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RESUMO

Os morcegos apresentam ampla diversidade nos aspectos reprodutivos,
entretanto, sdo poucos o0s estudos detalhados sobre a morfologia reprodutiva de
Chiroptera, principalmente nas espécies de clima tropical. O estudo dos aspectos
reprodutivos de uma espécie é de grande importancia para, por exemplo, o
entendimento de estratégias para sua conservacdo. Portanto, o presente estudo teve
como objetivos analisar a morfologia dos 6rgdos reprodutivos de machos e fémeas de
Eptesicus furinalis (Vespertilionidae), uma espécie de grande distribuicdo pela América
do Sul, além de comparar a foliculogénese e a morfologia geral dos ovarios dessa
espécie com a espécie simpatrica Artibeus planirostris (Phyllostomidae). Nos machos
de E. furinalis, durante o processo de regressao testicular, no qual o testiculo apresenta
quatro fases reprodutivas distintas morfologicamente  (fase ativa, em regresséo,
regredida e recrudescéncia), as células testiculares apresentaram variacdo na
imunomarcacdo de receptores hormonais androgénicos (AR) e luteinizantes (LHR).
Essa variagdo na imunomarcacdo desses receptores indica a participagdo hormonal no
controle do processo da regressao testicular, por meio da ativacdo do AR nas células de
Sertoli, e LHR nas células de Leydig. Na fase de regressdo testicular, a imunomarcacao
de LHR e AR tende a diminuir, causando a desativacdo da espermatogénese, e na fase
de recrudescéncia testicular ocorre um aumento na imunomarcagdo de LHR e AR, 0s
quais reativam a espermatogénese. A morfologia do epididimo, que é dividido em
cabeca, corpo e cauda, e tem o epitélio composto por células principais, apicais, basais,
estreitas, claras e halo, também sofre influencia do processo de regressao testicular,
evidenciadas principalmente pela altura do epitélio e porcentagem relativa do limen e
do estroma. Com relacdo as fémeas, a morfologia geral dos ovarios diferiu entres as
espécies: enquanto E. furinalis apresentou uma abundancia de glandulas intersticiais e
foliculos primordiais distribuidos por todo o ovario, os ovarios de A. planirostris
apresentaram poucas glandulas intersticias e os foliculos primordiais estdo localizados
em uma d&rea especifica, constituindo um ovario polarizado. No processo da
foliculogénese de A. planirostris e E. furinalis foram reconhecidos cinco tipos de
foliculos ovarianos: primordiais, primarios, secundarios, terciarios e antrais. Em E.
furinalis a ovulacdo ocorre em ambos os ovarios, podendo ser liberados mais de um
odcito por ovario (poliovular), enquanto em A. planirostris as fémeas liberam um Unico

odcito predominantemente pelo ovario esquerdo (monovular). No periodo de Janeiro a
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Julho, as fémeas de E. furinalis estavam em condi¢do ndo reprodutiva, ou seja, nao
estavam em periodo de gravidez ou lactacdo, sendo que de Maio a Julho foram
observados espermatozoides no Gtero, indicando portanto, ocorréncia de copula. No
periodo de Agosto a Dezembro, as fémeas apresentaram condigdes de gravidez e/ou
lactacdo, podendo exibir até quatro embrides no Gtero bicorneo no estdgio inicial da
gravidez (Agosto e Setembro), que se reduziu para dois embrides em estdgio mais
avancado (Outubro). As variacGes na concentracdo sérica de estradiol, a presenca de
foliculos antrais nos periodos de gravidez e lactagdo, e a presenca de fémeas lactantes e
gravidas concomitantemente sugerem a ocorréncia de estro pds-parto na espécie.
Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho demonstram a variacdo morfoldgica dos
Orgdos reprodutivos entre espécies de morcegos simpatricas, em especial, as espécies A.
planirostris e E. furinalis, bem como a complexidade da morfologia e do controle

hormonal da reproducéo em E. furinalis.

Palavras-chave: morfologia reprodutiva, ovarios, Uteros, regressdo testicular,
epididimos, AR, LH e estradiol.
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ABSTRACT

Bats show the greatest reproductive diversity within all mammals, however,
there are few studies about the detailed reproductive morphology in Chiroptera,
principally about tropical species. The study of the reproductive aspects of a species is
of great importance to understand, for example, the strategies for its conservation.
Therefore, our aims were to analyze the morphology of male and female reproductive
organs of Eptesicus furinalis (Vespertilionidae), a species of great distribution in South
America, and to compare the folliculogenesis and general morphology of the ovaries of
this species with the sympatric species Artibeus planirostris (Phyllostomidae). In males
of E. furinalis, during the process of testicular regression, in which testes show four
reproductive phases morphologically distinct (active phase, regression, regressed and
recrudescence), the testicular cells showed variation in the immunostaining of androgen
and luteinizing hormone receptors. These immunostaining indicate the involvement of
these hormones in the control of the process of testicular regression, and this control
occurs through the activation of androgen receptors in Sertoli cells and luteinizing
hormone receptors in Leydig cells. In the testicular regression phase, the
immunostaining of LHR and AR tends to decrease, which causes the deactivation of
spermatogenesis, and in the testicular recrudescence phase occurs an increase in the
immunostaining of LHR and AR, which reactivates spermatogenesis. The morphology
of the epididymis, which is divided into caput, corpus and cauda, and has the epithelium
composed of main, apical, basal, narrow, clear and halo cells, is also influenced by the
process of testicular regression, evidenced mainly by the height of the epithelium and
percentage of lumen and stroma. In regard of the females, the general morphology of
the ovaries differed between species, in which E. furinalis presented an abundance of
interstitial glands cells and the primordial follicles are distributed throughout the ovary,
and the ovaries of A. planirostris showed few interstitial glands cells and the primordial
follicles are located in a specific area of the ovary, composing a polarized ovary. In the
folliculogenesis process of A. planirostris and E. furinalis, five types of follicles were
recognized: primordial, primary, secondary, tertiary and antral follicles. In E. furinalis,
ovulation occurs in both ovaries, and more than one oocyte can be released per ovary
(poliovular), whereas in A. planirostris, females release a single oocyte predominantly
from the left ovary (monovular). In the period from January to July, the females of E.

furinalis were in a non-reproductive condition, i.e., they were not in the period of
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pregnancy or lactation, and from May to July we observed spermatozoa in the uterus,
indicating the occurrence of copulation in these months. In the period from August to
December, females were in pregnancy and / or lactation conditions, and presented four
embryos in the bicornous uterus at the initial stage of pregnancy (August and
September), which was reduced to two embryos in late pregnancy (October). Variations
in the concentration of serum estradiol, the presence of antral follicles during pregnancy
and lactation, and the presence of lactating and pregnant females at the same time
suggest the occurrence of postpartum estrus in the species. Therefore, our results
demonstrate the variation of the morphology of the reproductive organs among
sympatric species of bats, in particular, the species A. planirostris and E. furinalis, and
the complexity of the morphology and the hormonal control of the reproduction in E.

furinalis.

