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ABSTRACT. Reproductive stage, histology and seasonal morphometry of the testes of Dermanura cinerea (Chiroptera: Phyllostomidae) in
Atlantic Forest fragment on the South Coast of Pernambuco, Brazil. This study analyzed the reproductive stage, histology and morphometry of the
testes of Dermanura cinerea (Gervais, 1856) in Atlantic Forest fragment on the South Coast of Pernambuco. Specimens were captured by mist net, and
collections occurred monthly over two consecutive nights for 18 months. The meteorological data were grouped in rainy and dry months. Eighteen adult
specimens were used, which were classified in males with descendant testes and with testes no descendant. For the histological analysis, the testes were
collected, fixed and processed following the routine histological technique. The slides obtained were stained by Hematoxylin-Eosin. In the morphometric
analysis the area of occupation of the tubular and intertubular compartment were measured, the number of Leydig, Sertoli, spermatocytes and elongated
spermatids were quantified. The morphometric data were submitted to statistical analysis. Dermanura cinerea presented higher sperm production activity
in dry months and higher hormone production in rainy months. This information is also related to the reproductive pattern of the females and to the
increase in rainfall indexes, since it is a determinant factor in the mediation of the food availability of the frugivorous species, such as D. cinerea in the
Atlantic Forest area of Pernambuco.

KEYWORDS. Bat, gonadal histomorphometry, morphology, Northeast, seasonality.

RESUMO. Esse estudo analisou o estagio reprodutivo, a histologia e a morfometria dos testiculos de Dermanura cinerea (Gervais, 1856) em fragmento
de Mata Atlantica no Litoral Sul de Pernambuco. Os espécimes foram capturados por redes de neblina e as coletas ocorreram mensalmente, ao longo
de duas noites consecutivas, durante 18 meses. Os dados meteorologicos foram agrupados em meses chuvosos e secos. Foram utilizados 18 espécimes
adultos, os quais foram classificados em machos com testiculos descendentes e ndo descendentes. Para as analises histologicas, os testiculos foram
coletados, fixados e processados seguindo a técnica histologica de rotina. As laminas obtidas foram coradas por Hematoxilina—Eosina. Nas analises
morfométricas foram mensuradas a area de ocupagdo do compartimento tubular e intertubular, quantificados o numero de células de Leydig, de Sertoli,
de espermatocitos e de espermatides alongadas. Os dados morfométricos foram submetidos as analises estatisticas. Dermanura cinerea apresentou maior
atividade de produgdo espermatica em meses secos e maior produgdo hormonal em meses chuvosos. Essas informagdes estdo relacionadas também com
o padrdo reprodutivo das fémeas e com a elevagdo nos indices pluviométricos, ja que ¢ um fator determinante na mediagao da disponibilidade alimentar
das espécies frugivoras, como D. cinerea em area de Mata Atlantica de Pernambuco.

PALAVRAS-CHAVE. Morcego, Histomorfometria gonadal, morfologia, Nordeste, sazonalidade.

A biologia reprodutiva de Chiroptera ainda ¢ uma
area pouco investigada, sobretudo, no Brasil. Na Regido
Neotropical, a reprodugdo desse grupo pode passar por
alteragdes ao longo do ano, associadas a fatores como
disponibilidade alimentar, temperatura, precipitagdo e
fotoperiodo. As diferentes espécies de morcegos dessa
regido se reproduzem em periodos em que as condig¢des
ambientais sdo mais favoraveis; assim, uma mesma espécie
pode apresentar padrdo ou estratégia reprodutiva diferente,
dependendo do periodo considerado e da sua distribuicdo
(FABIAN & MARQUES, 1989; CricHTON & KRUTZSCH, 2000;

NEUWEILER, 2000; ZORTEA, 2003; MELLO ef al., 2004;
BEGUELINI et al., 2009).

