multiplas camadas de células midides podem estar
presentes em algumas espécies (Hermo et al., 1977), em M. molossus observou-se
camada unica. Estas células sao contrateis e provém a maior forca para o
movimento de fluidos e propulsdo do esperma através dos tubulos seminiferos
(Russell et al., 1989). Deste modo, a redugdo no percentual de tunica propria
observado no verdao em relacdo as outras estagdes pode indicar menor fluxo de
fluidos através dos tubulos seminiferos nesta estacéao.

A reducgao do lumen tubular em M. molossus, também observada no veréo, foi
confirmada por uma correlagdo negativa com o fotoperiodo, de modo que quanto

maior o fotoperiodo, menor o percentual de lUmen. Tal fato pode estar relacionada a
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uma menor atividade do epitélio como um todo e redugado na atividade secretora no
verdo, e pelo tamanho e populacdo de células germinativas, assim como o citado
por Frangca e Godinho (2003). A pressdo exercida por estes fluidos nos tubulos
seminiferos mantém o lumen tubular. Além disto, o fluido luminal é o meio através do
qual os espermatozoides sao transportados dentro do sistema de ductos do trato
reprodutor masculino (Russell et al., 1989). Por outro lado, o aumento do lumen
observado no outono e inverno nos animais deste trabalho pode indicar aumento na
atividade de sintese e deslocamento de fluido tubular nestas estagoes,
incrementando desta forma a proporg¢ao luminal. Segundo Franga e Russell (1998),
0 aumento no lumen € diretamente responsavel pelo aumento do diametro tubular. E
o0 aumento do didmetro tubular, por sua vez, é diretamente implicado com maior
atividade espermatogénica.

Assim como em A. cursor (Carvalho, 2007), o ligeiro aumento na altura do
epitélio seminifero observado em M. molossus no outono, pode indicar aumento das
camadas das células germinativas e consequente aumento na produgdo de
espermatozoides nesta estagdo. Segundo Wing e Christensen (1982), a altura
epitelial € mais fidedigna na detecgdo de aumento de produgédo espermatica que o
diametro tubular, por acompanhar diretamente as variacbes do ciclo do epitélio
seminifero.

O aumento no didmetro tubular observado no outono foi reflexo do aumento
do lumen, nesta mesma estagao, assim como da proporgao de tubulos seminiferos,
sendo coerente também com o aumento do ITS e IGS no outono. Todas estas
variagdes observadas no compartimento tubular acompanham as altera¢des do ciclo
do epitélio seminifero. Observou-se que quanto maior o fotoperiodo, menor o
diametro tubular. E o maior fotoperiodo foi observado no verdo, o que, portanto
também confirma as inferéncias acima. Sabe-se que existe uma relagcdo positiva
entre o didmetro tubular e a atividade espermatogénica testicular (Franca, 1987;
Sinha-Hikim et al., 1988). Este didmetro sofre variagdes de acordo com a espécie e
mesmo entre diferentes ragas, numa mesma espécie. Este valor em M. molossus,
considerando todas as estagodes, teve média de 147,26um. A maioria dos amniotas
apresenta diametro tubular dentro de uma ampla faixa, variando de 180um a 300um
(Roosen-Runge, 1977).

Wing e Christensen (1982) descreveram variagdes ciclicas no didametro dos

tubulos seminiferos em espécies laboratoriais, € Verma et al. (1965) demonstraram

39



variagdes do diametro tubular no garanhdo durante a estagdo de acasalamento.
Carvalho (2007) observou redugao significativa no diametro tubular do roedor
silvestre Akodon cursor no inverno em relacdo as demais estacoes, atribuindo esta
reducao ao fato de ser este um periodo de pouco alimento, baixa reproducao e baixa
precipitacdo pluviométrica. Couto e Talamoni (2005), em estudos feitos com Akodon
montensis, observaram espermatogénese e atividade reprodutiva ciclica na
primavera e no verao, periodo de alta precipitagao pluviométrica.

O comprimento dos tubulos seminiferos esta relacionado ao peso testicular,
sendo reflexo do volume do parénquima testicular, da proporcdo volumétrica dos
tubulos seminiferos e do diametro tubular. Diante da grande variagdo encontrada
para o tamanho testicular nas diferentes espécies, a comparagcdo do comprimento
de tubulos seminiferos entre espécies deve ser feita por grama de testiculo.
Enquanto demonstrou-se que o didmetro dos tubulos seminiferos ndo se altera
significativamente apds a maturidade sexual numa dada espécie, os tubulos
seminiferos continuam aumentando em comprimento, o que esta relacionado com o
crescimento do tamanho testicular (Attal e Courot, 1963; Franca, 1987).

M. molossus apresentou média de 48m de tubulos por grama testicular
considerando todas as estacdes, enquanto todas as espécies animais até hoje
estudadas apresentam de 9 a 20m de tubulos seminiferos por grama de testiculo
(Franca e Russell, 1998; Guiao-Leite, 2002; Bittencourt, 2003; Azevedo, 2004;
Barros, 2005; Sarti, 2006; Menezes, 2006; Carvalho, 2007; Gomes, 2007; Melo,
2007; Caldeira, 2007), o que denota grande investimento em produgao espermatica
neste morcego, apesar de Kenagy e Trombulak (1986) afirmarem que em animais
de comportamento reprodutivo poliginico, como M. molossus, n&o seja necessaria
uma producao espermatica tao alta. Até entdo o maior valor havia sido registrado na
paca, com 29,7m de tubulos seminiferos por grama de testiculo (Carreta Jr, 2008).
Tais achados reafirmam as diferengas existentes quanto as estratégias reprodutivas
em diferentes espécies.

Espermatozoides foram observados no lumen dos epididimos durante todo o
ano, assim como o observado por Pacheco (2001) nos morcegos M. Molossus,
Sturnira lilium e Desmodus rotundus, o que indica producédo espermatica continua.