Key words: reproductive morphology, ovaries, uterus, testicular regression, epididymis,
AR, LH and estradiol.
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I. INTRODUCAO GERAL

A. Ordem Chiroptera

Os morcegos compdem 1/5 da fauna vivente de mamiferos e constituem a
segunda maior ordem de mamiferos, relativo ao numero de espécies (Fenton e
Simmons, 2014). Além disso, os morcegos apresentam a maior distribuicdo dentro de
Mammalia (Figura 1), sendo encontrados em todo o globo terrestre, exceto algumas
ilhas oceénicas remotas e da Antéartica (Nowak, 1999). A grande capacidade de
distribuicdo da ordem se deve, principalmente, ao fato de os morcegos serem 0s Unicos
mamiferos capazes de realizar o voo verdadeiro (Voight e Kingston, 2016), uma vez
que possuem as maos adaptadas em asa, condicdo essa que derivou 0 nome da ordem
Chiroptera (do grego, Cheiro = méo, Ptero = asa). As asas dos morcegos possuem uma
morfologia diferente de outros vertebrados voadores, uma vez que apresentam 0s cinco
digitos da méo altamente prolongados e desenvolvidos, diferentemente da regressao
Ossea observada em aves, as quais possuem apenas trés digitos, e nos pterossauros, 0S
quais possuiam quatro digitos (Pough, 2008).

Além do voo, a ecolocalizagdo é uma caracteristica dos morcegos que também
possibilitou a grande dispersdo mundial desses animais. A ecolocalizacdo é a
capacidade de produzir sons de altas frequéncias que sdo modulados pela cavidade
bucal e nasal do animal, sendo que algumas espécies conseguem amplificar os sons
produzidos através de apéndices nasais. Os sons emitidos pelos animais batem nas
presas ou obstaculos e sdo recebidos de volta pelo animal através de uma rica inervagao
ligada ao trago, anti-trago ou diretamente ao timpano e, em algumas espécies, também
pelos ornamentos faciais que auxiliam no processo da ecolocalizacdo (Speakman, 2001;

Fenton e Simmons, 2014).

Figura 1. Mapa da distribuicio mundial dos
morcegos. As areas em preto mostram as regides
habitadas por morcegos. (Fonte:
http://www.saudeanimal.com.br/distr.htm).
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Como consequéncia dessa grande distribuicdo em diferentes habitats, 0s
morcegos apresentam a maior variedade de habitos alimentares entre todos os
mamiferos, com espécies carnivoras, insetivoras, frugivoras, nectarivoras e até mesmo,
espécies hematofagas (Fenton, 1992). Devido a essa ampla variedade de alimentos
consumidos pelos morcegos, 0s mesmos desempenham importantes papéis ecoldgicos,
como o controle populacional de insetos e pequenos vertebrados em areas naturais e a
polinizacdo e a dispersdo de sementes, tendo um papel fundamental na regeneracédo de
habitats fragmentados (Boyles et al., 2011). Além disso, 0s morcegos apresentam
grande importancia na saude publica mundial, uma vez que séo potenciais reservatorios
de alguns virus nocivos aos humanos, como o virus do ebola e alguns coronavirus, que
sdo virus responsaveis por algumas doencas respiratorias altamente infecciosas, alem de
serem transmissores do virus da raiva (Hayman, 2016).

Outra consequéncia da grande distribuicdo mundial dos morcegos é a ampla
diversidade de formas reconhecidas nas suas 1.300 espécies agrupadas em 20 familias,
apresentando espécies como Pteropus giganteus, que podem chegar a 1,70 m de
envergadura e 1,5 kg de peso corporal, e Craseonycteris thonglongyai, com 03 cm de
envergadura e 02 g de peso corporal (Fenton e Simmons, 2014; Voight e Kingston,
2016). Essa diversidade de formas resulta na dificuldade de classificacdo dessas
espécies, comecando pela origem incerta dos morcegos, uma vez que o registro féssil
mais antigo (Icaronycteris index) apresenta um morcego com a morfologia completa
das formas hoje viventes (Jepsen, 1966).

Os morcegos foram tradicionalmente divididos nas subordens Megachiroptera e
Microchiroptera (Koopman, 1994; Simmons e Geisler, 1998). Megachiroptera era
considerada a subordem basal e constituida de uma Unica familia, Pteropodidae, a qual
abrange as grandes formas de morcegos, como a P. giganteus, restritas a india, Africa,
Asia e Australia (Bergmans, 1997). Microchiroptera era constituida pelas 19 familias
restantes, com individuos de menor porte e com distribuicdo mundial (Simmons e
Geisler, 1998).

Entretanto, novas investigacdes realizadas com a associacdo de informacdes
morfoldgicas, moleculares, fosseis, citogenéticas, entre outras, propuseram novas
classificacGes para a ordem Chiroptera. A melhor aceita e mais generalizada subdividiu
a ordem Chiroptera em dois clados, o Yinpterochiroptera € o Yangochiroptera. O
primeiro € composto pelas familias Pteropodidae, Rhinolophidae, Megadermatidae,

Rhinopomatidae, Hipposideridae e Craseonycteridae, enquanto o segundo é composto
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pelo restante das familias: Nycteridae, Emballonuridae, Phyllostomidae, Mormoopidae,
Noctilionidae, Furipteridae, Thyropteridae, Myzopodidae, Mystacinidae, Natalidae,
Molossidae, Miniopteridae, Cistugidae e Vespertilionidae (Teeling et al., 2005; Fenton
e Simmons, 2015). No Brasil, 0os morcegos estdo representados apenas pela subordem
Yangochiroptera, com um total de 178 espécies em 68 géneros e nove familias, sendo
que as trés familias com o maior nimero de espécies em ordem decrescente sdo
Phyllostomidae, Molossidae e Vespertilionidae, compostas por 92, 29 e 28 espécies,
respectivamente. As outras seis familias resrtantes sdo Emballonuridae (17 espécies),
Furipteridae (01 espécie), Mormoopidae (03 espécies), Natalidae (01 espécie),

Noctilionidae (02 espécies) e Thyropteridae (05 espécies) (Nogueira et al., 2014).

