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Resumo

AZUAGA,L.B.S. Caracteristicas histomorfometricas gonadal e epididimal de Nyctinomops
laticaudatus (E. Geoffroy, 1805) em Campo Grande/MS. 2015. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

Resumo: O objetivo desse estudo foi avaliar a biometria, histologia e histomorfometria
gbnadal e epididimal em Nyctinomops laticaudatus da regido de Campo Grande, MS, e
compara-las entre os periodos estacionais (seca/chuva) através de andlises morfoldgicas
para investigar possiveis variacdes da espermatogénese nesta espécie. Foram utilizados
32 animais machos adultos capturados com redes de neblina. Ap6s a eutanasia, 0s
testiculos e epididimos foram retirados e processados segundo as técnicas de rotina e
corados com Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Gomori. Em seguida, foram obtidas
fotografias das estruturas testiculares em aumento de 20x e 40x para serem analisadas.
Nos testiculos foram avaliados 30 segmentos tubulares de 10 imagens selecionadas ao
acaso obtendo-se valores médios do diametro tubular (um), espessura do epitélio
germinativo e da espessura da tunica propria (um). No epididimo, foram avaliados 10
segmentos da cauda do epididimo por animal, determinando-se o didmetro (um) médio e
altura do epitélio (um). Para a analise de densidade tecidual, foram digitalizadas 10
imagens ao acaso de cada animal em aumento de 40x. Em cada imagem foi introduzida
um grade de 782 pontos, registrando-se a estrutura correspondente (tubulo seminifero,
células de leydig, vaso linfatico e vaso sanguineo) considerando a area total (um?)
estimada para cada imagem. Na classificacdo do ciclo espermatogénico, foram
analisados 100 segmentos de tubulos seminiferos de cada animal e classificados de
acordo com os tipos celulares presentes dentro dos tubudlos. Junto a esta analise foi
avaliado a presenca ou auséncia de espermatozoide no epididimo. Os resultados
demostraram que os machos da espécie Nyctinomops laticaudatus apresentam
reproducdo sazonal, com pico de atividade testicular iniciando no comeco do periodo
seco. Desta maneira aumentariam as chances de acasalamento com subsequente

inatividade reprodutiva, coincidindo com o periodo gestacional das fémeas.

Palavra chave: Histologia, Reproducéo, Morfometria testicular.



Abstract

AZUAGA, L.B.S. Features gonadal and epididymal histomorphometric of Nyctinomops
laticaudatus (Is. Geoffroy, 1805) in Campo Grande / MS. 2015. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2015.

Abstract: In this study i evaluated the biometrical, and histological trais of the gonads and
the epidydmal histomorphometry of Nyctinomops laticaudatus from Campo Grande, MS. |
also compared them between the dry and rainy seasons using morphological analyses for
the identification of the seasonal variation of spermatogenesis in adult males. After
euthanasia, the testis and epididymis were removed and processed according to routine
procedures and stained with hematoxylin-eosin and Masson's trichrome. Photographs of
the testicular structures were taken for the analyses using magnifications of 20x and 40x.
Thrith tubular segments of 10 images randomly selected were evaluated to obtain means
values of the tubular diameter (microns), thickness of the germinal epithelium and the
thickness of the tunica (microns). In the epididymis, segments from the epidydmal tail
were evaluated in order to determine the diameter (microns) and average height of the
epithelium (microns). For the analyses of tissue density, 10 images were scanned
randomly from each animal using 40x magnification. In each image was introduced a grid
782 points, registering the corresponding structure (seminiferous tubule, Leydig cells,
lymphatic vessel and blood vessel) considering the total area (um2) estimated for each
image. One-hundred seminiferous tubule segments from each animal were used in the
classification of spermatogenesis. Near is analysis was assessed the presence or absence
of sperm in the epididymis. The results showed that the animals taken from the 2014
drought had histomosfometricas measures both as epididymal tube, smaller than the other
animals captured in the other seasons. Among the 32 individuals analyzed histologically,
nine exhibited spermatogenesis. However, these individuals were distributed between the
dry season and dry 2013 2014.

Keyword: Histology, Reproduction, Testicular Morphometry.
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INTRODUCAO

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera (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 pteropodideos 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 (Simmons, 2005). Os microchiropteros encontram-se
amplamente distribuidos por todo o globo, ndo ocorrendo apenas nas regibes polares.
Envolvem 17 familias, 157 géneros e 930 espécies, com variacdes 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).

Estes animais merecem atencéo especial por interagirem de diversas maneiras
no ambiente, como dispersores de sementes, agentes polinizadores, ou como agentes
controladores de populacdes de insetos e vetores de zoonoses. Além disso, possuem
caracteristicas exclusivas que os tornam alvo de grande interesse cientifico, por serem o0s
unicos mamiferos voadores e, portanto, possuirem grande facilidade de dispersao e uma
fisiologia Unica adaptada ao vbo (Altringham, 1998; Reis et al., 2007).

A biologia reprodutiva de morcegos pode ser tdo variavel quanto os habitos que
eles apresentam (Pirlot, 1967; Dweyr, 1970). Morcegos apresentam em geral os mais
variados padrbes 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 condi¢Bes climaticas
gue l4& predominam (Altringham, 1998; Neuwriler, 2000).

Em regibes tropicais, fatores climaticos combinados, como temperatura e
precipitagdo pluviométrica, influenciam a disponibilidade de alimento, o que interfere
diretamente no ciclo reprodutivo dos morcegos (Fleming et al., 1972). Morcegos
insetivoros apresentam padrdo reprodutivo tipicamente monoestral. No entanto, em
espécies onde a disponibilidade de alimento ndo esta sujeita a variacdes sazonais, pode-
se observar poliestria, com picos de nascimento duas vezes ao ano (Fleming et al., 1972;
La Val e Fitch, 1977).
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A reproducdo se apresenta como um grande desafio aos mamiferos, devido ao
alto custo energético e a maior vulnerabilidade a predadores. (McLean & Speakman,
1999). Uma estratégia reprodutiva comum entre estes animais é 0 sistema de
acasalamento poligamico, 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 Ehrencamp, 1977; Altringham, 1998). A poligamia € 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 varidvel, dependendo da espécie e do grupo. Segundo Bradbury e Ehrencamp
(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), as espécies que dependem da sazonalidade s&o
classificadas em sazonal monoestral e sazonal poliestral, ou poliestral anual. Aquelas
espécies que ndo dependem de sazonalidade sdo denominadas assazonais e, neste
caso, estdo frequentemente relacionadas ao comportamento dos machos (Pacheco,
2001).

O objetivo desse estudo foi avaliar a biometria, histologia e histomorfometria
gbnadal e epididimal em Nyctinomops laticaudatus encontrados na regido de Campo
Grande/MS, e compara-las entre o0s periodos estacionais através de analises
morfolégicas com intuito de identificar a variacdo estacional da espermatogénese nesta
espécie.