A presencga de marcagédo de enzimas lisossébmicas nos ductos eferentes em
M. molossus pode ser correlacionada com alguns papéis histofisiolégicos, tais como

a ocorréncia de fagocitose ou reabsorcdo de fluidos, espermatozdoides ou corpos
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residuais, assim como o observado nos ductos eferentes do rato Thryonomys
swinderianus por Aire e Van der Merwe (2003), no lagarto Sitana ponticeriana por
Akbarsha et al. (2006) e Akbarsha et al. (2007) e em diversas espécies de
mamiferos por Ilio e Hess (1994) e Hess (2000). Reatividade a fosfatase acida foi
também verificada no ducto epididimario do gerbil (Meriones unguiculatus) por
Domeniconi et al. (2006), o que estes autores associaram com a atividade
lisossdbmica (Bainton, 1981; Orsi, 1998), sendo esta uma observagao que implica em
ocorréncia de processos ativos de absor¢ao e endocitose de fluido proveniente do
limen (Hermo e Morales, 1984; Hermo et al., 1994).

Segundo Pacheco (2001), em espécies de morcegos onde nao existe
sincronizagdo entre producdo espermatica e ovulagdo pode ocorrer o
armazenamento de espermatozoides, seja no epididimo, seja no aparelho genital da
fémea. Como espermatides alongadas foram observadas nos tubulos seminiferos de
M. molossus em todas as estagdes do ano, assim como espermatozoéides no lumen
epididimario, e ainda as analises morfométricas testiculares indicaram sazonalidade
reprodutiva, pode-se sugerir armazenamento de espermatozdides no epididimo de
M. molossus fora da época de acasalamento. Este fato também foi relatado por
Fabian e Marques (1989) nesta mesma espécie. Segundo Pacheco (2001), os
machos estdo ativos nas quatro estacbes do ano e com indices menores no verao,
ocorrendo ainda sincronizacdo do ciclo reprodutivo entre machos e fémeas de M.
molossus, o que coincide com os resultados obtidos para machos neste trabalho.

Segundo Bronson (1989) os machos de mamiferos podem permanecer ativos
reprodutivamente fora das épocas em que as fémeas se encontram receptivas.
Mesmo em situagbes de forte sazonalidade, em que é energeticamente impossivel
para as fémeas se reproduzirem durante uma parte do ano, os machos podem
entrar em atividade reprodutiva antes da fémea e sair desta fase apés elas.

Foi demonstrado um padrdo de sazonalidade reprodutiva em M. molossus,
embora esta ndo seja tdo pronunciada como o que ocorre no morcego Myotis
lucifugus lucifugus no nordeste dos Estados Unidos. Nesta espécie, durante o
periodo de hibernacdo o epitélio seminifero é reduzido a espermatogbnias de

reserva e células de Sertoli (Gustafson, 1987).
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5. CONCLUSOES

Conclui-se deste modo que M. molossus machos apresentam sazonalidade
reprodutiva apresentando maior atividade espermatogénica no outono, onde se
observou aumento de diversos parametros morfométricos tubulares. A espécie
apresenta ainda comprimento tubular muito acima da média dos mamiferos ja
estudados, grande investimento no compartimento tubular possuindo uma das
maiores proporgdes de tubulos seminiferos entre os mamiferos, e padrao testicular

caracteristico da maioria dos mamiferos.
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Artigo Il

Organizacao e quantificacdo sazonal dos elementos do compartimento
intertubular dos testiculos do morcego insetivoro Molossus molossus (Pallas,
1776)

Resumo

Objetivou-se comparar a organizagdo e quantificagdo dos elementos do
compartimento intertubular testicular de Molossus molossus coletados em diferentes
estacbes climaticas. Secgdes histoldgicas testiculares incluidas em metacrilato
foram avaliadas sob microscopia de luz, utilizando-se o software Image Pro Plus.
Obteve-se o percentual representado pelos elementos do parénquima testicular,
calculando-se entdo diversos paradmetros morfométricos intertubulares. Analises de
correlagao entre a morfometria testicular e fatores abidticos ambientais confirmaram
a influéncia de fatores climaticos sobre a reproducéo de M. molossus. O intertubulo
ocupou em meédia 11% dos testiculos, considerando-se todas as estagdes, sendo
constituido predominantemente por células de Leydig (CL), além de vasos
sanguineos e escassos espacos linfaticos e tecido conjuntivo. Os percentuais dos
testiculos ocupados pelo intertubulo e por CL foram significativamente maiores no
verdo. Ja os demais elementos intertubulares ndo sofreram alteragdes significativas
entre as estacdes. O percentual das CL ocupado pelo nucleo foi maior no inverno,
contribuindo diretamente para o menor percentual desta célula ocupado pelo
citoplasma, nesta mesma estagcdo. Assim como quanto ao volume citoplasmatico e
total de CL, os quais também foram menores no inverno. O maior percentual do
intertubulo ocupado por estas células no verao em relagao ao outono e inverno pode
indicar aumento na capacidade esteroidogénica do animal no verdao. O aumento no
percentual e volume citoplasmaticos e de CL observados a partir da primavera
também sugerem aumento da capacidade sintética desta célula, com produgéo
pronunciada no outono. Conclui-se que M. molossus podem apresentar dois picos
de producgdo androgénica, com maiores investimentos em tecido intertubular e em
CL no verao, e o aumento da propor¢ao volumétrica e volume citoplasmatico de CL

no outono indica a preparacao para a estacao reprodutiva dessa espécie.

Palavras-chave: Células de Leydig, Vasos sanguineos, Espaco linfatico, Tecido

conjuntivo.
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Organization and seazonal quantification of the intertubular compartment in

the testes of the insectivorous bat Molossus molossus (Pallas, 1776)

Abstract

Different species have different patterns of testicular organization. The present study
aimed to compare the organization and quantification of the elements of intertubular
compartment of the testes of Molossus molossus collected at different annual
climatic seasons. Testicular histological sections included in methacrylate were
avaliated in light microscope, using the software Image Pro Plus. It was obtained the
percentage represented by the elements of the testicular parenchyma, and estimated
various intertubular morphometric parameters. Analysis of correlation between the
testicular morphometry and abiotic environmental factors confirmed the influence of
climatic factors on the reproduction of M. molossus males. The intertubular tissue
occupied on average 11% of the testes in M. molossus considering all seasons,
consisting predominantly of Leydig cells (LC), blood vessels and reduced lymphatic
spaces and connective tissue. The percentage of the testes occupied by intertubular
compartment and LC were significantly higher in the summer for the fall and winter.
The other intertubular elements had no significant changes between seasons. The
percentage of LC occupied by the nucleus was greater in winter, contributing directly
to the lowest percentage of cell occupied by cytoplasm in the same season, as well
the cytoplasmatic and total volume of LC, which were also lower in winter. The
greater percentage of intertubular compartment of M. molossus occupied by these
cells in the summer in relation to the fall and winter may indicate an increase in
steroidogenic capacity of the animal in the summer. The increase in the percentage
of LC as well in your cytoplasmatic volume and total observed from the spring also
suggest increasing in the synthetic capacity of the cell, which pronounced production
in the fall. We conclude that M. molossus may have two peaks of androgen
production, with greater investments in intertubular tissue and LC in the summer, and
the increasing of the LC proportion and volume cytoplasmatic and total of LC in the

fall indicates the preparation for the reproductive season of this species.