B. Familia Vespertilionidae

Vespertilionidae é a familia com a maior diversidade de espécies e de
distribuicdo geografica no mundo, sendo 48 géneros com 407 espécies no total,
correspondendo a quase um terco de todas as espécies de morcegos viventes (Simmons,
2005; Reis et al., 2007).

Os morcegos dessa familia apresentam como caracteristica mais diagnostica o
uropatagio em forma de V e a cauda completamente contida no mesmo, raramente
ultrapassando sua borda distal em uma veértebra (Figura 2), possuem olhos pequenos,
além de ndo apresentarem qualquer ornamento facial (Goodwin e Greenhall, 1961,
Eisenberg e Redford, 1999). Os vespertilionideos sdo predominantemente insetivoros,
portanto, apresentam um importante papel bioldgico, atuando no controle populacional
de insetos (Nowak, 1999).

No Brasil, Vespertilionidae é composta por 24 especies distribuidas em cinco
géneros: Eptesicus, Myotis, Histiotus, Lasiurus e Rhogeessa, sendo o0s dois primeiros, 0s
géneros com o maior niumero de espécies (Reis et al., 2011; Nogueira et al., 2014).
Eptesicus possui 23 espécies no total (Simmons, 2005) e, no Brasil, sdo registradas seis:
E. andinus J. A. Allen, 1914; E. brasiliensis (Desmarest, 1819); E, chiriquinus Thomas,
1920; E. diminutus Osgood, 1915; E. furinalis (D"Orbigny, 1847) e a mais recentemente
descrita, E. taddeii (Miranda, Bernardi e Passos, 2006).
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Figura 2. Exemplar de Histiotus velatus pertencente a familia
Vespertilionidae. Notar o uropatagio em V (seta), a auséncia de
ornamentos faciais e olhos pequenos (Fonte:
http://morcegosdobrasil.blogspot.com.br/search/label/Histiotus%20
velatus).

Eptesicus furinalis é a espécie que possui a maior representacdo, ocorrendo
desde o México ao norte da Argentina, Paraguai, Bolivia, Brasil, Guianas e leste do
Peru (Mies, Kurta e King, 1996; Simmons, 2005). A dieta é exclusivamente insetivora,
capturando as presas durante o voo (LaVal e Fitch, 1977). S&o animais de tamanho
pequeno a médio (Reis et al., 2007), apresentando a regido do rostro inflada (Figura 3),
com antebrago podendo variar de 36,5 a 42,5 mm, as orelhas e as membranas séo
desprovidas de pelos e séo de coloragdo marrom-escura a preta, com a regido ventral

mais clara que a dorsal (Mies, Kurta e King, 1996, Bianconi e Pedro, 2007).
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Figura 3. Exemplar de Eptesicus furinalis. Nota-se a
regido do rostro inflada (seta), as orelhas desprovidas de
pelos e a regido dorsal do corpo mais escura que a regiao
ventral (Fonte:
http://morcegosdobrasil.blogspot.com.br/2012/10/eptesicus
-furinalis.html).

C. Reproducdo em Mamiferos

O aparelho reprodutivo masculino da maioria dos mamiferos eutérios consiste de
dois testiculos, dois epididimos, o pénis, as glandulas sexuais acessorias, como a
prostata e a glandula bulbouretral, e os ductos (Pough, 2008).

Nos testiculos ocorre a etapa mais inicial do processo da reproducdo nos
machos, a espermatogénese, processo de divisdo e diferenciacdo celular que ocorre nos
tubulos seminiferos testiculares, no qual as espermatogdnias se transformam em
espermatozoides, sendo que milhdes de espermatozoides sdo produzidos diariamente
nos mamiferos machos (Matsumoto, 1996).

O processo espermatogénico pode ser dividido em trés fases: a fase mitdtica, a
fase meidtica e a espermiogénese. A fase mitética € também conhecida como fase
proliferativa ou fase espermatogonial, e é representada pelas divisbes mitdticas das
células-tronco que vao dar origem a novas células que podem ter dois destinos
diferentes: a renovacdo da populagéo de espermatogdnias ou continuar o0 processo da
espermatogénese em si, sofrendo ainda algumas divisdes mit6ticas formando outros
tipos de espermatogénias, as quais serdo deslocadas para o compartimento adluminal
dos tubulos seminiferos, onde entrardo em divisdo meidtica, dando origem aos

espermatécitos. A partir desse momento, todos os tipos celulares subsequentes da
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linhagem espermatogénica estardo no compartimento adluminal, formado pelas jun¢Ges
celulares das células de Sertoli, as quais fornecerdo nutrientes e horménios necessarios
ao processo espermatogénico (Costa e Paula, 2003).

A fase meidtica compreende as duas divisdes meioticas sofridas pelos
espermatdcitos originando as espermatides haploides (Russel et al., 1990), sendo que
nessa fase sdo observados os eventos preparatérios para a divisdo celular, como a
inibicdo da transcricdo, a duplicacdo da fita de DNA, a formacdo dos complexos
sinaptonémicos e a gradual condensagdo da cromatina ao seu redor, além da
desorganizacao e reorganizagdo do nucléolo (Parvinen et al., 1991). A espermiogénese é
a fase final da espermatogénese, na qual ocorrem mudancas morfoldgicas progressivas,
em que as espermatides alongadas se diferenciam em espermatozoides alongados e
aptos para a locomocéo e a fertilizagdo (Clermont, 1972).

O processo da espermatogénese nos mamiferos em geral esta sob o controle de
um conjunto de peptideos e hormoénios esteroides, que atuam regulando o
desenvolvimento das células germinativas. Além disso, os hormonios e os peptideos
regulam a proliferacdo e o funcionamento das células somaticas testiculares, as quais
sdo essenciais para o funcionamento normal dos testiculos (McLachlan et al., 2002),
sendo elas as células midides, as quais circundam os tabulos seminiferos e tém funcéo
contratil; as células de Leydig, que sdo as células produtoras de hormdnios androgenos,
localizadas no compartimento instersticial e as células de Sertoli, as quais estdo
localizadas dentro dos tdbulos seminiferos, dando suporte estrutural e nutricional para
as células germinativas, além de formarem a barreira hematotesticular, bem como outras
funcdes (Mendis-Handagama, 1997; Maekawa et al., 1996; Russel e Griswold, 1993).

O controle hormonal da espermatogénese se da pelo eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal. O hipotalamo produz o horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH), que vai atuar na hipofise, e esta, por sua vez, vai liberar os horménios
luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH) (Hall, 2011). O LH atua nas células de
Leydig, regulando a sintese de horménios androgenos e estrogenos pelas mesmas
(Holdcraft e Braun, 2004), e o FSH atua nas células de Sertoli, estimulando as mesmas
a produzirem os fatores essenciais para a manutencdo das células germinativas, além da
inibina, que vai atuar como um sistema feedback na hipofise (Hall, 2011).