A avaliacdo histolégica torna-se um instrumento UGtil que permite quantificar e
gualificar a espermatogénese dos animais. A quantificacdo pode ser estimada por
analises morfométricas de diferentes medidas, cujo objetivo € comparar mudancas
estruturais em células e tecidos, além da densidade de certas estruturas parenquimatosas
(Micklem & Sandersons, 2001).

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 morfologica corresponde a adaptacdo ao voo rapido e

manobravel (Fabian e Gregorin, 2007). Em molossideos geralmente ha dimorfismo sexual
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em relacdo ao tamanho corporal, com 0os machos maiores que as fémeas, além de
diferencas na morfologia externa das gbnadas. Sdo morcegos exclusivamente insetivoros
(Fabian e Gregorin, 2007).

Esta familia é representada por 26 espécies, distribuidas em 7 géneros (Barquez
et al., 1988; Gonzalez, 1989; Koopman,1993).

O morcego N. laticaudatus apresenta-se com uma coloracdo dorsal marron escura
e ventralmente mais claro com a base dos pelos esbranquicada (Hall 1981; Shamel
1931). As membranas das asas sao inteiramente nuas e semitransparente. A segundo
falange do quarto digito é inferior a um quarto de comprimento da 12 falange (Freeman
1981; Lopez Gonzalez-1998). As orelhas sdo grandes e arredondadas, com bordas
superiores se juntando a testa. O tragus € pequeno e quadrado o antitragus € mais
alongado e pode chegar até 4 mm de comprimento. O focinho é pontiagudo e o labio
superior estd profundamente enrugado, com dobras verticais que salientam o labio
inferior. A mandibula do Nyctinomops € prolongada e delicada em comparacdo com

outros molossideos (Freeman, 1981).

Nyctinomops laticaudatus sdo amplamente distribuidos na América tropical e
subtropical do nivel do mar até 1700m, mas principalmente abaixo de 500 m. Estes
morcegos ocorrem do sul do Mexico indo para Peninsula Yucatan, América Central e dai
para a América do Sul até o Rio Grande do Sul, no Brasil( Hall 1981; Jones et al. 1973;
McCarthy et al. 1993; Polaco et al. 1992; Sanchez-Hernandez and Gavino 1987; Silva and
Souza 1980; Wilson et al. 1985). Também ocorre em Cuba (Silva- Taboada e Koopman
1964) ,Trinidad (Goodwin e Greenhall 1961), leste da Cordilheira dos Andes, na América
do Sul, leste da Colémbia, Venezuela, Guianas, Suriname, Brasil, por¢des leste do Peru e
da Bolivia, do Paraguai e do fim da Argentina. Para o oeste dos Andes, N. laticaudatus é
distribuidos a partir noroeste da Venezuela e da Colémbia ocidental a noroeste do Peru
(Ascorra et al, 1996;. Barquez et al, 1999;. Graham Barkley e 1984; Mares et al. 1981a,
1981b; Silva e Souza 1980; Taddei e Garutti 1981; Vaccaro 1992).

Nyctinomops laticaudatus ocupa diversos ambientes, floresta humida subtropical
(Mares et al. 1981a), floresta decidua tropical (Alvarez 1963; Jones et al. 1973; Nun~ez-
Garduno et al. 1981), savana ou cerrado (Mares et al., 1989), a vegetacéo (Barquez et al.,
1999 floresta com mangue e coqueiros (Best e Kennedy, 1984). Também tem sido
capturado em areas urbanas (Bowles et al 1990;. dos Reis et al, 1993;. Jones et al. 1973).
Este morcego usa uma variedade de abrigos diurnos. O uso de cavernas foi visto apenas
no nordeste do México (Alvarez, 1963; Dalquest e Roth 1970; Polaco et al. 1992; Villa-R.
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1960). Em Cueva del Abra, Tamaulipas, Nyctinomops laticaudatus foi observado perto da
entrada da caverna, em uma area levemente iluminada. Os individuos foram
empoleirados dentro as fendas, canais, e sinuosas depressfes entre estalactites
formadas nas paredes, a uma altura de pelo menos 30 m (Villa-R., 1960). Também &
encontrado comumente dentro cavidades e fendas em modernas estruturas feitas pelo
homem (Handley 1966, 1976; Jones, 1966; Murie 1935; Ryan 1960; Silva-Taboada 1979),
em ruinas maias (Bowles et al 1990;. Jones et al., 1973; Ma'laga e Villa-R. 1956), entre as
rochas (Handley 1976), e dentro de fissuras de penhascos rochosos que fazem fronteira
com margens da costa do Pacifico (Sa'nchez-Herndndez e Gavin~ o 1987). O tamanho do
grupo de morcegos empoleirados varia entre 150 e 1.000 individuos (Bowles et al. 1990;
Jones 1966; Malaga e Villa-R. 1956; Murie 1935; Ryan 1960; Silva- Taboada e Koopman
1964), embora " milhares " de morcegos foram observados em uma caverna (Villa-R.,
1960). Os individuos foram observados bem agrupados dentro de abrigos, em contato uns
com os outros (Ryan 1960; Silva-Taboada 1979). Eles normalmente séo visiveis quando
empoleirados e fazem sons audiveis, mas se perturbado, eles recuam profundamente em
fendas estreitas (Reid, 1997). Outras espécies podem estar presentes nos mesmos
abrigos sdo Artibeus jamaicensis, Artibeus lituratus, Desmodus rotundus, Eumops
glaucinus, Mormopterus minutus, Myotis nigricans, Natalus stramineus, Nyctinomops
aurispinosus, N. femorosaccus, Pteronotus Parnelli, e Tadarida brasiliensis (Alvarez,
1963; e Dalquest Roth 1970; Reddell e Mitchell, 1971; Silva-Taboada 1979; Villa- R.
1960).

No trato digestivo de N. laticaudatus de 11 espécimes adultos coletada em Cuba
foram encontradas abundantes restos de coledpteros (alguns do género Copelatus) e
alguns restos de lepidopteros (Silva-Taboada 1979).

Restos de ossos de Nyctinomops laticaudatus foram encontrados nas fezes de
coruja (Tyto alba), (Alvarez 1963; Arroyo-Cabrales e Alvarez 1990; Dalquest e Roth 1970;
Massoia et al. 1989). Corujas mocho-diabo (Asio stygius) predam estes morcegos (Motta
Janior e Taddei 1992), e pequenos gavides perseguiram os morcegos Nyctinomops
laticaudatus que voaram para fora de um abrigo a luz do dia apés a manipulacdo humana
(Mélaga e Villa-R. 1956). Em Cuba, cobras (género) Epicrates predaram em subida

morcegos empoleirados (Silva-Taboada 1979).