Key-words: Leydig cell, Blood vessel, Lymphatic space, Connective tissue.
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1. INTRODUCAO

Os quirépteros atuam de diversas maneiras no ambiente, seja como
dispersores de sementes, agentes polinizadores, vetores de zoonozes ou agentes
controladores de populagdes de insetos, como € o caso da espécie insetivora
Molossus molossus, a qual se encontra amplamente distribuida pelo territorio
brasileiro.

A biologia reprodutiva de morcegos pode ser tdo variavel quanto os habitos
que eles apresentam pois, dependendo de seu tipo de habitat, da localizagao deste,
das condi¢cbes climaticas e da disponibilidade de alimentos, diferentes espécies
apresentam diferentes estratégias reprodutivas (Pirlot, 1967; Dweyr, 1970).
Morcegos insetivoros apresentam padréo reprodutivo tipicamente monoestral. No
entanto, em espécies onde a disponibilidade de alimento ndo estd sujeita a
variagdes sazonais, pode-se observar poliestria, com picos de nascimento duas
vezes ao ano (Fleming et al., 1972; La Val e Fitch, 1977). M. molossus teve seu ciclo
reprodutivo definido como poliestral sazonal por Fabian e Marques (1989) no estado
do Ceara, regidao nordeste do Brasil, e como monoestral sazonal por Pacheco
(2001), no estado do Rio Grande do Sul, regido sul do Brasil.

O testiculo dos mamiferos pode ser morfo-funcionalmente dividido em dois
compartimentos: o tubular ou espermatogénico e o intertubular ou androgénico. O
compartimento tubular ocupa de 61 a 88% dos testiculos da maioria das espécies de
mamiferos até hoje estudadas, e o intertubulo, por sua vez, de 11 a 38% (Francga e
Russel, 1998). O compartimento intertubular é constituido por células de Leydig,
vasos sanguineos, espago linfatico e uma populagdo variavel de células que
compdem o tecido conjuntivo. Grande variagdo é observada entre a porcentagem
destes componentes em diferentes espécies (Fawcett et al., 1973; Franca e Russel,
1998).

Sé&o classicamente descritos 3 padrbes de organizagdo do compartimento
intertubular (Fawcett et al., 1973). Na primeira categoria encontram-se as espécies
que apresentam relativamente pouco volume de células de Leydig e escasso tecido
conjuntivo, com espacgo linfatico ocupando a maior parte do intertubulo. Espécies
com agrupamentos de células de Leydig em abundéancia espalhados pelo intertubulo
e em abundancia e tecido conjuntivo edemaciado, drenado por vasos linfaticos

central ou excentricamente arranjados no intertubulo estdo na segunda categoria. Ja
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espeécies com abundancia de células de Leydig, ocupando quase todo o
compartimento intertubular, mas com tecido conjuntivo e espacos linfaticos escassos
e de pequeno tamanho pertencem a terceira categoria. Estes diferentes padroes de
organizacgao do tecido intertubular resultam em diferentes implicag¢des fisioldgicas.
As células de Leydig usualmente constituem os componentes mais
abundantes do intertubulo, e sua populacao varia de acordo com a espécie e idade.
Tais células s&o responsaveis pela sintese de testosterona, manutencéo da libido,
do processo espermatogénico, funcionamento das glandulas acessorias e
caracteristicas sexuais secundarias (Payne et al., 1996). Foram descritas alteragdes
na histologia das células de Leydig no morcego insetivoro Myotis lucifugus lucifugus
no nordeste dos Estados Unidos, correlacionadas a variagbes sazonais nas
concentragbes plasmaticas de testosterona (Gustafson, 1987). Ja os demais
componentes usualmente n&o apresentam variagao evidente (Fawcett et al., 1973).
Pouco se conhece acerca da funcado testicular e padroes de
espermatogénese e androgénese em morcegos brasileiros, e M. molossus néo é
excecao. Tais conhecimentos podem ser obtidos por meio da aplicagcao de analises
morfométricas testiculares, e permitem inferir sobre a dindmica gonadal e
consequente capacidade reprodutiva do animal, fornecendo desta forma
informacdes relativas ao seu ciclo reprodutivo, bem como sobre sua variagao

reprodutiva sazonal, o que constituiu o objetivo deste estudo.

2. MATERIAL & METODOS

2.1. Area de estudo

Foram realizadas coletas na regido sudeste do estado de Minas Gerais,
Brasil, na regido do municipio de Vigosa (20°45'14”S e 42°52'53”W), o qual localiza-
se a uma altitude média de 648,74 metros. Trata-se de uma regiédo
caracteristicamente montanhosa, inserida no bioma da Mata Atlantica cujo clima é
do tipo Cwa (mesotérmico, umido com verdes chuvosos e invernos secos, pela baixa
precipitagdo pluviométrica).

Foram obtidas informacgdes referentes as condi¢des climaticas do municipio
no periodo de coletas, que compreendeu de Janeiro de 2007 a Maio de 2008, a fim

de correlacionar os fatores abidticos temperatura, precipitacdo pluviométrica,
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fotoperiodo e umidade relativa do ar as condi¢des reprodutivas apresentadas pelos

animais (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios mensais da temperatura do ar (°C), precipitagéo
pluviométrica (mm), fotoperiodo (hora/luz/dia) e umidade relativa do ar (%) na regido
de Vigosa, MG, nas quatro estagdes climaticas anuais, no periodo de Janeiro de
2007 a Maio de 2008. Fonte: Estagdo Meteorologica do Departamento de

Engenharia Agricola da Universidade Federal de Vigosa.