Os andrdgenos testiculares atuam na iniciacdo, manutencdo e restauracdo da
espermatogénese (O’Donnell et al., 2006), sendo que suas acOes nos testiculos sédo

mediadas via receptores de andrégenos (AR), que estdo localizados principalmente nas
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células de Leydig e células de Sertoli (Holdcraft e Braun, 2004). Os estrogenos também
possuem papel na regulacdo da fisiologia testicular (O’Donnell et al., 2001; Hess,
2003), sendo produzidos em varios tipos de celulas testiculares (células de Leydig e
Sertoli e, no adulto, principalmente nas células germinativas), 0 que sugere uma agao
paracrina sobre a espermatogénese (Tsai-Morris et al., 1985; Dorrington e Khan, 1993;
Nitta et al., 1993). Além disso, estrogenos circulantes também podem ter algum papel
sobre a espermatogénese, atuando em feedback enddcrino junto ao hipotalamo e a
pituitaria (Hayes et al., 2000; Bagatell et al., 1994). Estudos constataram que
camundongos knockout para ERa, ERP e aromatase sdo inférteis, fato que indica que a
acao dos estrogenos € de grande importancia para a espermatogénese (Lubahn et al.,
1993; Eddy et al., 1996; Dupont et al., 2000).

Porém, os fatores e os horménios produzidos no testiculo ndo possuem apenas
uma acdo local, podendo também atuar no epididimo. Os horménios e os fatores
produzidos nos testiculos podem chegar aos epididimos através dos ductos eferentes, ou
através da circulacdo sanguinea (Robaire e Hamzeh, 2011). A testosterona, por
exemplo, é o principal horménio que atua na manutencdo do epitélio do epididimo
(Rodriguez et al., 2002).

Apesar do processo espermatogénico e seu controle hormonal serem
conservados entre os mamiferos (Clermont, 1972), diferentes taxons podem exibir
diferencas morfologicas no aparelho reprodutivo em si, sendo que essas diferencas
podem estar relacionadas, por exemplo, com o habitat em que a espécie vive (Bronson,
1985).

O aparelho reprodutivo feminino da maioria dos mamiferos eutérios consiste de
dois ovarios, dois ovidutos, um Utero e a vagina (Pough, 2008).

Nos ovarios ocorre o processo da foliculogénese, que se caracteriza pelo
crescimento e desenvolvimento dos foliculos primordiais até foliculos maduros, em que
0 ovocito pode entdo ser liberado do ovario para ser fecundado. As mudangas que
ocorrem nos foliculos durante o processo da foliculogénese podem ser classificadas em
diferentes estagios foliculares de maturacdo, sendo que foram propostos varios modelos
de classificacdo desses estagios. A variacdo no numero de estagios foliculares totais
reconhecidos durante a foliculogénese varia entre diferentes espécies (Pedersen e Peters,
1968; Myers et al., 2004; Gougeon, 2004; Griffin et al., 2006).

Alguns modelos classificam os foliculos de acordo com o diametro do odcito, a

morfologia e o nimero de células foliculares (Pedersen, 1969), enquanto que outros
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modelos baseiam-se no nimero de camadas e a morfologia das células da granulosa,
bem como a presenca e o tamanho do antro (Myers et al., 2004; Gougeon, 2004; Griffin
et al., 2006). Contudo, em um mamifero-modelo geralmente sdo reconhecidas quatro
categorias para os foliculos: primordial (o odcito é circundado por uma Unica camada de
células foliculares pavimentosas), primario (0 odcito é circundado por uma Unica
camada de células da granulosa cubicas), secundario (o odcito é circundado por mais de
uma camada de células da granulosa) e antral (quando as camadas da granulosa que
envolvem o odcito apresentam antro), sendo o Ultimo subdivido em varios estagios de
acordo com o tamanho do antro (Griffin et al., 2006; Erickson, 2002).

A foliculogénese esta sob o controle hormonal exercido pelo eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal. O hipotalamo secreta o horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH), que atua na hipdfise anterior, a qual secreta os horménios FSH e LH que irdo
agir sobre os ovérios, estimulando o processo da oogénese. Durante a puberdade, o FSH
e LH atuam nos odcitos, estimulando o crescimento e modificacdes dos foliculos
ovarianos (Moore e Persaud, 1994). O FSH atua principalmente nas células da
granulosa dos foliculos ovarianos, estimulando a proliferacdo celular, a sintese de
esteroides e a expressdo de receptores de LH (Martins et al., 2008). Além disso, atua no
crescimento dos foliculos pré-antrais, uma vez que ja foram observados receptores de
FSH nas células da granulosa de foliculos primarios, secundarios e antrais, bem como
em oocitos de foliculos primordiais (Wandji et al., 1992; Roy, 1993).

O hormoénio LH também atua sobre o desenvolvimento folicular, atuando
também nos foliculos com desenvolvimento mais avancado, durante a fase pré-
ovulatéria (Wu et al., 2000) e estimulando a ovulagdo (Junqueira e Carneiro, 2004). Os
primeiros receptores de LH funcionais foram observados em ovarios de camundongos
cinco dias ap6s o nascimento (O’Shaughnessy et al., 1997) e estudos in-vitro
demonstraram que o LH é necessario para o desenvolvimento de pequenos foliculos
pré-antrais (Wu et al., 2000). Receptores de LH também ja foram observados na teca
interna de foliculos pré-antrais mais avancados, sendo estes relacionados a viabilidade
folicular (Braw-Tal e Roth, 2005).

O estrégeno e a progesterona também possuem importante papel na reproducéo
feminina. Os estrogenos possuem influencia direta na proliferacdo, diferenciacdo e
desenvolvimento folicular, além de atuar no ciclo menstrual (Findlay e Drummond,

1999; Junqueira e Carneiro, 2004). A progesterona atua no desenvolvimento do uUtero e
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das glandulas mamérias, aléem de influenciar no crescimento folicular, ovulagdo e
luteinizacdo (Schreiber et al., 1980; Peluso, 2006).

O objetivo final da foliculogénese é a liberacdo do odcito maduro, que deve ser
transportado pelo oviduto, o qual é o local onde ocorre a fertilizagdo pelo espermatozoide,
na maioria dos mamiferos, até o Utero (Neil, 2006).