Nyctinomops laticaudatus abriga varias espécies de pulgas (Siphonaptera:
Hormopsylla kyriophylla, Ptilopsylla leptina stubbei, e Rothschildopsylla noctilionis

(Morales-Mucind e Llorente- Bousquets 1985), acaros (Acarina: Chiroptonyssus
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robustipes, C. venezolanus, Ewingana yaguajayensis, e Notoedres Lasionycteris (Silva-
Taboada 1979), e as larvas (Acarina: Hooperella yucatanica, Tecomatlana yucatanica
(Loomis 1969). Endoparasitas de N. laticaudatus incluem trematodes (Limatulum
solitarium, Ochoterenatrema diminutum, O. pricei, Postorchigenes cubensis, e Urotrema
scabridum), cestéidas (Vampirolepis decipiens), e nematddas (Anoplostrongylus
paradoxus, Litomosoides guiterasi, L. chandleri, Physaloptera, e Physocephalus sexalatus
(Silva-Taboada 1979).

2. Morfofisiologia do sistema reprodutor masculino

O sistema reprodutivo de quirdpteros machos €, em geral, semelhante ao dos
demais mamiferos, do ponto de vista anatdbmico, histolégico e funcional, composto por
diferentes estruturas incluindo os testiculos, os ductos urogenitais e as glandulas sexuais
secundarias. Estas estruturas e a hipofise interagem para coordenar a atividade
reprodutiva. O hipotalamo secreta GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas), que
controla a producdo e a secrecdo de LH (hormoénio luteinizante) e de FSH (hormdnio
foliculo estimulante) na hipéfise, sendo que estes dois horménios sdo 0s responsaveis
pela regulacdo da funcéo testicular (Johnson et al., 1970; Lars, 1995).

Os testiculos consistem de duas glandulas (cada qual suspensa dentro da bolsa
escrotal por um cordao espermético e pelo masculo cremaster externo) e desenvolvem-se
retroperitonealmente na parede dorsal da cavidade abdominal. No desenvolvimento fetal
eles migram e alojam-se dentro da bolsa escrotal, ficando suspensos na extremidade do
corddo espermatico. Durante a migracdo cada testiculo arrasta consigo um saco de
membrana serosa, a tunica vaginal, derivada do periténio. (Junqueira & Carneiro, 2008).
Os testiculos tém como funcéo primaria a producao de espermatozoides e de horménios,
como a testosterona. Este 6rgdo apresenta estrutura similar em varias espécies de
mamiferos, diferindo em geral a proporgéo volumétrica dos seus componentes. Tem como
estrutura de revestimento uma capsula conjuntiva que envia septos para o seu interior,
dividindo-o em l6bulos. Dentro dos quais encontramos os tubulos seminiferos, contendo
as células germinativas e de Sertoli (Banks, 1992). O escroto junto com a tanica dartos,
0S musculos cremasteres e as artérias e veias testiculares tem como funcao a nutricao e
oxigenacao celular, aléem da regulacéo da temperatura testicular (Polguj et al., 2010) que
deve permanecer de 4,0 a 5,0°C mais baixa que a temperatura corporea (Kastelic et al.,
1996).
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A testosterona € um horménio esteréide que atua em inUmeras fases do processo
reprodutivo do macho, que vai desde a diferenciacdo sexual até o desenvolvimento dos
caracteres sexuais secundarios. Determina o comportamento sexual além de manter a
funcao epididimal e das glandulas sexuais acessorias (Hafez, 2004).

Histologicamente, o tecido testicular pode ser dividido em tubular e intersticial. O
tubular é constituido pelo epitélio seminifero que apresenta-se enovelado e comporta as
células das linhagens germinativas e células de Sertoli. As células de Sertoli, através de
juncdes de ocluséo, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o ambiente basal,
onde localizam-se as espermatogbnias e 0s espermatoicitos primarios na fase inicial da
profase meidtica (pré-leptétenos), e o ambiente adluminal, no qual se encontram o0s
espermatécitos primarios a partir da fase de leptéteno, espermatoécitos secundarios e
espermatides. Desta forma, o ambiente adluminal esta totalmente sob o controle das
células de Sertoli, propiciando um microambiente isolado e protegido da acao do sistema
imune, essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al.,
1990; Setchell, 1991; Sharpe, 1994). Circundando externamente os tubulos seminiferos,
encontra-se a tunica prépria a qual consiste de uma lamina basal, revestida por um feixe
multilaminar fusiforme interligado as fibras colagenosas e elésticas, as células midides ou
peritubulares que estdo relacionadas a contracdo e adaptacdo tubulares frente as
variacfes do tecido intersticial. (Russel et al. 1990; Trainer, 2007).

No intersticio tubular, encontram-se as células de Leydig (produtoras de
andrégenos),vasos sanguineos, vasos linfaticos, fibroblastos e terminagdes nervosas
(Rodrigues & Favanetto, 1999). As células intersticiais ou de Leydig sdo as responsaveis
pela producéo de testosterona e estdo localizados no estroma testicular. Fawcett et al.
(1973), descreveram que o arranjo e a propor¢cao dos elementos constituintes do espaco
intertubular em diferentes espécies de mamiferos seguem em geral trés padrdes distintos:
1- espécies nas quais as células de Leydig e o tecido conjuntivo ocupam uma area muito
pequena no compartimento intertubular; 2- espécies que apresentam grupos de células de
Leydig espalhados em abundante tecido conjuntivo frouxo; 3- espécies nas quais
agrupamentos de células de Leydig ocupam praticamente todo o compartimento
intertubular.

O testiculo possui basicamente duas fungbes, uma exocrina, relativa a
espermatogénese e a outra endodcrina, relativa a resposta hormonal responsavel pela
diferenciacdo sexual e pelas caracteristicas sexuais secundarias (Varner & Johnson,
2007).
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De acordo com a sequéncia morfolégica, os espermatozoéides deixam os tubulos
seminiferos e entram na rete testis, depois seguem ao ducto eferente e ao epididimo
(Hafez, 2004). Este consiste em um tubo espiralado que tem como principais funcoes, a
maturacdo espermatica. Posteriormente, 0s espermatozéides seguem para o0 ducto

deferente, ducto ejaculatério e a uretra (Setchell, 1993).

3. Espermatogénese

A espermatogénese é essencial para fertilidade do macho, propiciando a
perpetuacdo e diversidade genética, especialmente nas espécies onde o macho se
acasala com varias fémeas. Esse processo ocorre nos testiculos, comecando na periferia
e progredindo em dire¢cdo a luz tubular, e envolve uma série complexa de divisbes e
diferenciacBes celulares (Setchel, 1978). E um processo definido como conjunto de
divisdes e transformacdes através das quais as ceélulas-tronco da linhagem germinativa
masculina, as espermatogdnias, ddo origem aos espermatozoides (Castro et al., 1997).

Nos adultos a espermatogénese € um processo continuo que pode ser dividido em
trés fases distintas: fase mitética ou espermatogonica; fase meibtica; e a espermiogénese
(Ross e Rowrell, 1993).