As investigagdes acerca da reproducdo dos morcegos
afirmavam que, em relagdo a posi¢ao anatdmica das gonadas,
os testiculos situados na regido escrotal (descendentes)
indicavam que o animal estava sexualmente ativo, ao passo
que os localizados na regido abdominal (ndo descendentes)
demonstravam uma inatividade sexual (BREDT ef al., 1999;
ZORTEA, 2003; GOMES & UIEDA, 2004; OrRTENCIO FILHO et al.,
2007). Contudo, LiMA JUNIOR et al. (2014) comprovou, por
meio da histomorfometria testicular, que avaliar a reprodugéo

Iheringia, Série Zoologia, 108: €2018038
(@) e |


https://orcid.org/0000-0002-7583-569X
https://orcid.org/0000-0002-7504-6199?lang=en
https://orcid.org/0000-0002-6823-4650
https://orcid.org/0000-0002-6032-0140
http://orcid.org/0000-0001-5940-9220
https://orcid.org/0000-0001-8676-4826
https://orcid.org/0000-0002-1741-4547
https://orcid.org/0000-0002-6737-0132

Estagio reprodutivo, histologia e morfometria sazonal...

Liva ef al.

com base apenas nessas constatagdes, leva a inferéncias
limitadas e por vezes erroneas, pois verificaram que os
espécimes de Phyllostomus discolor (Wagner, 1843) mesmo
com testiculos ndo descendentes, apresentaram atividade
espermatogénica.

A histologia e a morfometria dos testiculos sdo
pardmetros que contribuem para mensurar de forma mais
precisa as variagdes nos elementos que compde essas gonadas,
como os tipos celulares ¢ os compartimentos intertubular
e tubular. Por meio de medidas da area e didmetro dos
tubulos seminiferos, bem como da altura do seu epitélio e da
quantificagdo dos tipos celulares ¢ possivel avaliar a eficiéncia
espermatogénica da espécie e sua capacidade reprodutiva
(FRANGA & RUSSELL, 1998; MORAIS et al., 2013a,c).

Dermanura cinerea (Gervais, 1856) pertence a familia
Phyllostomidae e subfamilia Stenodermatinae, anteriormente
era conhecida como Artibeus cinereus (Gervais, 1856)
(REDONDO et al., 2008; SOLARI et al., 2009). Sua ocorréncia
ja foi relatada em quatro regides brasileiras: Norte, Nordeste,
Sudeste e Sul, sobretudo, em fragmentos florestais da Mata
Atlantica, bem como em matas ciliares primarias (SCULTORI
etal.,2009; RE1s et al., 2011). Os estudos sobre a reprodugao
dessa espécie no Brasil sdo limitados (RocHa et al., 2010).
Desse modo, investigagdes sobre histomorfometria testicular,
bem como sobre qual o padrdo e estratégia reprodutiva
desenvolvida por essa espécie ndo existem no estado de
Pernambuco.

Perante essas investigagdes, esse trabalho teve como
objetivo analisar o estagio reprodutivo, a histologia ¢ a
morfometria testicular de D. cinerea coletados em area de
Mata Atlantica situada no litoral sul do estado de Pernambuco,
em meses chuvosos e secos do ciclo reprodutivo anual.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e exemplares. Os animais foram
coletados, em fragmento de Mata Atlantica (§°44°19.9”S
35°10°19.1”W) do litoral sul de Pernambuco, com a
instalag¢@o de dez redes de neblina (12 m de comprimento x
3 m de altura) em cada noite de captura. As coletas ocorreram
mensalmente, ao longo de duas noites consecutivas, durante
18 meses (junho/2014 a novembro/2015). Em cada noite de
captura, as redes eram estendidas as 17h00Omin e ficavam
abertas até as 00hOOmin, sendo verificadas continuamente
em intervalos de 15 minutos. O esfor¢o total de captura foi de
90720 m2.h. (STRAUBE & Biancont, 2002). Foram capturados
18 espécimes machos adultos de Dermanura cinerea.

Esse estudo obteve a aprovagdo da Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE (protocolo n® 23076.037360/2014 — 92).

Os espécimes coletados encontram-se armazenados
temporariamente no Laboratério de Biotecnologia e Farmacos
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), campus
de Vitoria de Santo Antdo (CAV) e serdo depositados na
colecdo da UFPE campus Recife.

Dados meteorolégicos. As informacdes
meteoroldgicas foram fornecidas pelo Instituto Nacional de

Meteorologia— INMET/Secdo de Observagao e Meteorologia
Aplicada — SEOMA. Com base nessas informagdes, e
considerando as varia¢des nas precipitagdes pluviométricas,
as analises dos aspectos reprodutivos de D. cinerea foram
agrupadas em dois periodos de nove meses cada.