O utero nos mamiferos pode ter diferentes morfologias, podendo ser do tipo
duplo, bicorneo, bipartido e simples, as quais sdo classificadas com base no grau de
fusdo dos cornos uterinos. O Utero duplo apresenta cornos completamente separados; no
Utero bipartido ocorre uma fusdo discreta na porcdo caudal dos cornos uterinos,
diferindo do Utero bicorneo, o qual apresenta uma grande porgdo dos cornos uterinos
fusionados; e o utero simples apresenta uma cavidade uterina Unica, 0 corpo uterino,
consequente da completa fusdo dos cornos uterinos (Mossman, 1977). Além disso, o
Utero dos mamiferos euterianos é composto por paredes espessas, as quais sao divididas
em trés camadas distintas: o perimétrio, a tunica serosa externa; 0 miométrio, a tunica
intermediaria composta por fibras musculares, e o endométrio, a tdnica interna,
composta por glandulas (Kardong, 2010).

Assim como ocorre nos machos, a foliculogénese e seu controle hormonal
também sdo processos conservados entre as fémeas de mamiferos (Costa e Paula, 2013),
entretanto, diferentes espécies apresentam diferencas morfolégicas nos 6rgéos
reprodutivos (Bukovsky et al., 2005; Reynaud et al., 2009; Adams et al., 2012). As
diferencas morfoldgicas entre as espécies implicam em diferentes estratégias
reprodutivas, e a investigacdo e o conhecimento das diferentes estratégias reprodutivas
de cada espécie € fundamental para o entendimento da reproducéo e, consequentemente,

conservacao de cada espécie.

D. Reproducgdo em Chiroptera

A grande distribuicdo mundial dos morcegos também possibilitou a diversidade
reprodutiva na ordem, sendo que 0s morcegos apresentam a maior diversidade de
estratégias reprodutivas entre todas as ordens de Mammalia (Crichton e Krutzsch,
2000). Essas estratégias reprodutivas, bem como a morfologia e a fisiologia da
reproducdo em morcegos sdo complexas e diversas, e apresentam variacdes em relacdo
a latitude em que o morcego habita, bem como variagdes taxondmicas, variando dentro
da familia, género ou até mesmo, espécie a qual o morcego pertence (Crichton e
Krtuzsch, 2000).
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De maneira geral, os morcegos de regides temperadas possuem reprodugédo
sazonal, sendo monoestros, devido a um periodo de hibernacdo relacionado as baixas
temperaturas durante o rigido inverno (Krutzsch, 1979). Sdo véarias as adaptacOes
reprodutivas associadas ao periodo de hibernacdo, tais como, regressdo testicular;
armazenamento prolongado de espermatozoides na cauda do epididimo, assincronia
entre a espermatogénese e a cépula nos machos e armazenamento prolongado de
espermatozoides no corno uterino, atraso na ovulacdo, fertilizacdo e implantacdo no
trato reprodutivo nas fémeas (Gustafson, 1979; Krutzsch, 1979; Crichton e Krutzsch,
2000).

Os morcegos da regido tropical ndo hibernam (Fleming et al., 1972; Taddei,
1976), e os processos reprodutivos geralmente sofrem influéncia de fatores abioticos,
tais como, temperatura, precipitacdo, fotoperiodo e disponibilidade de alimentos
(Fleming et al., 1972; Taddei, 1976). Por esta razdo e pelo fato de que ha variagdo no
habito alimentar entre 0s morcegos tropicais, a sazonalidade reprodutiva ndo ¢é
generalizada. Sendo assim, existe uma grande diversidade de estratégias reprodutivas
nas espécies tropicais de morcegos, como padrdes monoéstricos, poliéstricos ou até
mesmo, reproducdo continua ao longo do ano (Taddei, 1980; Fazzolari-Corréa, 1995;
Zortéa, 2003).

Morcegos tropicais podem apresentar espermatogénese continua durante o ano,
porém nos periodos de coOpula, apresentam picos de producdo de espermatozoides
(Crichton e Krutzsch, 2000; Beguelini et al., 2013a; Morais et al., 2012; 2013).
Entretanto, algumas espécies de morcegos tropicais apresentam um padrao de regressdo
testicular, onde ocorre uma interrupcdo tempordria do processo espermatogénico
(Myers, 1977; Taddei, 1980; Crichton and Krutzsch, 2000; Aradjo et al., 2013,
Beguelini et al., 2013a; Morais et al., 2013). Além disso, 0 processo de regressao
testicular influencia ndo apenas o processo espermatogénico em si, como também
influencia a morfofisiologia das células do epididimo em Myotis nigricans, bem como o
funcionamento do mesmo (Beguelini et al., 2015).

No entanto, o processo de regressao testicular na espécie M. nigricans parece ser
pouco correlacionado as mudancas ambientais (Beguelini et al., 2013b). Portanto, o
ambiente pode afetar de forma diferente 0s géneros e especies desses morcegos,
influenciando diretamente o ciclo reprodutivo das fémeas (disponibilidade de alimentos
sincronizada com o periodo de amamentacdo) e, indiretamente, influencia o ciclo

reprodutivo dos machos (receptividade das fémeas durante o periodo de cépula). Alguns
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exemplos da sincronia entre os ciclos reprodutivos de machos e fémeas de espécies
tropicais ocorrem em Otomops martiensseni (Mutere, 1973; Kayanja e Mutere, 1978),
O. wroughtoni (Brosset, 1962), Tadarida aegyptiaca (Kashyap, 1980) e Neoplatymops
(= Molossops) mattogrossensis (Willig, 1985).

Existe também uma grande variedade no padrdo reprodutivo das fémeas de
diferentes espécies de morcegos tropicais, principalmente em Phyllostomidae e
Molossidae, como a variagdo no formato do Gtero - duplo, bipartido, bicorneo e simples
(Rasweiler e Badwaik, 2001; Komaret al., 2007); espécies que apresentam menstruacao
verdadeira (Rasweiler, 1991; Rasweiler e Bonilla, 1992; Komar et al., 2007; Wang et
al., 2008; Rasweiler et al., 2011); ovarios polarizados (Komar et al., 2007); ovulacédo
preferencial, alternada ou dupla (Rasweiler e Badwaik, 2001); ovulacdo tardia
(Abhilasha e Krishna, 1996) e retardos no desenvolvimento embrionario (Fleming,
1971; Rasweiler e Badwaik, 1997).

Dentre os morcegos de regides tropicais, a espécie Eptesicus furinalis possui
grande representacdo no Brasil, como citado anteriormente. Entretanto, as informac6es
sobre os aspectos reprodutivos dessa espécie sdo controversas. Alguns dados apontam
que essa espécie se reproduz uma vez ao ano (Davis, 1966), enquanto outros apontam
reproducdo duas vezes ano, com a gestacdo apresentando duragdo em torno de trés
meses (Myers, 1977; Gonzélez, 2001).