Estacao Temperatura do ar  Precipitacdo pluviométrica Fotoperiodo Umidade relativa do ar
climatica anual (°C) (mm) (hora/luz/dia) (%)

Veréo 22,63 8,14 12,87 81,89

Outono 20,43 3,32 11,20 85,36

Inverno 16,79 0,09 10,77 79,60
Primavera 21,12 1,51 12,30 71,82

As coletas foram autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA-MG-139/06-NUFAS-MG) e pelo Instituto
Estadual de Florestas de Minas Gerais (IEF-MG-121/06).

2.2. Captura, coleta e manutencao dos animais

Dezenove M. molossus machos adultos foram capturados ao anoitecer,
utilizando-se redes de neblina (mist nets) armadas proximo aos abrigos dos animais.
Os morcegos foram colocados em gaiolas, as quais foram mantidas em local sob
abrigo de luz. Foi oferecida dieta composta de larvas do coledptero Tenebrio sp. e
agua ad libitum, desde a captura em campo até a eutanasia em laboratério, no dia
seguinte a noite da coleta. Para a eutanasia foi feito o deslocamento cervical dos
animais, seguindo-se a decapitagdo, tendo sido os mesmos posteriormente
pesados.

As coletas foram divididas entre as estacdes climaticas anuais, tendo sido
estabelecidos 4 grupos amostrais, sendo grupo I: verao (n=5), grupo Il: outono (n=5),
grupo lll: inverno (n=4) e grupo IV: primavera (n=5). A manipulagdo dos animais foi
feita de acordo com as normas de ética para experimentagdo animal previstas pelo

Conselho Federal de Medicina Veterinaria (2002), bem como de seguranga e
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higiene, incluindo vacinagao anti-rabica e antitetanica prévia dos pesquisadores

envolvidos.

2.3. Processamento histolégico

ApoOs a eutanasia, o trato reprodutor foi retirado e fixado por imersédo em
solugédo de Karnovsky por 24 horas, depois transferidos para alcool 70%. Foi feita a
pesagem dos testiculos, seguindo-se a desidratagdo de fragmentos testiculares em
série etandlica crescente, procedendo-se a inclusdo em glicol-metacrilato
(Historesin, Leica®). Foram obtidas secgdes a 3um de espessura, sendo que a cada
corte capturado, 13 foram descartados, a fim de se evitar o mesmo tubulo
seminifero. As preparagdes foram coradas com azul de toluidina e borato de sddio
1%, montadas com Entellan-Merck®, e analisadas sob microscopia de luz.

A fim de detectar a presenga de macréfagos no tecido conjuntivo, algumas
seccoes foram submetidas a reagao enzimatica por meio da técnica histoquimica de
fosfatase acida. A técnica (Gomori, 1952) foi modificada a fim de adequar o
protocolo original para utilizagdo em tecidos fixados em Karnovsky e incluidos em
resina. As secgbGes foram incubadas em meio contendo tampao acetato, f-
glicerofosfato e nitrato de chumbo a 37°C, sendo que a incubagao por 44h forneceu
os melhores resultados. A seguir foram lavadas em agua destilada, imersas em
sulfeto de amoénia, lavadas novamente e contra-coradas com Nuclear Fast Red.

Apés passagem pelo alcool 70%, a albuginea de um dos testiculos foi
cuidadosamente removida e pesada, sendo seu peso descontado do peso total dos
testiculos, para calculo do volume ocupado pelo parénquima testicular, o qual

corresponde a parte funcional do 6rgao.

2.4. Analises morfométricas

2.4.1. Proporcéo volumétrica (%) e volume dos elementos do intertibulo

Registrou-se a proporcdo volumétrica dos compartimentos tubular e
intertubular sob microscopia de luz, contando-se aleatoriamente 2.660 pontos por
animal, utilizando-se reticulo com 266 intersec¢des (pontos), em aumento de 100x,

realizando-se a contagem de 10 campos aleatoriamente distribuidos, nos diferentes
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cortes histologicos do testiculo de cada animal. Avaliou-se entdo o intertubulo,
registrando-se 1.000 pontos sobre nucleo e citoplasma de células de Leydig (NL e
CL), vasos sanguineos (VS), espacgo linfatico (EL) e tecido conjuntivo (TC). Estas
contagens foram feitas utilizando-se o programa para analise de imagens Image Pro
Plus®, associado a microscépio Olympus BX-40.

O percentual de cada elemento no intertubulo foi obtido multiplicando por 100
0 numero de pontos contados sobre este elemento, e dividindo o valor obtido por
1.000. O volume que o elemento ocupa no parénquima testicular, expresso em mL,
foi obtido multiplicando-se a porcentagem deste elemento no intertubulo pelo peso
liquido testicular, dividindo-se este valor por 100. Para o calculo do peso do
parénquima testicular (peso liquido testicular), subtraiu-se do peso bruto de um
testiculo o peso da albuginea. Como a densidade do testiculo € em torno de 1, o
peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume (Johnson et al., 1981; Tae et
al., 2005).

2.4.2. Morfometria de células de Leydig

Mediu-se o diametro nuclear médio das células de Leydig em imagens
capturadas com objetiva de 40x. Trinta nucleos de células de Leydig foram medidos
para cada animal utilizando-se o programa para analise de imagens Image Pro
Plus®, escolhendo-se os nucleos que apresentaram contorno circular, cromatina
perinuclear e nucléolos evidentes. A proporcédo nucleo-plasmatica foi obtida através
da proporcao volumétrica dos elementos do intertubulo.

Foram calculados os volumes nuclear, citoplasmatico e consequentemente, o
volume de cada célula de Leydig por animal. O volume nuclear foi obtido a partir da
formula: VN = 4/3 1R3, onde R = raio nuclear. Para calculo do volume citoplasmatico
utilizou-se a férmula: VC = % citoplasma - VN/%nucleo. Finalmente o volume celular
foi obtido somando-se o VN e o VC. Estes valores foram expressos em micrometros
cubicos (um?®).

Para céalculo do numero total de células de Leydig e do numero de células de
Leydig por grama de testiculo, os volumes nucleares e o volume de células de
Leydig foram convertidos para cm®. Dividiu-se entdo o volume total de célula de
Leydig por parénquima testicular pelo volume de células de Leydig (cm®), obtendo-se

desta forma o numero total de células de Leydig. E para a estimativa do numero
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destas células por grama de testiculo dividiu-se o valor anterior pelo peso gonadal
total.