A espermatocitogénese é a fase onde ocorre a multiplicacdo mitética das
espermatogbnias Al, resultando em células mais diferenciadas, denominadas A2, A3, In,
Bl e B2 (Berndston & Desjardins, 1974). Posteriormente, as espermatogonias do tipo B2,
transformam-se em espermatocitos primarios, que sofrem divisbes meidticas, gerando os
espermatécitos secundarios. (Hafez & Hafez, 2004). Na terceira fase da
espermatogénese, 0s espermatocitos secundarios se dividem em espermatides que logo
em seguida se diferenciam através de uma série de modificacbes morfolégicas
progressivas em  espermatozoides, processo usualmente conhecido como
espermiogénese, na qual as espermatides arredondadas se diferenciam em esperméatides
alongadas, envolvendo achatamento nuclear, condensacdo da cromatina e paralisacdo da
transcricdo (JOHNSON, 2000). O alongamento das espermatides € iniciado quase ao
mesmo tempo em que ocorre a condensacao nuclear. Este periodo é caracterizado pela
formacao do flagelo e pelo acumulo de mitocondrias na peca intermediaria. Associado a
estes eventos, ocorre uma redugdo progressiva do volume citoplasmatico, caracterizado
pela eliminacdo de agua, formando um corpo residual de citoplasma o qual é fagocitado

pelas células de Sertoli. Finalmente, as espermatides maduras serdo liberadas para o
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lume tubular, passando entdo a se chamar espermatozéides, marcando, assim, o final da
espermatogénese (GARTNER e HIATT, 2003).

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

As células espermatogénicas encontram-se dispostas nos tubulos seminiferos de
forma organizada e bem definida, constituindo associa¢des celulares que caracterizam o0s
estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES). Considera-se uma associacao celular ou
estadio do CES, como sendo um conjunto definido de geracdes de células germinativas
encontrado, em determinado momento, num tdbulo seminifero seccionado
transversalmente (Castro et al., 1997; Becker-Silva, 2000). Com excecdo de algumas
espécies de primatas, o arranjo dos estadios do ciclo do epitélio seminifero é segmentar
em todos os mamiferos investigados e usualmente existe somente um estadio por sec¢ao
transversal de tdbulo seminifero (Leblond e Clermont, 1952; Russell et al., 1990). Dentre
0s 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 espermétides e
na presenca de figuras de divisdes meidticas (Roosen-Runge e Giesel Jr., 1950; Courot et
al., 1970; Guerra, 1983; Franca, 1991).

4. Histormorfometria testicular

A analise de imagem ¢é utilizada em histopatologia para obter-se dados precisos,
mediante mensuracdo e contagem, sendo que as mensuracdes de imagens
microscopicas sao tdo antigas quanto o proprio microscopio. Informacdes importantes
com implicacGes diagndsticas e prognosticas podem ser obtidas por meio da avaliagao
morfométrica de células e componentes teciduais. A morfometria nuclear estuda alguns

parametros do nucleo como tamanho, forma e padrdo da cromatina. Essas caracteristicas
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sdo importantes na medicina, por exemplo, para diferenciar células malignas das nao
malignas. Com base nessas diferencas, a morfometria € uma técnica que pode ser
utilizada para aprimorar os parametros diagndsticos e fornecer fatores progndsticos
confiaveis (Andrea et al., 2008).

No testiculo, a biometria e a histometria sdo parametros que podem ser abordados
na caracterizacdo da puberdade e maturidade sexual, além de darem suporte aos estudos
comparativos com animais de outras espécies (Silva, 1995). O diametro do tubulo
seminifero € um parametro que pode ser abordado como indicador da atividade
espermatogénica em avaliacbes com objetivos experimentais e analises toxicologicas
(Assis-Neto, 2003). O volume do parénquima testicular de mamiferos é bastante variavel,
sendo um dos principais fatores responsaveis pela diferenca observada na eficiéncia da
producdo espermatica nas diversas espécies (Fontana et al., 1990; Hocking, 1997; Franca
& Godinho, 2003). Para se avaliar a producdo espermatica, varios métodos tem sido
utilizados, dentre os quais podem ser citados aqueles que se baseiam na histologia
guantitativa e morfometria (Franca, 1991). A caracterizacdo histomorfométrica de
gualquer 6rgao ou tecido deve ser feita em laminas com o minimo de artefatos criados
durante o processamento histolégico. Contudo, as técnicas histologicas sempre geram
artefatos que interferem na histomorfometria, sendo necesséario o uso de técnicas que

minimizem estes artefatos(Franca;Russel, 1998; Franca et al., 1998).

A mensuracdo do peso testicular compreende método de avaliagdo indireta do
desenvolvimento reprodutivo, enquanto a quantificacdo do epitélio seminifero representa

um meétodo direto de avaliar o estagio reprodutivo dos machos (Viu et al., 2006).

Atualmente, as analises histomorfométricas sdo empregadas em imagens captadas
digitalmente facilitando a criacdo e o armazenamento de um banco de diferentes
categorias de medidas nos tecidos biologicos (Micklem & Sandersons, 2001). As imagens
digitais sdo representadas por uma matriz, cujos elementos sdo agrupados em pixels
(picture elements). Os pixels representam a unidade fundamental de formacdo de uma
imagem. A partir dele, formam-se grupos distintos de imagens que podem ser
processadas por meio de mensuracdes lineares, contagem da area e volume,
determinacdo da forma, além de mensuracdes mais complexas e multiparamétricas
(Oberholzer et al., 1996; Rashbass, 2000).

Diversas espécies tem sido usadas como modelo no emprego da histomorfometria
testicular, como ratos albinos normais em diferentes idades (Miraglia et al., 1990), ratos

adultos tratados com diferentes doses de ivermectina (Moura et al, 2006), caes e gatos
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submetidos a castracdo (Hoshino et al., 2002), anuros durante o seu ciclo reprodutivo
(Santos & Oliveira, 2007), ovinos tratados com fluoreto de sédio (Filappi et al., 2008),
camundongos suplementados com geléia real (Morais et al., 2009), cachorros-do-mato
(Caldeira et al., 2010), bovinos com testiculos de diferentes formatos (Ferraz, 2011) e