As variacdes relatadas para E. furinalis parecem estar associadas mais a variacéo
geogréfica, do que especifica. Animais de Belize (América Central), durante a estacdo
reprodutiva, formam harens, sendo que o macho abriga-se fora do grupo das fémeas, e
0s nascimentos ocorrem no final de maio (geralmente com dois filhotes); contudo,
algumas fémeas parem novamente entre julho e agosto, gerando apenas um Unico
filhote (McCarthy, 1980). No Paraguai, 0 primeiro parto ocorre no més de julho e
agosto e o0 segundo no més de janeiro (Myers, 1977). Na Argentina, ja foi registrado
estro pds-parto (com fémeas prenhas amamentando em novembro) e machos capturados
com testiculo escrotado nos meses de maio e novembro (Barquez et al., 1999).

Estudos recentes mostram que E. furinalis apresenta um processo de regresséo
testicular pelo menos uma vez no ano e quatro fases morfologicamente distintas no
testiculo (Bueno et al., 2014). A razdo desse processo de regressao testicular (similar ao
processo em morcegos hibernantes de clima temperado) ocorrer em morcegos de clima
tropical ainda ndo foi elucidada. Porém, os dados de Beguelini et al. (2013b, c)

evidenciam que o ciclo reprodutivo dos machos de algumas espécies de
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vespertilionideos de clima tropical parece ndo ser influenciado diretamente pelas
mudancas ambientais, como é o caso de machos de espécies de Phyllostomidae
(Beguelini et al., 2009). Além disso, o estudo de Pfeiffer e Mayer (2012) realizado com
machos de quatro espécies de vespertilionideos de clima temperado demonstrou que,
provavelmente, o ciclo reprodutivo dos machos seja sincronizado com o ciclo
reprodutivo das fémeas.

Essa diversidade das caracteristicas reprodutivas dos morcegos € interessante de
ser investigada, principalmente com um intuito comparativo, para melhor entendermos a
evolucdo das caracteristicas reprodutivas dentro de Chiroptera e até mesmo, Mammalia.
Além disso, o melhor conhecimento sobre as estratégias reprodutivas desses animais
permite a criacdo de melhores estratégias de conservacdo dos mesmos. Além disso,
como citado acima, algumas espécies de morcegos apresentam especializagdes
reprodutivas similares a de outros primatas, que ndo é comum de observar nas espécies
de mamiferos comumente estudados, tais como menstruacao verdadeira e as assimetrias
no trato reprodutivo, sendo oOtimos animais modelos para estudos de desordens
reprodutivas (Rasweiler e Badwaik, 2001).

Entretanto, o estudo de morcegos representa um grande desafio para o0s
mamalogistas, uma vez que sdo animais de dificil acesso, em decorréncia da sua
capacidade de voo verdadeiro, somado ao habito noturno. Embora as estratégias e
métodos de captura desses animais sejam bem estabelecidos, elas ndo garantem que os
animais propostos para o estudo sejam capturados. Nesse sentido, enfatizamos o grande
desafio dos estudos com Chiroptera, especialmente aqueles voltados para analises de
morfologia de sistemas e 6rgdos, bem como da fisiologia desses 6rgdos e diferentes

tecidos.
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Il. OBJETIVOS
Diante das informacdes destacadas, o objetivo geral deste trabalho foi obter
informacdes sobre o ciclo reprodutivo de machos e fémeas do taxon de Vespertilionidae
Eptesicus furinalis, avaliando morfologicamente e fisiologicamente o0s Orgaos
reprodutivos por meio de andlises histologicas e fisioldgicas, com o intuito de

acrescentar novas informag6es sobre a reproducéo de espécies tropicais da Ordem.

Objetivos Especificos

- Analisar nas células dos testiculos de E. furinalis a expressao dos diferentes receptores
de hormonios ligados a espermatogénese (LHR nas células de Leydig e AR nas células
de Sertoli), bem como a taxa de proliferacdo celular (PCNA) nas células da linhagem
espermatogénica e correlacionar as variacGes dos receptores as fases da regressao
testicular;

- Caracterizar a morfologia do epididimo de E. furinalis durante as quatro fases do
processo de regressao testicular;

- Caracterizar o ciclo reprodutivo anual de fémeas de E. furinalis;

- Avaliar, por meio de analises morfométricas, as mudancas mensais na morfologia do
Gtero e ovarios de E. furinalis;

- Caracterizar e comparar a morfologia do ovario e o processo da foliculogénese de

Eptesicus furinalis com a espécie Artibeus planirostris (Phyllostomidae).
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IV.RESULTADQOS
Os resultados obtidos foram organizados em cinco capitulos representados por
manuscritos que foram elaborados de forma a atender especificacbes de revistas

cientificas com interesse na area:

Capitulo 1 — Manuscrito: “Varia¢ao morfologica dos testiculos e seus receptores
hormonais durante o processo de regressdo testicular em Eptesicus furinalis

(Vespertilionidae: Chiroptera)”

Capitulo 2 — Manuscrito: “Morfologia do epididimo de Eptesicus furinalis

(Chiroptera: Vespertilionidae) durante o processo de regressio testicular”

Capitulo 3 — Manuscrito: “Morfologia do ttero de Eptesicus furinalis

(Vespertilionidae: Chiroptera) em diferentes fases do ciclo reprodutivo”

Capitulo 4 — Manuscrito: “Varia¢des morfologicas nos ovarios de Eptesicus furinalis

(Vespertilionidae: Chiroptera) durante o ciclo reprodutivo anual”

Capitulo 5 — “Ovarian morphology and folliculogenesis process in the flat-faced
fruit-eating bat Artibeus planirostris and the Argentine brown bat Eptesicus

furinalis: a comparative analysis”
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Capitulo 1

Variacdo morfoldgica dos testiculos e seus receptores hormonais durante o
processo de regressao testicular em Eptesicus furinalis (Vespertilionidae:
Chiroptera)

Artigo a ser submetido para publicagado na revista “Animal Reproduction Science”.
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RESUMO