A fim de se quantificar o investimento em células de Leydig, em relagéo a
massa corporal, foi calculado o indice Leydigossomatico (ILS), utilizando-se a
férmula: ILS=volume total de célula de Leydig por parénquima testicular/PC*100,

onde PC=peso corporal.

2.5. Analise estatistica

As variaveis foram submetidas aos testes de Normalidade (Lilliefors) e
Homocedasticidade (Cochran). Apds as devidas transformag¢des, quando
necessarias, as mesmas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA). Quando
significativo, foi realizado o teste de comparagdo de médias de Duncan
(SAEG,1999) a um nivel de significancia de 0,05% (p<0,05). Os resultados
encontram-se expressos em meédia + desvio-padrdo. As analises morfométricas
testiculares foram correlacionadas as variaveis ambientais, utilizando-se o teste de

correlagcao de Pearson a nivel de significancia de 0,05% (SAEG,1999).

3. RESULTADOS

Na Tabela 1 encontram-se as médias por estacao, referentes a temperatura,
precipitacdo pluviométrica, fotoperiodo e umidade relativa do ar, registrados para a
regidao de Vigcosa, MG nos periodos de coleta, ao longo das diferentes estacdes
climaticas anuais em 2007, sendo que os dados do outono referem-se ao ano de
2008.

Observou-se correlagao positiva entre temperatura e o percentual e volume
de intertubulo e entre a proporgéao volumétrica de célula de Leydig no intertubulo. O
percentual de intertubulo e de célula de Leydig e de tecido conjuntivo no intertubulo,
apresentaram correlagdo positiva com o fotoperiodo. Do mesmo modo, a
precipitacdo pluviométrica correlacionou-se positivamente com o percentual e
volume de espaco linfatico no intertubulo. Todas estas correlagcbes foram altamente
significativas (Apéndice 2).

O compartimento intertubular ocupou em média 11% dos testiculos de M.

molossus, considerando-se todas as estagdes do ano. Este se apresenta constituido
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predominantemente por células de Leydig, encontrando-se ainda vasos sanguineos
e escasso espaco linfatico, assim como o tecido conjuntivo. Goticulas lipidicas e
numerosos granulos de lipofucsina foram observados dispersos pelo citoplasma das

células de Leydig (Figura 1).

Figura 1. Secgobes transversais dos testiculos de Molossus molossus coletados nas
diferentes estagdes climaticas anuais. a: Verao, b: Outono, c: Inverno, d: Primavera.
CT: compartimento tubular. Cl: compartimento intertubular. CL: células de Leydig.
VS: vasos sanguineos. *: Espaco linfatico. ®: Tecido conjuntivo. Azul de toluidina -
borato de sédio. Detalhe: células de Leydig com granulos de lipofucsina. Barra:

30um.

N&o foram identificados macréfagos nas secgdes coradas com azul de
toluidina, ou mesmo por meio da reacao para fosfatase acida. Deste modo estes nao
puderam ser analisados separadamente, tendo sido considerados junto com o tecido

conjuntivo (Figura 2).
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Figura 2. Seccbes transversais dos testiculos de Molossus molossus. CT:
compartimento tubular. Cl: compartimento intertubular. a: Azul de toluidina - borato

de sédio. b: Fosfatase acida. Barra: 30um.

As proporgdes volumétricas (%) e o volume (ml) dos componentes do
parénquima testicular estdo registrados na Tabela 2. O percentual ocupado pelo
compartimento intertubular no parénquima testicular foi maior no verao em relacao
ao outono e inverno (p<0,05) e igual a primavera, enquanto o percentual de tubulos
seminiferos foi maior no outono e inverno em relagao ao verao (p<0,05). Os volumes
do intertubulo e dos tubulos seminiferos nao variaram significativamente entre as

diferentes estacgdes climaticas anuais (p>0,05).

Tabela 2. Proporgdes volumétricas (%) entre tubulos seminiferos e intertubulo e
volume (mL) dos tubulos seminiferos e do intertubulo nos testiculos de Molossus

molossus adultos coletados nas diferentes estagdes climaticas anuais.

Estacao Tubulos seminiferos Intertdbulo Volume dos tubulos Volume do intertubulo
climatica (%) (%) seminiferos (mL)

anual (mL)

Verao 85,54+3,36° 14,46+3,36° 0,044+0,012° 0,0079+0,0042°
Outono 90,49+2,80° 9,51+2,80° 0,069+0,008° 0,0071+0,0019°
Inverno 92,38+4,07° 7,62+4,07° 0,066+0,013? 0,0050+0,00172
Primavera 88,84+3,67% 11,16£3,67% 0,054+0,0212 0,0068+0,0035%

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).
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O percentual ocupado por cada um dos elementos que formam o
compartimento intertubular encontra-se na Tabela 3, ndo tendo ocorrido diferenca

significativa entre tais variaveis (p>0,05).

Tabela 3. Percentual de célula de Leydig, vaso sanguineo, espaco linfatico e tecido
conjuntivo no compartimento intertubular dos testiculos de Molossus molossus

adultos coletados nas diferentes estagdes climaticas anuais.

Estacao Célula de Leydig Vaso sanguineo Espaco linfatico Tecido conjuntivo
climatica (%) (%) (%) (%)

anual

Verao 87,26+5,27° 6,52+4,04° 2,442 13° 3,78+1,25°
Outono 86,10+4,02° 7,88+2,00° 2,92+3,04° 3,10+1,19°
Inverno 86,70+2,36° 8,50+1,50° 0,85+0,90° 3,95+1,74°
Primavera 87,94+3,22° 6,16+2,11° 1,04+1,44° 4,86+1,68°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

Na Tabela 4 sdo demonstrados o0s percentuais representados pelos
elementos do intertubulo nos testiculos de M. molossus. O percentual dos testiculos
representado pelas células de Leydig foi maior no verdo em relagéo ao outono e ao
inverno (p<0,05). J& os percentuais dos testiculos ocupados por vasos sanguineos,
espacos linfaticos e tecido conjuntivo ndo apresentaram variagcées evidentes entre
as estagdes (p>0,05). O percentual dos testiculos ocupado pelo compartimento
intertubular como um todo foi significativamente maior no verdo em relagdo ao

outono e inverno (p<0,05).

Tabela 4. Percentual de célula de Leydig, vaso sanguineo, espaco linfatico, tecido
conjuntivo e de intertubulo no testiculo de Molossus molossus adultos coletados nas

diferentes estacdes climaticas anuais.