Esse agrupamento foi realizado seguindo um padrio
do que ¢é determinado para o periodo seco ¢ chuvoso na
localidade de estudo. Para isso foi calculada a mediana (130,
95 milimetros) dos valores das precipitagdes mensais, de
modo que a partir desse calculo se definiu os meses com
caracteristicas de periodo chuvoso (aqueles meses com valor
da precipitacdo acima da mediana) - junho, julho, agosto,
setembro, outubro/2014 ¢ margo, maio, junho, julho/2015 - ¢
os meses com caracteristicas de periodo seco (aqueles meses
com valor da precipitacdo abaixo da mediana) - novembro,
dezembro /2014 ¢ janeiro, fevereiro, abril, agosto, setembro,
outubro, novembro /2015.

Morfologia externa. Os espécimes capturados
foram classificados com base na morfologia externa das
gonadas, para a determinag@o do estagio reprodutivo em:
machos com testiculos descendentes (TD), quando esses
orgaos estavam localizados visivelmente na regido escrotal;
e machos com testiculos ndo descendentes (TND), quando
os testiculos ndo estavam aparentes no escroto, estando
situados na regido abdominal (RACEY, 1988; GANNON &
WILLIG, 1992; ESBERARD, 2002).

Eutanasia dos animais. Foi aplicada inicialmente
anestesia na regido intraperitoneal do corpo, sendo a mesma
constituida por pentobarbital sodico em uma concentragdo de
40mg/kg'. Na sequéncia, foi aplicada uma solugdo saturada
constituida por cloreto de potassio (MORAIS ef al., 2013b).

Coleta dos orgaos. Foram selecionados aleatoriamente
18 espécimes machos para as analises histomorfométricas
dos 6rgdos. Apés a eutandsia desses exemplares, os 6rgaos
reprodutivos foram coletados, com auxilio de instrumentais
de microdissecc¢do. Foi realizada uma pequena incisdo da
pele e fascias escrotal, na regido inguinal, para expor o
tecido subjacente até que os testiculos fossem expostos e,
consequentemente, removidos.

Analise histolégica. Depois de removidos, todos
os testiculos foram fixados em formalina a 10% neutra
tamponada (NBF) durante 24 horas ¢, posteriormente,
conservados em alcool a 70% e glicerinado a 5%. Na
sequéncia, foram processados seguindo a técnica histologica
de rotina (BEHMER et al., 1976; RIEDER & SCHMIDT, 1987).

Esses orgdos foram impregnados em Paraplast ¢
os blocos cortados no microtomo em espessura de 4pum.
As laminas histologicas produzidas foram coradas por
Hematoxilina — Eosina (H.E.) ¢ analisadas em microscopio
optico para verificar as microestruturas e tipos celulares
existentes nos testiculos.

Analises morfométricas. Nos testiculos foram
realizadas medidas da area de ocupagdo do compartimento
tubular (AOCT) e area de ocupagdo do compartimento
intertubular (AOCI), ambas mensuradas em percentual (%) e
fotografadas em aumento total de 100X, sendo consideradas
10 fotomicrografias por espécime (LIMA JUNIOR et al., 2014).
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Para contagem das células dos tibulos seminiferos foram
considerados apenas os tubulos que continham todas as
c¢lulas da linhagem espermatogénica, assim no interior do
compartimento tubular foram quantificados o nimero de
células de Sertoli (NCS), o numero de espermatécitos (NE) e
o numero de espermatides alongadas (NEA), enquanto que no
compartimento intertubular foi quantificado o nimero total de
células de Leydig (NCL). Para a contagem desses parametros,
foram utilizadas fotomicrografias de 10 tiibulos seminiferos
diferentes e espaco intersticial, para cada espécime, em
aumento total de 400X.

As laminas histologicas foram fotografadas através
do programa Motic Images Plus 2.0. Para isso, foi acoplada
uma camara ao microscopio Optico em conexao com um
computador, projetando a ldmina no aumento desejado. As
fotomicrografias foram submetidas as devidas mensuragoes,
através do programa Image.J.

Analise estatistica. Os dados das amostras foram
submetidos no programa SPSS (Statical Package of the
Social Sciences, SPSS inc. Chicago, EUA) versdo 15.0.
Inicialmente foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov,
o qual indicou que os dados da amostra ndo apresentavam
uma distribui¢do normal. Por isso, foi utilizado o teste U de
Mann-Whitney para avaliar os pardmetros morfométricos
testiculares, de forma que os valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi coletado um total de 18 espécimes machos adultos
de D.cinerea. Nos meses chuvosos, houve a ocorréncia de
individuos tanto com testiculos descendentes (TD) (n=04)
quanto com testiculos ndo descendentes (TND) (n=07),
enquanto que nos meses secos houve somente espécimes
com TD (n=07). O més com maior numero de exemplares
capturados foi julho/2014 (n=05).