cabritos alimentados com 6leo de licuri (Barbosa et al., 2012).
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Resumo: O objetivo desse estudo foi avaliar a biometria, histologia e histomorfometria
gbnadal e epididimal em Nyctinomops laticaudatus encontrados na regido de Campo
Grande/MS, e compara-las entre os periodos estacionais (seca/chuva) através de
analises morfolégicas com intuito de identificar a variacdo estacional da
espermatogénese nesta espécie. Foram utilizados 32 animais machos adultos capturados
com redes de neblina. ApGs a eutandsia, realizada de acordo com a resolucéo n° 1000 de
2012 do CFMV, os testiculos e epididimos foram retirados e processados segundo as
técnicas de rotina e corados com Hematoxilina-Eosina e Tricrbmico de Gomori. Em
seguida, foram tiradas fotografias das estruturas testiculares em magnitude de lente de
20x e 40x para serem analisadas. Nos testiculos foram avaliados 30 segmentos tubulares
de 10 imagens selecionadas ao acaso obtendo-se valores médios do diametro tubular
(um), espessura do epitélio germinativo e da espessura da tunica propria (um). No
epididimo, foram avaliados 10 segmentos da cauda do epididimo por animal,
determinando-se o diametro (um) médio e altura do epitélio (um). Para a analise de
densidade tecidual, foram digitalizadas 10 imagens ao acaso de cada animal em aumento
de 40X. Em cada imagem foi introduzida um grade de 782 pontos, registrando-se a
estrutura correspondente (tubulo seminifero, células de leydig, vaso linfatico e vaso
sanguineo) considerando a &rea total (um?) estimada para cada imagem. Na
classificacdo do ciclo espermatogénico, foram analisados 100 segmentos de tubulos
seminiferos de cada animal e classificados de acordo com os tipos celulares presentes
dentro dos tubulos. Os resultados demostraram que 0os machos da espécie Nyctinomops
laticaudatus apresentam reproducao sazonal, com pico de atividade testicular iniciando no
comeco do periodo seco. Desta maneira aumentariam as chances de acasalamento com

subsequente inatividade reprodutiva, coincidindo com o periodo gestacional das fémeas.

Palavra chave: Histologia, Reproducéo, Morfometria testicular.
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Abstract: The aim of this study was to evaluate the biometrics, and gonadal histology and
histomorphometry in epididymal Nyctinomops laticaudatus found in the region of Campo
Grande / MS, and compare them with the seasons (dry / rain) through morphological
analysis for the identification of the seasonal variation of spermatogenesis in this species.
32 animals adult males captured with mist nets were used. After euthanasia, the testis and
epididymis were removed and processed according to routine procedures and stained with
hematoxylin-eosin and Masson's trichrome. Digital images were taken of testicular
structures in 20x and 40x magnitude. Images (n=10) of testicular tubular segments (n=30)
were randomly selected to give average values of the tubular diameter (microns),
thickness of the germinal epithelium and the thickness of the tunica (microns). The caudal
segment of epididymis (n=10), were evaluated per animal, determining the diameter (um)
and average height of the epithelium (um). For tissue density analysis, 10 images at 40 x
magnification were scanned, registering the percentual of seminiferous tubule, Leydig
cells, lymphatic vessel and blood vessel considering the total area (um2).
Spermatogenesis classification, were determinated according to the germinative cells
presente in 100 seminiferous tubules. Presence or absence of sperm in the epididymis
was observed between sesons. The results showed that the males of the species
Nyctinomops laticaudatus have seasonal reproduction with peak testicular activity starting
at the beginning of the dry season. In this way increase the chances of mating with

subsequent reproductive inactivity, coinciding with pregnancy females.

Keyword: Histology, Reproduction, Testicular Morphometry.
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Introducdao

Os morcegos sdao mamiferos placentarios pertencentes a ordem Chiroptera,
dividida em duas subordens Megachiroptera e Microchiroptera e composta de cerca de
1.100 espécies (Kunz e Lumsden, 2003). Sdo encontrados em todos os continentes,
em regides tropicais e temperadas, sendo reconhecidamente importantes na regulacao
dos ecossistemas tropicais como a Mata Atlantica (Reis et al., 2007). 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 atencéo, por interagirem de diversas maneiras
no ambiente, como dispersores de sementes, agentes polinizadores, ou como agentes
controladores de populacdes de insetos e vetores de zoonoses. Além disso, possuem
caracteristicas exclusivas que os tornam alvo de grande interesse cientifico, por serem
0s unicos mamiferos voadores e, portanto, possuirem grande facilidade de dispersao e
uma fisiologia Unica adaptada ao véo (Altringham, 1998; Reis et al., 2007).

Os Molossideos ocorrem do sul da America Central e em toda a América do Sul
até o norte da Argentina e Uruguai (Eisenberg & Redford, 1999). No Brasil estdo
presentes nos cinco biomas, Amazonia, Caatinga, Cerrado, Pantanal e Mata Atlantica
(Marinho-Filho & Sazima, 1998), alimentando-se normalmente de insetos (Fabian e
Marques, 1989). Estes animais 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 (Fabian e Gregorin, 2007).

Em Molossideos geralmente ha dimorfismo sexual em relacdo ao tamanho
corporal, com 0s machos maiores que as fémeas, além de diferencas na morfologia
externa das gonadas (Fabian e Gregorin, 2007). Machos sexualmente maduros
apresentam uma glandula bem desenvolvida na regido do pesco¢o, chamada glandula
gular (ou glandula heddnica). Acredita-se que esteja relacionada com a atracdo sexual,

demarcacao de territorio e locais de abrigo (Taddei et al., 2001). O tamanho e a atividade
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secretdria dessa glandula séo ciclicos, alcangcando picos durante o inicio da primavera
coincidindo com o acasalamento sazonal (Davis et al., 1962).

A biologia reprodutiva de morcegos pode ser tao variavel quanto os habitos que
eles apresentam. Dependendo de seu tipo de habitat, da localizacdo deste, do abrigo,
das condicbes climéticas e da disponibilidade de alimentos, diferentes espécies
apresentam diferentes estratégias reprodutivas (Pirlot, 1967; Dweyr, 1970). A poligamia
€ provavelmente o sistema de acasalamento que prevalece entre morcegos (Nowak,
1994), 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
Ehrencamp, 1977; Altringham, 1998), embora também ocorram sistemas dos tipos
monogamico e promiscuo, dependendo da regido e da espécie (Nowak, 1994;
Altringham, 1998).

O periodo reprodutivo é uma fase critica para a maioria dos organismos estando
diretamente associado as condi¢cdes ambientais e fatores enddgenos, (Neuweiler, 2000).
Em regiGes tropicais, fatores climaticos combinados, como temperatura e precipitacao
pluviométrica, influenciam a disponibilidade de alimento, o que interfere diretamente no
ciclo reprodutivo dos morcegos (Fleming et al., 1972). Morcegos insetivoros apresentam
padrdo reprodutivo tipicamente monoestral. No entanto, em espécies onde a
disponibilidade de alimento ndo esta sujeita a variacdes sazonais, pode-se observar
poliestria, com picos de nascimento duas vezes ao ano (Fleming et al., 1972; La Val e
Fitch, 1977).