Estacao Célula de Vaso Espaco Tecido Intertubulo
climatica Leydig sanguineo linfatico conjuntivo (%)
anual (%) (%) (%) (%)

Verao 12,55+2,68° 0,93+0,65° 0,40+0,38° 0,57+0,31° 14,46+3,36°
Outono 8,24+2,63° 0,73+0,21° 0,23+0,18° 0,31+0,18° 9,51+2,80°
Inverno 6,63£3,55° 0,62+0,29 0,05£0,04° 0,33+0,28" 7,62+4,07°
Primavera 9,85+3,44%° 0,67+0,29° 0,08+0,08° 0,55+0,27° 11,1623,67°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).
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Nao foi observada variagdo no volume médio dos elementos do intertubulo
por parénquima testicular entre as estacdes. Estes valores estdo demonstrados na
Tabela 5.

Tabela 5. Valor médio do volume total (mL) dos elementos do compartimento

intertubular por parénquima testicular de Molossus molossus adultos coletados nas

diferentes estacdes climaticas anuais.

Estacao Célula de Leydig Vaso sanguineo Espaco linfatico Tecido conjuntivo
climatica (mL) (mL) (mL) (mL)

anual

Verdo 0,00679+0,00349°  0,00051+0,00044*  0,00025+0,00031*  0,00032+0,00027°
Outono 0,00617+0,00180°  0,00055+0,00016*  0,00018+0,00016*  0,00023+0,00012°
Inverno 0,00438+0,00148%  0,00042+0,00010*°  0,00003+0,00003*  0,00021+0,00014°
Primavera 0,00597+0,00289°  0,00045+0,00034*  0,00005+0,00004®  0,00037+0,00030°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

A morfometria das células de Leydig esta registrada na Tabela 6, e seu
numero total e por grama de testiculo e o indice Leydigossomatico (ILS) encontram-
se na Tabela 7. Nao houve alteragéo significativa no didmetro do nucleo das células
de Leydig entre as estagdes (p>0,05). No entanto, o percentual nuclear destas
células foi maior no inverno (p<0,05). Deste modo, o percentual representado pelo
citoplasma foi menor nesta mesma estagdo (p<0,05). Os volumes nucleares
permaneceram sem alteragdes significativas entre as estagdes (p>0,05). Porém, os
volumes citoplasmatico e celular apresentaram diminuicdo no inverno em relagao ao
verao (p<0,05).

Tanto o numero total de células de Leydig por testiculo ou por grama de
testiculo, quanto o ILS ndo apresentaram diferengas significativas entre as estagdes
(p>0,05).
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Tabela 6. Diametro nuclear de células de Leydig (CL), percentuais (%) de nucleo e
citoplasma de CL, volumes (mL) de nucleo e citoplasma de CL e volume (mL) de CL
nos testiculo de Molossus molossus adultos coletados nas diferentes estacdes

climaticas anuais.

Estacéo Diametro Nucleo Citoplasma Volume Volume Volume
climatica nuclear de de CL de CL nuclear citoplasmatico de CL
anual CL (%) (%) de CL de CL (umd)

(Hm) (um®) (Hm°)
Veréo 8,2120,50° 16,01£5,04° 83,99+504% 292,56+52,19° 1607,80+399,08° 1900,36+394,94°

Outono 8,09+0,26°  14,94+1,59° 85,06+1,59° 278,39+27,19° 1934,09+593,287 2212,48+595,71°
Inverno 7,99+0,57°  21,22+2,66° 78,78+2,66° 269,84+57,57° 998,18+154,43"  1268,02+195,73°
Primavera  8,15+0,55° 13,26+2,87° 86,74+2,87° 286,96+61,12° 1645,74+389,34° 1986,91+408,35"

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

Tabela 7. Numero total de células de Leydig (CL) e numero de CL por grama de
testiculo em Molossus molossus adultos coletados nas diferentes estagdes

climaticas anuais.

Estacao climatica Numero total de células Numero de células de Leydig ILS

anual de Leydig por grama de testiculo (%)
(10°) (10°)

Veréo 35,82+17,27° 60,74+13,98° 0,040+0,024°

Outono 29,34+11,04° 32,88+11,46° 0,051%0,011°

Inverno 35,10+11,82° 48,58+24,76° 0,030+0,013°

Primavera 28,80+94,01% 44,92+19,89% 0,041+0,012°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

4. DISCUSSAO

O compartimento intertubular ou intersticial dos testiculos & constituido por
células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos e nervos, além de uma populagéo
variavel de outras células, como fibroblastos, macréfagos e mastécitos que podem
também estar presentes em algumas espécies (Setchell, 1991; Franga e Russell,
1998). A organizacao dos vasos ou espacos linfaticos e das células de Leydig nos
testiculos é bem variavel entre os mamiferos (Fawcett et al., 1973; Russell, 1996).

Este compartimento também apresenta grande variagdo quanto ao seu
volume e proporcdo em diferentes espécies, com relacdo a todos os seus

componentes, incluindo o tecido conjuntivo (Russell et al., 1990). Seu volume pode
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atingir de 11,7% no cao (Franga e Russell, 1998) a 45,2% na capivara (Costa et al.,
2006).

Em M. molossus ha predominio de células de Leydig no intertubulo e escasso
tecido conjuntivo, assim como espacgos linfaticos e vasos sanguineos. O padréo
intertubular apresentado por M. molossus permite classifica-lo como pertencente a
categoria Ill, descrita por Fawcett et al. (1973). Estes autores colocam nesta
categoria o porco domeéstico, o javali, a zebra e o gamba, citando que nestes
animais as células de Leydig podem ocupar de 20 a 60% do volume dos testiculos.
No morcego M. molossus encontrou-se 87% do intertubulo ocupado por estas
células.

As células de Leydig representam a por¢ao enddcrina testicular, fornecendo o
suporte androgénico necessario a manutencdo da espermatogénese, bem como o
desenvolvimento e manutencao das caracteristicas sexuais secundarias (O’Donnel
et al., 2001; Gilbert, 2006). A testosterona, seu principal produto de secrecao, esta
ainda relacionada ao comportamento reprodutivo dos animais, como o status de um
macho dentro de uma colénia, libido e demarcacao de territorio (Hadley, 1988).