As andlises histoldgicas evidenciaram que o
compartimento tubular dos testiculos dessa espécie apresentou
espermatogdnias, espermatocitos, espermatides e células de
Sertoli ao longo dos meses chuvosos e secos, assim como
independentemente da posigdo testicular. Verificou-se que
o compartimento intertubular é constituido por células
de Leydig e do tecido conjuntivo, bem como por vasos
sanguineos e linfaticos (Figs 1, 2).

Os parametros histomorfométricos foram relacionados
com o estagio reprodutivo (TD e TND) e com os meses
chuvosos ¢ secos. Em relacdo a posigdo testicular foram
significativos e apresentaram as maiores médias: o NCS,
o NE e o NEA (nos espécimes com TD) e a AOCI (nos
espécimes com TND), enquanto a AOCT e o NCL néo
foram significativos. Os TD apresentaram maior variagao
relacionada aos parametros do compartimento tubular,
enquanto que os TND demonstraram variagédo referente ao
compartimento intertubular (Tab. I). Referente a precipitacéo,
houve significancia e apresentaram as maiores médias: a
AOCI e a NCL (meses chuvosos) € o NCS, o NE e o NEA

Figs 1, 2. Fotomicrografias do compartimento tubular e intertubular do
testiculo de Dermanura cinerea (Gervais, 1856) coletados em meses
chuvosos (Fig. 1) e secos (Fig. 2). Observar o epitélio seminifero (ES) com
células de Sertoli e da linhagem espermatogénica em diferentes estagios de
maturacdo, e o limen (L) no compartimento tubular. Além das células de
Leydig (cabega de seta) distribuidas ao longo do compartimento intertubular
(CI). Coloragao: Hematoxilina — Eosina (H.E.). Aumento total: 1000 X.
Barra de escala: 300pm.

(meses secos), apenas a AOCT néo apresentou diferenca
significativa (Tab. II).

As variagdes na precipitagdo influenciam diretamente
a localizacdo dos testiculos de D. cinerea que apresenta
ampla capacidade de ajustarem-se as condigdes ambientais.
Esses 6rgdos podem migrar da regido abdominal a escrotal
em funcdo da mudanga de temperatura, sobretudo, em
meses com indices pluviométricos elevados. Apesar disso,
os espécimes tanto com TD quanto com TND apresentaram
atividade reprodutiva, porém essa foi maior nos com TD,
principalmente nos meses secos. Essas adaptacdes fisiologicas
sdo de suma importancia para manter a viabilidade da
atividade androgénica, bem como da espermatogénese (JOLLY
& BLAKSHAW, 1988; MELLO ef al., 2009; BEGUELINI et al.,
2013a,b,c,d; MORAIS et al., 2013a, 2014a,b; LiMA JUNIOR
etal., 2014).

Ao longo dos meses chuvosos os espécimes,
sobretudo com TND, apresentaram um maior investimento
na producgdo de testosterona, o que indica uma maior
capacidade esteroidogénica nesse periodo. Isso foi constatado
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Tab. I. Relagdo da média e desvio-padrio, de cada um dos parametros
histomorfométricos testiculares analisados, com a posi¢ao do testiculo
de Dermanura cinerea (Gervais, 1856) coletados em fragmento de Mata
Atlantica do litoral sul de Pernambuco.

Tab. II. Relagao da média e desvio-padrdo de cada um dos parametros
histomorfométricos testiculares analisados de Dermanura cinerea (Gervais,
1856), coletados durante meses chuvosos e secos, em fragmento de Mata
Atlantica do litoral sul de Pernambuco.