Neste contexto, as diferencas entre parametros espermatogénicos entre estas
espécies em resposta aos efeitos estacionais, especialmente no ambiente de cerrado,
sdo fundamentais para o estudo de novos aspectos ligados a biologia reprodutiva
nestas espécies. Medidas morfométricas testiculares sdo empregadas com a finalidade
de se conhecer a propor¢cdo dos elementos que constituem o parénquima testicular,
bem como desenvolvimento de células, de tubulos seminiferos e do epitélio seminifero
(Russell et al., 1990). Mensuracdes do diametro tubular e altura do epitélio seminifero
fornecem dados relevantes para a avaliacdo da eficiéncia espermatogénica (Franca e
Russell, 1998).

Apesar de avancos nos estudos com enfoque evolutivo, alguns aspectos relativos
a biologia reprodutiva ainda sdo notadamente pouco explorados, principalmente aqueles
relacionados a morfofisiologia das glandulas do sistema genital (Christante et AL., 2008).

O objetivo desse estudo foi avaliar a biometria, histologia e histomorfometria

gbnadal e epididimal em Nyctinomops laticaudatus encontrados na regido de Campo
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Grande/MS, e compara-las entre os periodos estacionais através de analises
morfolégicas com intuito de identificar a variagdo estacional da espermatogénese nesta

espécie.

MATERIAL E METODOS

1. Captura

Os animais foram capturados no Estadio Pedro Pedrossian (Morenao) localizado
no campus da UFMS em Campo Grande, MS (20°26’34”S 54°38°'45°0). As colheitas
foram realizadas nos periodos de seca de 2013 (abril, agosto e outubro), chuva
(dezembro e fevereiro) e seca de 2014 (abril e junho). Os animais foram capturados
durante dois dias consecutivos a cada més de colheita utilizando-se duas redes de
neblina 2.6 x 9 m (CH9 model, Avinet Inc. USA), instaladas das 17:00 as 22 horas, sendo
checadas de 15 em 15 minutos. A quantidade de animais machos capturados e utilizados

no estudo encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de animais machos capturados e utilizados de
acordo com a estagio e ano de estudo.

Estacao Capturados Utilizados Soltos
Seca 2013 28 11 17
Chuva 36 10 26
Seca 2014 23 11 12
Total 87 32 55

Foram utilizados 32 morcegos Nyctinomops laticaudatus, machos adultos
identificados com base na calcificacdo da cartilagem epifisaria do quarto dedo, na juncao
metacarpo-falange, de acordo com Kunz e Anthony (1982). Todos os animais capturados
nao utilizados foram soltos por ndo apresentarem caracteristicas que os identificassem
como sendo adultos. Apds capturados e identificados com relacdo a faixa etaria, 0s
animais adultos foram levados ao laboratério em sacos de pano escuros afim de se evitar

0 estresse, para que no dia posterior fossem triados.
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2. Colheita e andlises biométricas

No laboratério os animais foram pesados com balanca digital de precisdo e medido
o comprimento de seus antebracos com paquimetro digital. Apds, os animais eram
submetidos a eutanéasia de acordo com a resoluc¢éo n° 1000 de 2012 do CFMV utilizando
uma medicacao pré-anestésica com acepromazina na dose de 2,5 mg/kg (dose estipulada
para ratos) aplicada por via subcutanea e, apos alguns minutos a aplicacdo de tiopental
sédico na dose de 150 mg/kg aplicado por via intraperitoneal (Protocolo n . 556/2013,
CEUA/UFMS). Tendo-se certeza do 6bito, o0s mesmos eram necropsiados e retirados
suas gbnadas sexuais.

Foram feitas analises biométricas que incluiram o peso corporal (g) e medida do
antebraco (mm). O volume testicular foi calculado utilizando a formula VT = ([largura]? *
comprimento * 0,523), segundo Harcourt et al. (1995).

3. Andlise histoldgica

Os testiculos foram pesados com balanca de precisdo. Em seguida, foram
seccionados longitudinalmente e fixados em solu¢do de Bouin por uma hora, antes de
serem passados para o alcool a 70% até o processamento histotécnico de rotina.
Fragmentos foram emblocados em parafina, cortados a 5um de espessura e corados em
Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Gomori.

Apds o processamento do material, imagens (n=10) obtidas aleatoriamente de
cada lamina, foram capturadas em uma camera fotografica Nikon D3100 (4608x3072
pixels) acoplada a um adaptador (P95-T2 1,6x DSLR) em microscépio de campo claro
(Zeiss Primo Star). Posteriormente, as imagens foram armazenadas e analisadas com
auxilio dos softwares Motic 2.0 e ImageJ1.45m, calibrado para uma escala de 0,830
pixels/micra (Abramoff et al., 2004).

4. Anéalise histomorfométrica

No tecido testicular, foram avaliados 30 segmentos tubulares de 10 imagens
selecionadas ao acaso em magnitude de 20x obtendo-se valores meédios do diametro
tubular (um), tomados em segmentos esféricos, espessura do epitélio germinativo em

guatro medidas/segmento e da espessura da tunica propria (um) em dez segmentos.
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No epididimo, foram avaliados 10 segmentos da cauda do epididimo por animal,
determinando-se o diametro (um) médio de duas medidas transversais (magnitude de

40x) e altura do epitélio (um) em quatro medidas/segmento.

Para a andlise da densidade tecidual no tecido testicular, foram digitalizadas 10
imagens ao acaso de cada animal em aumento de 40x. Em cada imagem foi introduzida
um grade com 782 pontos, registrando-se o0 percentual relativo da estrutura
correspondente em cada interseccao, tais como: tubulo seminifero, células de Leydig,
vaso linfatico e vaso sanguineo, considerando a area total (um?) estimada para cada

imagem.
5. Classificacdo do ciclo espermatogénico

Na classificacdo do ciclo espermatogénico, foram analisados 100 segmentos de
tubulos seminiferos de cada animal e classificados de acordo com os tipos celulares
presentes dentro dos tubulos: A, quando havia presenca de espermatdécitos primarios e
secundarios, B, presenca de esperméatides arredendadas ou alongadas e C, presenca de
espermatozoides na por¢ao luminal do tabulo. Para os mesmos espécimes, determinou-
se a presenca ou auséncia de espermatozoides no limen da cauda do epididimo em, no

minimo, 10 segmentos transversais.

6. Andlise estatistica

O efeito estacional sobre as variaveis biométricas, histomorfométricas e
densidade testicular, foi estimado pelo teste de Kruscal-Wallis. Em amostras cujo valor de
P foi significativo (p<0,05), foi utilizado o método de Dunn para comparacdo da média dos
postos. O teste G (amostras independentes, tabelas de contingéncia) foi usado para
verificar a diferenca na frequéncia de espermatozoides na cauda do epididimo de acordo

com os periodos de colheita.

Resultados

BN

Na Tabela 2 encontram-se as meédias por estacdo, referentes a pluviosidade,
temperatura maxima e minima e umidade relativa do ar, registrados para a regido de

Campo Grande, MS.