A presenca de goticulas lipidicas dispersas pelo citoplasma das células de
Leydig em M. molossus foram previamente reportadas no morcego (Myotis
schreibersi) (Ohata, 1979), camundongo, macaco, ledo (Russell, 1996) e onca
pintada (Azevedo et al., 2008). Russell (1996) cita que estas constituem fonte de
precursores para a biosintese de androgenos. Granulos de lipofucsina foram
também encontrados em quantidades variaveis, assim como na onga pintada
(Azevedo et al., 2008), cobaio, tatu e humanos, sendo estes considerados uma
forma semi-degradada de lipideos (Russell, 1996).

Observaram-se  temperaturas mais elevadas, maior precipitagao
pluviométrica, e maior fotoperiodo durante o verdo, coincidindo com o maior
percentual de tecido intertubular e de células de Leydig, também nesta estacgéo.

Correlacionando-se os fatores ambientais as andlises morfométricas do
intertubulo, observou-se que quanto maior a temperatura do ar, maiores os
percentuais e volumes de intertubulo e de células de Leydig no intertubulo. Do
mesmo modo, quanto maior a precipitacdo pluviométrica, maior foi também o
percentual de espaco linfatico e seu volume no intertubulo. Verificou-se também
correlagao positiva entre o0 aumento do fotoperiodo com o percentual de intertubulo e

a proporgao volumétrica de célula de Leydig e tecido conjuntivo no espacgo
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intertubular. O maior percentual do intertubulo de M. molossus ocupado por estas
células no verdo em relagdo ao outono e inverno, pode indicar aumento na
capacidade esteroidogénica do animal no verdo, podendo ainda estar relacionado a
recuperagcao do epitélio seminifero e preparacdo para a proxima estacao de
acasalamento, a partir do outono. A regulacdo hormonal é fundamental para a
manutencdo do comportamento reprodutivo do animal, para a manutencado do harém
e realizagdo da copula, e ainda como fator paracrino, influenciando o
desenvolvimento do epitélio germinativo.

Uma estratégia reprodutiva comum entre os morcegos € o sistema de
acasalamento poliginico, onde um macho defende um harém composto por varias
fémeas (Bradbury e Vehrencamp, 1977; Altringham, 1998). A poliginia é
provavelmente o sistema de acasalamento que prevalece entre morcegos (Nowak,
1994), embora possam também ser observados os sistemas de acasalamento dos
tipos monogamico e promiscuo, dependendo da regido e da espécie (Nowak, 1994;
Altringham, 1998). O tamanho do harém é variavel, dependendo da espécie e do
grupo. Segundo Bradbury e Vehrencamp (1977), o neo-quirdptero Saccopteryx
bilineata pode formar haréns compostos por um macho para oito fémeas, em um
grupo de cerca de 40 morcegos. Uma alta concentragao plasmatica de testosterona
sera requisitada neste caso, para que o macho mantenha sua dominancia.

Observou-se evidente acumulo de goticulas lipidicas nas células de Leydig de
M. molossus, em todas as estagdes do ano, sendo que no inverno puderam ser
encontradas células multinucleadas. Embora, na maioria das espécies as ceélulas de
Leydig se apresentem uninucleadas, células binucleadas e multinucleadas foram
relatadas também em humanos, marmotas e ledes (Sinha e Seal, 1969; Russell,
1996).

Varios autores citam alteragdes morfolégicas e secretdrias das células de
Leydig em morcegos sazonais (Racey e Tam, 1974; Gustafson e Shemesh, 1976;
Loh e Gemmell, 1980; Bernard, 1986 e Gustafson, 1987). Gustafson (1987)
descreveu alteragdes na histologia das células de Leydig no insetivoro Myotis
lucifugus lucifugus no nordeste dos Estados Unidos, correlacionadas a variagoes
sazonais nas concentragdes plasmaticas de testosterona. Neste estudo observou-se
que com a retomada da atividade espermatogénica na primavera, apos o periodo de
hibernagédo, as células de Leydig tornam-se hipertrofiadas e acumulam inclusdes

lipidicas, seguido pelo pico na concentracdo de testosterona plasmatica. Loh e
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Gemmell (1980) relatam alteragdes na ultra-estrutura destas células no morcego
australiano Myotis adversus, notando que as células de Leydig tornaram-se
hipertrofiadas durante a estacdo reprodutiva, enquanto que durante o periodo de
regressao testicular o tamanho celular e o numero de granulos citoplasmaticos sao
significativamente reduzidos.

Enquanto Carvalho (2007) observou diminuicdo do intertubulo no roedor
silvestre Akodon cursor no verdao devido a reducdo das proporgcdes de tecido
conjuntivo, em M. molossus houve aumento do percentual deste parametro no
verdo, o que parece reflexo do aumento percentual de células de Leydig nos
testiculos, também no verao, visto que se trata do elemento predominante no tecido
intertubular desta espécie.

O aumento no percentual das células de Leydig ocupado pelo nucleo no
inverno parece ter refletido na diminuicdo do percentual e volume citoplasmaticos
nesta mesma estagcdo, o que pode indicar a redugcao da sintese de testosterona
nesta estacdo. O aumento no percentual citoplasmatico observado a partir da
primavera parece reflexo de um sinal decorrente do aumento nuclear no inverno.
Sabe-se que a capacidade produtiva das células de Leydig estd intimamente
relacionada a quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente em seu
citoplasma (Zirkin et al.,, 1980). Este fato corrobora os maiores percentuais e
volumes citoplasmaticos registrado para estas células, a partir da primavera,
encontrando maior valor no outono.

O numero de células de Leydig por grama de testiculo, com média de 47 x10°,
esteve dentro da faixa observada nas espécies domésticas, que varia de 20x10° a
87x10° (Franca e Russell, 1998; Gomes, 2007). Castro et al. (2002) propdem uma
correlagdo altamente significativa do percentual do nucleo e do numero de células
de Leydig por grama de testiculo, com os niveis plasmaticos e testiculares de
testosterona em coelhos, o que n&o foi observado para M. molossus. Costa e Paula
(2006) observaram uma correlagdo positiva entre os niveis plasmaticos de
testosterona e o volume individual de células de Leydig. Estudos correlacionando a
estrutura e fungdes destas células em varias espécies de mamiferos mostraram que
variagdes na sintese e secrecdo de testosterona dependem mais da capacidade
individual desta célula do que do volume total destas no testiculo (Ewing et al.,
1979). Verificou-se em M. molossus, que o principal componente da célula de Leydig

que mostra sazonalidade é o citoplasma, que apresenta seu percentual e volume
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menores no inverno sendo responsavel pela diminuigdo do volume global desta
célula na mesma estacgao.