Testiculos ndo Testiculos
descendentes descendentes
. Parémetros. (TND) (TD)
histomorfométricos
M'édia e X Média e N Valor de p
Desvio padrao  Desvio padrao
AOCT 70,99 + 8,89 73,08 £ 9,44 0,581
AOCI 7,76 + 4,96 4,86 = 2,94 0,004
NCS 9,47 +3,85 12,39 + 5,98 <0,0001
NE 36,50 + 18,86 46,23 + 22,51 0,001
NEA 38,13 +£22,23 40,18 £ 17,82 <0,0001
NCL 9,85+ 8,08 7,06 + 6,88 0,136

Meses chuvosos ~ Meses secos

Parametros . .
histomorfométricos M,é dia e - M.é dia e . Valor de p
Desvio padrdo  Desvio padrdo

AOCT 72,65 + 8,55 71,67 +10,33 0,581

AOCI 6,60 + 4,45 5,02 +3,28 0,004
NCS 9,98 +4,56 13,26 £ 6,09 <0,0001
NE 37,42+ 17,69 50,34 +24,83 0,001
NEA 36,15+£20,21 44,46 +17,62 <0,0001
NCL 9,73 + 8,06 6,28 + 5,56 0,008

pelo aumento do compartimento intertubular e das células
de Leydig, as quais possuem maior predominéncia nesse
compartimento, quando comparadas aos demais componentes
existentes nesse espaco intersticial dos testiculos (RUSSELL et
al., 1990; ZIRKIN et al., 1994; MORAIS et al., 2013a, 2014a).

Nos meses de menor indice pluviométrico, os machos
alocam mais energia para a maturag@o gonadal, producédo e
diferenciagdo celular que dardo origem a espermatozoides
viaveis para copula. Isso foi expresso pela maior quantidade
de células da linhagem espermatogénica e de Sertoli. Essas
ultimas possuem papel essencial na regulagdo e coordenagao
do processo de espermatogénese, visto que atuam na nutri¢do
e sustentacdo dos diferentes tipos celulares que fazem parte
desse processo fisiologico de elevado gasto energético
(NIESCHLAG et al., 2010; MoRAIS et al., 2013c; FARIAS et
al., 2014).

Os diferentes tipos celulares da linhagem
espermatogénica de D. cinerea sdo semelhantes ao que
se tem relatado para Artibeus lituratus (Olfers, 1818) em
area de Mata Atlantica no estado de Minas Gerais (DUARTE
& TaLamont, 2010; NoOTINI et al., 2015) e Artibeus
planirostris (Spix, 1823) no Sudeste do Brasil (BEGUELINI
et al., 2013b). Ambas fazem parte da mesma subfamilia
(Stenodermatinae) que D. cinerea e também apresentaram
atividade espermatogénica ao longo de todo ciclo reprodutivo
anual. Esse comportamento possibilita a manutengdo do
sistema de acasalamento poliginico, no qual um macho
dominante defende seu harém e impede a aproximacgédo de
outros machos para poder copular com diversas fémeas da
sua espécie (NOWAK, 1994; ZorTEA, 2003; BEGUELINI ef
al., 2013b).

A atividade espermatogénica de D. cinerea possui
sincronia com o periodo de acasalamento das fémeas. Isso
ficou confirmado no estudo de Lima JUNIOR ef al. (2018)
com fémeas dessa mesma espécie em um fragmento de Mata
Atlantica do litoral sul de Pernambuco. Nessa investigagao
foi destacado que elas podem entrar em periodo gestacional
durante meses secos e parir no final do periodo seco ou do
inicio para a metade do periodo chuvoso, devido a maior
disponibilidade de alimentos que subsidiem o periodo de
lactag8o, assim como garantam a manutengdo e sobrevivéncia

da prole. O fato dos machos possuirem menor produgdo de
esperma ao longo dos meses chuvosos, possivelmente indica
um processo de recuperacao do epitélio seminifero depois da
ocorréncia do periodo de acasalamento (SOARES et al., 2003;
ZORTEA, 2003; OrRTENCIO FILHO et al., 2007; FARIAS ef al.,
2014; MoRraIs et al., 2014a,b). Caracteristicas semelhantes
também foram relatadas para 4. planirostris em area de
Cerrado do noroeste de Sao Paulo, em que os maiores picos
da espermatogénese ocorreram também em sincronia com a
reprodugdo das fémeas (BEGUELINI et al., 2013Db).
Portanto, apesar de haver variagdes entre os parametros
histomorfométricos testiculares averiguados dos espécimes
com testiculos descendentes e ndao descendentes, nos meses
chuvosos e secos, conclui-se que D. cinerea apresentou
atividade espermatogénica e esteroidogénica ao longo de
todo o periodo considerado, cujos picos, em determinados
meses, variam a partir da influéncia das condigdes ambientais
em area de Mata Atlantica do Litoral sul de Pernambuco.
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