34

Tabela 2. Médias e desvio padrao referentes a pluviosidade, temperatura
maxima e minima e umidade relativa do ar, registrados para a
regido de Campo Grande, MS nos periodos de colheita.

Periodo/ano

Variaveis Seca/2013 Chuva/2014 Seca/ 2014
Pluviosidade (mm) 28.7+37.58 129.4+129.26 75.31£48.87
Temperatura °C (Max.)  29+5.24 31+2.33 28+3.25
Temperatura °C (Min.) 16+5.16 21+2.29 18+3.37
Umidade Relativa (%) 58+26.57 83+20.62 84+19.31

Tabela 3. Valores médios, desvio padréo e intervalo de confianca (IC 95%) de variaveis
biométricas de Nyctinomops laticaudatus durante os periodos de colheita.

Periodo/ano

Variaveis Seca 2013 Chuva Seca 2014

Peso corporal (g) 11.6+0.82° 12.1+1.63% 11.6+0.75%
(11.0-12.1) (10.9-13.2) (11.0-12.1)

Comprimento do antebrago (mm)  46.2+0.942 45.0+1.10% 45.9+0.83%
(45.6-46.9) (44.3-45.8) (45.4-46.5)

Peso testicular total (g) 0.0166+0.00212 0.0150 + 0.0072% 0.0206 + 0.0252°

Peso testicular direito (g)

Peso testicular esquerdo (g)

IGS (%)

Volume testicular direito (ml®)

Volume testicular esquerdo (ml°)

(0.0132-0.0200)
0.0088+0.0012°
(0.0068-0.0107)
0.0079+0.0011%
(0.0061-0.0096)
0.13 + 0.014%
(0.11-0.15)
9.0+£3.21%
(6.8-11.1)
8.7+£3.60%
(6.2-11.1)

(0.0098-0.0201)
0.0079+0.0041%
(0.0049-0.0108)
0.0071%0.0032%
(0.0048-0.0094)
0.12+0.057%
(0.08-0.16)
8.7+3.10%
(6.4-10.9)
7.3+3.52°
(4.7-9.8)

(0.037-0.0375)
0.0109+0.0148%
(0.0010-0.0208)
0.0097+0.0109%
(0.0024-0.0170)
0.17+0.208%
(0.03-0.03)
7.65+6.16%
(3.5-11.7)
7.6+5.95%
(3.6-11.6)

Letras diferentes entre colunas representam diferenca significativa (P>0,05).

Os valores médios, desvio padréo e intervalo de confianca dos dados biométricos
de N. laticaudatus durante as estacoes de seca de 2013, chuva e seca de 2014
encontram-se na Tabela 3. Houve diferenca significativa (p<0,05) para comprimento de
antebraco. O peso testicular total (g), peso do testiculo direito (g), peso do testiculo
esquerdo(g) ndo difereriram entre as esta¢gbes (P>0,05). Da mesma forma para o indice
gonadossomatico (IGS), volume testicular direito e volume testicular esquerdo (p>0,05).

Os valores médios das analises histomorfométricas encontram-se na Tabela 4.
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Em geral, as diferencas nas variaveis foram observadas no periodo seco/2014,
especialmente para o didmetro e espessura dos tubulos seminiferos. Reducdo no
diametro da cauda do epididimo e na densidade das estrutura intertubulares (espaco

intersticial) com aumento da densidade tubular neste periodo.

Tabela 4. Valores médios, desvio padrédo e intervalo de confianca (IC 95%) de variaveis
histomorfométricas do tecido testicular e epididimal de Nyctinomops
laticaudatus durante os periodos de colheita.

Periodo/ano

Variaveis Seca 2013 Chuva/14 Seca 2014
Diametro do tubulo seminifero (um) 96.2 £25.02% 92.5 +17.68% 86.4 +47.85°
(93.5-98.9) (90.5-94.5) (81.2- 91.5)
Espessura do epitélio do tubulo seminifero (um) 26.6 +9.972 27.3 +6,23% 24.1 +12.84%
(25.5-27.6) (26.5-28.0) (22.7-25.5)
Espessura da tunica propria (um) 2.03 +0.48% 1.87 +0.45% 1.79 +0.43?%
(1.9-2.1) (1.8-1.9) (1.7-1.8)
Diametro cauda epididimo (um) 60.5 £17.89% 60.7 £20.5% 47.2 +15.54°
(55.4-65.60) (54.8-66.5) (43.9-50.4)
Espessura do epitélio da cauda do epididimo (um)  11.5 +5.412 8.4 +1.43° 8.1 +1.81°
(10.0-13.10) (8.0-8.8) (7.7-8.5)
Densidade do espago intersticial (%) 13.6 £7.81% 14.7 +5.56% 8.4 +3.08"
12.2-15.11 (13.6-15.8) (7.8-9.0)
Densidade dos tubulos seminiferos (%) 86.2 +7.792 85.2 +5.55% 91.4 +3.08°
(84.8-87.7) (84.1-86.3) (90.0-92.0)

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

Entre os 32 individuos analisados histologicamente, nove exibiram atividade
espermatogénese classificada como B e C, quando h& notadamente aumento de
segmentos tubulares com espermatides arredondadas e/ou alongadas ou a presenca de
espermatozoides, respectivamente. Estes individuos distribuiram-se predominantemente
entre as estacdes de seca 2013 e seca 2014 (Figura 1). Nestes mesmos animais foi
constatada presenca de espermatozoide na cauda do epididimo (Tabela 5).
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Figura 1. Apresentacdo do ciclo espermatogénico de cada individuonos periodos de seca
2013, chuva e seca 2014. A, presenca de espermatogbnias, espermatocitos primarios e
secundarios; B, presenca de espermatides; C, presenca de espermatozoides no limen

tubular.

Tabela 5 — Porcentagem de animais capturados apresentando espermatozoide na cauda

do epididimo.

Periodo/ano Animais com presencga de espermatozoide na cauda do epididimo
Seca 2013 54,4%32

Chuva 0,0%P

Seca 2014 27,2%2

Discusséo

Apesar da importancia em se saber sobre a espermatogénese e aspectos
histomofométricos reprodutivos desses animais existem poucos dados disponiveis na
literatura.