Machos de Eptesicus furinalis (Vespertilionidae, Chiroptera) apresentam um
processo de regressdo testicular, no qual o testiculo interrompe temporariamente a
producdo de espermatozoides. Como a espermatogénese esta sob o controle hormonal,
principalmente, de hormdnios andrégenos, o objetivo desse trabalho foi verificar a
variacdo de receptores hormonais ligados a espermatogénese, bem como a variacdo
morfoldgica dos testiculos durante o processo de regressdo testicular da espécie. Para
isso, utilizamos 12 machos adultos, sendo 03 machos para cada fase testicular: testiculo
ativo, em regressdo, regredido e em recrudescéncia, dos quais os testiculos foram
retirados e processados para analises morfoldgicas e imunoistoquimicas. Ocorreu uma
diminuigdo da area dos tubulos seminiferos dos testiculos ativos para os testiculos
regredidos, bem como uma variagdo na porcentagem relativa de compartimentos
(epitélio, ltmen e tecido intersticial) entre as diferentes fases reprodutivas testiculares.
Além disso, os receptores de andrégenos (AR) e de horménio luteinizante (LHR), bem
como a proliferacdo celular (PCNA) também exibiram variacdo de acordo com a fase
reprodutiva testicular, apresentando aumento de intensidade no padrdo de
imunomarcagdo para 0 LHR e aumento no nimero de imunomarcagdes para o AR e
PCNA na fase ativa e menor intensidade no padrdo de imunomarcagdo para o LHR e
diminuicdo no nimero de imunomarcacdes para 0 AR e PCNA na fase regredida.
Portanto, o processo de regressdo testicular em E. furinalis apresenta diferencas
morfométricas nos tabulos seminiferos, além de estar ligado a influéncia de acdo dos
hormonios androgenos e luteinizante.

Palavras-chave: receptor de LH, receptor de androgenos, estereologia.
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1. INTRODUCAO

Dentre os mamiferos, os morcegos exibem a maior variedade de padrdes e
adaptacOes reprodutivas (Crichton e Krutzsch, 2000). De forma geral, morcegos de
hébitat tropical apresentam a reproducdo influenciada por fatores abioticos, tais como,
pluviosidade, temperatura e fotoperiodo (Fleming et al., 1972; Taddei, 1976; Gustafson,
1979), e morcegos de habitat temperado possuem reproducdo sazonal, em que 0s
animais apresentam adaptacdes para o periodo de hibernacéo durante o inverno (Anand-
Kumar, 1965; Racey, 1979; Rasweiler, 1993; Crichton e Krutzsch, 2000; Encarnagao et
al., 2004; Sharifi et al., 2004;). Dentre essas adapta¢Oes, podemos citar a regressao
testicular, em que machos de espécies hibernantes cessam a producdo de
espermatozoides durante a hibernacdo (Racey, 1974; Gustafson, 1979; Jolly e
Blackshaw, 1984).

O processo de regressdo testicular é também observado em algumas espécies de
morcegos nao-hibernantes de clima tropical, tais como Corynorhinus mexicanus (Ledn-
Galvan et al., 2005), Eptesicus furinalis (Bueno et al., 2014), Lasiurus ega (Myers,
1977), Myotis nigricans (Beguelini et al., 2013), Nycticeius schlieffenii (van der Merwe
e Rautenbach, 1987), Pipistrellus rusticus (van der Merwe e Rautenbach, 1990),
Scotophilus heathi (Krishna e Singh, 1997) e S. wroughtoni (Gopalakrishna, 1948). A
presenca desse processo em espécies de morcegos ndo hibernantes é interessante, uma
vez que muitas espécies tropicais exibem atividade espermatogénica continua durante
todo o ano (Bronson, 1988; Beguelini et al., 2009).

Como a atividade espermatogénica estd sob controle dos horménios hipofiséarios
FSH e LH, bem como dos andrégenos e estrogenos produzidos pelas células testiculares
(O’Donnell et al., 2001; Hess, 2003; Kawamoto, 2003; Krishna e Bhatnagar, 2010), ¢
esperado que a regressdao testicular esteja ligada, principalmente, a mudancas na
expressao e ativacdo desses receptores hormonais (Beguelini et al., 2013).

Eptesicus furinalis € uma espécie insetivora exclusivamente neotropical (Mies et
al., 1996), com importante papel ecoldgico no controle populacional de insetos (Aguiar
e Antonini, 2008). Essa espécie € um exemplo de espécie tropical que apresenta pelo
menos um periodo de regressao testicular em seu ciclo reprodutivo anual e a razdo dessa
regressao testicular ocorrer em espécies de morcegos tropicais ainda ndo foi elucidada
(Bueno et al., 2014). Entretanto, ndo h& dados sobre a influéncia dos receptores
hormonais e suas vias de sinalizacdo no processo de regressdo testicular da espécie.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi analisar a variagdo morfoldgica, bem como



Capitulo 1136

a variacdo de receptores hormonais nos testiculos de E. furinalis durante o processo de
regressdo testicular, a fim de contribuir com o conhecimento da reproducdo de

morcegos e, em especial, morcegos neotropicais.

2. MATERIAL E METODOS

a. Design amostral, coletas e licengas

Eptesicus furinalis (d’Orbigny e Gervais, 1847) é uma espécie de
vespertilionideo que ndo esta listada como ameacgada de extingdo na Lista Vermelha de
Espécies Ameacadas da International Union for Conservation of Nature (IUCN). Essa
espécie utiliza abrigos especificos, em geral de dificil acesso, e organiza-se na forma de
haréns (com um macho para multiplas fémeas). Assim, as coletas foram realizadas
sempre no periodo noturno, com o uso de redes de neblina armadas estrategicamente
proximas a saidas de abrigos e/ou em possiveis rotas de voo, e 0 nimero de animais
utilizados para o estudo foi um balanco entre o nidmero minimo de espécimes
necessarios para a realizacdo de analises significativas, e nUmero maximo de especimes
machos que poderiam ser coletados sem causar maiores disturbios nas respectivas
colonias.

As capturas dos animais foram autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente — IBAMA (Licenca numero: 21707-1; Sisbio: 59765825-13/04/2010), e 0s
procedimentos com os animais foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso
Animal — CEUA do IBILCE/UNESP (Processo102/2014-CEUA). Todos 0s espécimes
estdo depositados na Colecdo de Chiroptera do Departamento de Zoologia de Botanica
do IBILCE/UNESP.

Foram coletados 12 machos adultos na regido urbana de Sdo José do Rio Preto —
S&o Paulo — Brasil (20°49°11°°S, 49°22°45°°W) durante os anos de 2013 a 2014,
representados por trés espécimes em cada uma das quatro fases reprodutivas testiculares
descritas para a espécie, ou seja, fase ativa (setembro/2013), fase em regressdo
(outubro/2013), fase regredida (novembro/2013) e fase de recrudescéncia
(dezembro/2013). As fases testiculares foram reconhecidas baseando-se na morfologia e
nas células espermatogénicas presentes nos tabulos seminiferos, como descrito por
Beguelini et al. (2013a, b) e Bueno et al. (2014).