Uma grande variagdo € observada em diversas espécies domésticas,
silvestres ou laboratoriais, quanto ao volume de células de Leydig, de modo que este
valor situa-se entre 350pm?® a 2.580um?® (Franca e Russell, 1998; Franca e Godinho,
2003; Barros, 2005; Costa e Paula, 2006; Gomes, 2007; Caldeira, 2007; Azevedo et
al., 2008). Em M. molossus o menor valor foi observado no inverno, com
1.268,02um? e 0 maior no outono, com 2.212,48um?, encontrando-se dentro da faixa
registrada para espécies silvestres, como a onga pintada, com 2.386pm’ (Azevedo et
al., 2008) e o ledo africano, com 2.578um? (Barros, 2005).

O aumento no volume celular observado no verdo pode indicar maior
capacidade androgénica nesta estagcdo. Carvalho (2007) observou aumento
significativo do volume de células de Leydig nos testiculos de A. cursor no outono
quando comparado ao verao, atribuindo tal fato a ser o outono um periodo de
recuperagcao hormonal do testiculo para manter as caracteristicas reprodutivas ao

longo do inverno.
5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que M. molossus apresenta claramente maior investimento
em tecido intertubular e maior proporcédo de células de Leydig no verdo, num
indicativo de aumento da capacidade androgénica nesta estac&o sinalizando o inicio
da recuperagado do epitélio germinativo. Além disso, o aumento da proporgéo
volumétrica e do volume citoplasmatico das células de Leydig no outono indica a

preparacao para a estacao reprodutiva dessa espécie.
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CONCLUSOES GERAIS

O padrao testicular do morcego Molossus molossus € caracteristico da
maioria dos mamiferos.

Os machos apresentaram sazonalidade reprodutiva mostrando maior
atividade espermatogénica no outono, onde observou-se o0 aumento dos
parametros morfométricos: peso testicular, indice gonadossomatico,
percentual de tubulos seminiferos, indice tubulossomatico, percentuais de
lumen e de tunica prépria e didmetro dos tubulos seminiferos.

O comprimento tubular mostrou-se acima da média dos mamiferos ja
estudados, havendo grande investimento no compartimento tubular.

Foi encontrada uma das maiores proporcgdes de tubulos seminiferos entre os
mamiferos.

Houve maior investimento em tecido intertubular e maior proporcéo de células
de Leydig no verdo, e maior propor¢ao volumétrica e volume do citoplasma
destas células no outono, indicando maior capacidade androgénica nestas

estacoes.
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APENDICE 1

Matriz de correlagdo entre o percentual de tubulos seminiferos, lumen, epitélio
seminifero e tunica proépria, didmetro tubular, altura do epitélio seminifero, volume
tubular, comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo, por grama de testiculo e
comprimento tubular total e indice tubulossomatico e fatores abidticos médios nas

diferentes estagdes climaticas anuais em M. molossus.

% Tub % Lum % Epi % Tun DT AE VT CTT CT/gIT CTTO ITS

Temp

-0,9170* -0,8718  0,2824 -0,5628 -0,6806  -0,3431 0,7289 -0,7774 06170 -0,7328  0,7579

Prec

-0,8923 -0,8337  0,6090 -0,9035* -0,5838 0,0026  -0,7252 -0,9716* 0,5419 -0,9716* 0,9372*

Foto

-0,9653* -0,9830*  0,5942 -0,6759  -0,9372* -0,6545 -0,9483* -0,7774 0,9048* -0,7774  0,8540

Umid

0,0360 0,1557  -0,0391 -0,3125 0,4751 0,9060* 0,2913 -0,2998 -0,5006 -0,2998 0,1434

Temp: temperatura média do ar, Prec: precipitacao pluviométrica média, Foto:
fotoperiodo médio, Umid: umidade relativa do ar média, % Tub: percentual de
tubulo, % Lum: percentual de lumen, % Epi: percentual de epitélio, % Tun:
percentual de tunica, DT: didmetro tubular, AE: altura epitelial, VT: volume tubular,
CTT: comprimento de tubulos seminiferos por testiculo, CT/g/T: comprimento de
tubulos seminiferos por grama de testiculo, CTTO: comprimento tubular total, ITS:
indice tubulossomatico.

*p<0,05.
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APENDICE 2

Matriz de correlacdo entre o percentual de intertubulo, volume de intertubulo por
parénquima testicular, percentual de células de Leydig no testiculo, volume de
células de Leydig por parénquima testicular, percentual de espacos linfaticos no
testiculo, volume de espacos linfaticos por parénquima testicular, percentual de
vasos sanguineos no intertubulo, volume de vasos sanguineos por parénquima
testicular, percentual de tecido conjuntivo no testiculo e volume de tecido conjuntivo
por parénquima testicular e fatores abidticos médios nas diferentes estacdes

climaticas anuais em M. molossus.

% Int Vi % Ley V Ley % Lin V Lin % VS VVS % TC vVTC
Temp 0,9170* 0,9771* 0,9196*  0,9809* 0,7581 0,7189  -0,8375 0,6333 0,7445 0,7336
Prec 0,8923 0,8494  0,08770 0,8383 0,9866* 0,9402* -0,4790 0,6314 0,5317 0,3292
Foto 0,9653*  0,7933  0,9733* 0,7996 0,6342 0,5157 -0,9293* 0,2391  0,9550*  0,8683
Umid -0,0360 0,1974  -0,0678 0,1744 0,5523 0,6640 0,5469 0,6644 -0,5495 -0,6823

Temp: temperatura média do ar, Prec: precipitacdo pluviométrica média, Foto:
fotoperiodo médio, Umid: umidade relativa do ar média, % Int: percentual de
intertubulo, VI: volume de intertubulo, % Ley: percentual de célula de Leydig, V Ley:
volume de célula de Leydig, % Lin: percentual de espaco linfatico, V Lin: volume de
espaco linfatico, % VS: percentual de vaso sanguineo, V VS: volume de vaso
sanguineo, % TC: percentual de tecido conjuntivo, V TC: volume de tecido
conjuntivo.

*p<0,05.
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