Nyctinomops laticaudatus apresenta peso corporal médio de 11.33g (Bowles et al.
1990; Goodwin and Greenhall 1961; Mares et al. 1981a; Sanchez-Hernandez 1978) e é
considerado uma espécie de pequeno porte. Dentre 0s microquiropteros brasileiros, a
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menor espécie € o morcego frugivoro Furipterus horrens, com peso meédio de 3g, e a
maior € 0 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, principalmente de morcegos, € complexo (Pacheco, 2001).
Gittleman e Thompson (1988) explicaram que além da sazonalidade e da abundancia de
alimentos, fatores comportamentais, hormonais e fisioldgicos sdo co-responsaveis pelo
sucesso reprodutivo das espécies

Sabe-se que o verdo € normalmente a estacdo eleita pela maioria das espécies
para a ocorréncia dos nascimentos, visto ser este o periodo de maior oferta de alimentos
e condicbes mais favoraveis ao desenvolvimento dos filhotes (Oxberry,1979). Durante
esta estacdo foram encontradas maior precipitacdo pluviométrica, as temperaturas
maximas e minimas mais elevadas e maior percentual de umidade relativa do ar. Nao
houve diferenca no peso corporal entre os animais capturados nos periodos de seca e
chuva, diferente do que ocorreu com Molossus molossus da regido de Vicosa, MG, onde
0S animais apresentaram um maior peso corporal no periodo chuvoso (Morais 2013).
Parreira e Cardoso (1993) observaram situagédo semelhante no roedor silvestre Bolomys
lasiurus, que também associaram o aumento de peso corporal ao aumento na
disponibilidade de &gua e alimentos nessa €poca, que corresponde a estacdo chuvosa
nos locais de coleta. Em N. laticaudatus isso pode néo ter ocorrido por conta da colonia
estar localizada em uma regido, dentro da cidade de Campo Grande, MS, as margens de
um lago com vegetacdo abundante, acreditando-se que ndo haja uma queda brusca na
populacdo de insetos no periodo de seca a ponto de haver uma diminuicdo de peso
corporal destes animais neste periodo.

A organizagdo do compartimento tubular de N. laticaudatus foi similar a outras
espécies de mamiferos discritos (Russell et al., 1990; Franca and Russell, 1998;
Bittencourt et al., 2007a; Beguelini et al.,2009; Costa et al., 2010; Balarini et al., 2011,
Costa et al.,2011).

Em N. laticaudatus encontrou-se um baixo IGS, o qual teve média de 0,14% entre
os periodos de seca e chuva, 0 que é coerente com o sistema de acasalamento poliginico
observado na espécie, que obedece a um sistema de haréns composto por um macho
dominante, neste caso ndo ha competicdo entre espermatozoides de machos diferente
acasalando uma mesma fémea. Em ratos e camundongos foi encontrado IGS de 0,70% e
0,64%, respectivamente (Gomes, 2007; Melo, 2007). Segundo Kenagy e Trombulak
(1986), o tamanho testicular esta intimamente relacionado ao comportamento reprodutivo,

uma vez que animais com comportamentos monogamicos e poliginicos apresentam
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menor peso testicular em relagdo a espécies com comportamentos reprodutivos
promiscuos ou polidndricos. Nestes Ultimos, maior producdo espermatica € necessaria
devido a competicdo entre espermatozodides de diferentes machos para a fertilizacdo da
mesma fémea.

O parénquima testicular é a por¢cédo produtiva do testiculo. Na maioria dos estudos
até hoje conduzidos, este é constituido por 70 a 90% de tubulos seminiferos, sendo o
restante do parénquima ocupado pelo espaco intersticial. N. laticaudatus esteve dentro
desta faixa, atingindo um alto percentual de parénquima testicular ocupado por tubulos
seminiferos, em relagdo as demais espécies estudadas (Franca e Russell, 1998; Guiado-
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, foram observados na seca de 2013 e seca de 2014, o que
parece ser reflexo do maior investimento em producdo espermética nestas estacoes.

O compartimento tubular € limitado por células midides, fibras colagenas e
membrana basal, que juntos formam a tanica propria. Sobre a tunica propria repousam as
células de Sertoli e espermatogobnias (Russell et al., 1990). Enquanto multiplas camadas
de células midides podem estar presentes em algumas espécies (Hermo et al., 1977), em
N. laticaudatus foi observado uma camada Unica. Estas células sdo 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 reducdo no percentual de tlnica prépria
observado no periodo de chuva pode indicar menor fluxo de fluidos através dos tabulos
seminiferos nesta estacao.

Sabe-se que existe uma relacdo positiva entre o diametro tubular e a atividade
espermatogénica testicular (Franca, 1987; Sinha-Hikim et al., 1988). O aumento no
didametro tubular observado neste estudo no periodo de seca de 2013, acredita-se ter sido
reflexo do aumento de atividade espermatogénica testicular. Barros (2013), observou em
M. molossus na regido de Minas Gerais, um aumento do didmetro dos tubulos seminiferos
no outono e inverno indicando um maior investimento na producdo espermatica durante
estas estacdes em comparacédo ao verdao. Carvalho (2007) observou reducao significativa
no didmetro tubular do roedor silvestre Akodon cursor no inverno em relacdo as demais
estacdes, atribuindo esta reducdo ao fato de ser este um periodo de pouco alimento,
baixa reproducéo e baixa precipitacdo pluviométrica.

Houve um elevado numero de animais nao reprodutivos sexualmente capturados
na seca de 2014 comparando com a seca de 2013, isso pode indicar um pico de

recrutamento da populacédo juvenil neste periodo na area de estudo, semelhante ao
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ocorrido com Noctilo leporinus na costa sul do Brasil (Bordignon 2012). Isso explicaria a
diminuicdo das médias do didametro dos tubulos seminiferos, espessura do epitélio do
tubulo seminifero, espessura da tunica propria, diametro cauda epididimo e espessura do
epitélio da cauda do epididimo na estacéo de seca de 2014.

N&o ha na literatura trabalhos que nos mostrem o tempo gestacional de N.
laticaudatus. Acreditamos que este seja semelhante ao de M. molossus, Molossideo de
mesmo porte, que apresenta tempo de gestacdo de aproximadamente 90 dias (Vicente et
al.,, 2006), € coerente que ocorra maior investimento em massa testicular e reservas
energéticas durante o inicio da seca (outono), de modo que ocorra uma maior producao
espermética, copula e fertilizacdo durante e principalmente ao final deste periodo e inicio
do inverno, onde a fémea ficara gestante durante os 3 meses do inverno. Os nascimentos
ocorrem entdo no inicio da primavera, que coincide com o inicio da temporada de chuva,
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 presenca de células indicadoras de atividade
espermatogénicas na analise de classificacdo do ciclo espermatogénico, mostrando um
aumento dessas células no inicio do periodo de seca tanto de 2013 quanto de 2014 e a
presenca de espermatozoides na cauda do epididimo nos mesmos individuos. Outra
hipétese que sugere o tempo de gestacao foi a presenca de fémeas lactantes capturadas
no periodo chuvoso (dezembro) coincidindo com o trabalho realizado no buraco das
araras (Cunha, 2009) onde foram capturadas femeas lactantes também no periodo
chuvoso (janeiro).

Os dados obtidos neste estudo sugerem gque os machos da espécie Nyctinomops
laticaudatus apresentam reproducao sazonal, com pico de atividade testicular iniciando no
comeco do periodo seco. Desta maneira aumentariam as chances de acasalamento com

subsequente inatividade reprodutiva, coincidindo com o periodo gestacional das fémeas.
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