Os animais foram classificados como adultos de acordo com o peso corporal, a

completa ossificagdo das articulagbes metacarpo-falangeanas, o grau de desgaste
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dentério (Kunz e Anthony, 1982; de Knegt et al., 2005) e a presenca de espermatozoides
no epididimo (Beguelini et al., 2013a, b).

b. Preparacdo dos tecidos e analise do material

Os animais foram eutanasiados por anestesia profunda, pela aplicagdo de uma
mistura de ketamina (370 mg/kg; Dopalen-Vertebrands, Paulinia,SP, Brazil) e xilazina
(16 mg/kg; Rompun-Bayer S.A., Sado Paulo,SP, Brazil) aplicada subcutaneamente na
quantidade de 0,1 ml para cada 50 g de peso corporal.

Os animais foram pesados e os testiculos de cada animal foram retirados
cuidadosamente, pesados e fixados em solucdo fixadora de metanol: cloroférmio: acido
acético (6:3:1) por 3 horas a 4°C, desidratados em alcool, clarificados em xilol e
incluidos em parafina (Histosec — Merck, Darmstadt, Germany). Cortes de Sum de
espessura foram obtidos em micr6tomo rotativo e submetidos a coloragdo de
Hematoxilina e Eosina - HE (Ribeiro e Lima, 2000) e as rea¢fes imunoistoquimicas.

Todos os resultados foram analisados e fotodocumentados com o uso do
microscépio Olympus BX60 (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) do Laboratério
de Microscopia e Microanalise do IBILCE/UNESP.

c. Analises morfométricas e estereologicas

As analises morfométricas e estereoldgicas foram aplicadas nos cortes dos
testiculos corados com HE, para os quais foram avaliadas a &rea dos tubulos seminiferos
e a porcentagem relativa dos componentes do parénquima testicular (epitélio, limen e
tecido intersticial). As medidas foram realizadas com a utilizacdo do software Image
Pro-Plus-Media Cybernetics versdo 6.1 para Windows.

A érea dos tubulos seminiferos foi medida em 30 cortes transversais dos tdbulos
seminiferos por animal, em aumento de 400x, utilizando a ferramenta “Create polygon
feature” do Software Image, por meio da qual o tiibulo seminifero ¢ circundado e o
valor da area é exibido.

A proporgédo relativa de epitélio, lumen e tecido intersticial foi estimada de
acordo com o método proposto por Weibel et al. (1978) e modificado por Gobbo et al.
(2012), sendo a frequéncia relativa calculada através do Sistema-Teste de arranjo
triangular M42, com 168 pontos no sistema, utilizando 20 campos aleatoriamente
selecionados para cada animal. Essa frequéncia foi calculada de acordo com os pontos

do Sistema-Teste que tocam 0s componentes analisados, ou seja, epitélio, lumen e
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tecido intersticial. Apds obtencdo das frequéncias (%), essas foram calibradas em
relacdo ao peso testicular do animal, seguindo a férmula % Compartimento x Peso dos
testiculos / 100 x 1000.

O Indice Gonadossomatico (IGS) foi calculado para cada animal, utilizando a
formula: 1GS = P1/Pa x 1000, onde P+ é o0 valor do peso de ambos os testiculos e Pa € 0

valor do peso do animal.

d. Imunoistoquimica

Os cortes histologicos foram desparafinizados, submetidos a recuperacédo
antigénica com Tampdao Citrato (pH 6,0) a 92°C, seguida pelo bloqueio de peroxidases
enddgenas, em solucdo de Perdxido de Hidrogénio a 10% em Metanol, e do bloqueio de
ligagBes inespecificas em BSA a 3%. Apds esses processos, os cortes foram incubados
overnight a 4° C com os anticorpos primarios contra receptores de andrdgenos (anti-AR:
AR- rabbit polyclonal 1gG, N-20, Santa Cruz Biotechnology, EUA, 1:50), contra
receptores de hormonio luteinizante (anti-LHR:LHR - rabbit polyclonal 1gG sc-25828,
Santa Cruz Biotechnology, EUA, 1:75) e ao marcador nuclear de proliferacdo celular
(PCNA — monoclonal anti-mouse, PC10 sc-56, Santa Cruz Biotechnology, EUA,
1:100). Os anticorpos priméarios foram entdo ligados a anticorpos secundarios e
amplificados através do Complexo Avidina-Biotina (ABC Staining System sc-2018,
Santa Cruz Biotechnology, EUA). Os cortes foram submetidos a reacdo com
diaminobenzidina (DAB) e posteriormente contra corados com Hematoxilina de Harris.
Controles negativos foram feitos omitindo-se a incubag¢do com o anticorpo primario.

A incidéncia de células positivas para 0 AR e PCNA foi estimada de acordo
com o método proposto por Dadhich et al. (2010) com modificacdes, calculando a
média das células positivas por pm? de t(ibulo seminifero, seguindo a férmula:

X= Crs/Atsx 1000
Onde C+s é 0 numero de células positivas por se¢do de tabulo seminifero e Ats é

a area da secdo do tabulo seminifero (em pm?).

e. Analises estatisticas
Meédias e erro padrdo foram calculados para todos os dados. A normalidade foi
verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov e as diferencas entre 0s grupos
foram calculadas através do teste Kruskal-Wallis seguido do teste Dunn para multiplas

comparagoes, utilizando o valor de p < 0,05 para a diferenga significativa entre os
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grupos. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad
Prisma versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego Califérnia USA,

www.graphpad.com).

3. RESULTADOS

Os espécimes analisados contemplaram as quatro fases observadas no testiculo
durante o ciclo reprodutivo de machos adultos (ativamente reprodutivos) de E. furinalis.
As condigdes dos espécimes e testiculos foram: trés machos na fase ativa coletados em
Setembro, trés machos na fase em regresséo coletados em Outubro, trés machos na fase
regredida coletados em Janeiro e trés machos na fase de recrudescéncia coletados em
Agosto.

Na Figura 1 estdo representadas as condi¢des que caracterizam cada uma das
fases. A fase ativa (Figura 1A) é caracterizada pela presenca de toda a linhagem
espermatogénica no interior dos tibulos seminiferos; na fase em regressao (Figura 1B),
h& uma predominancia de tubulos onde ndo ha a presenca de espermatdcitos, apenas
espermatides finalizando o processo espermatogénico; na fase regredida (Figura 1C),
hd apenas a presenca de espermatogdnias e células de Sertoli, e, na fase de
recrudescéncia (Figura 1D), além das células de Sertoli e espermatogbnias, ha
novamente a presenca de espermatocitos e a reativacdo do processo espermatogénico na

maioria dos tubulos seminiferos.

3.1. Peso dos animais, peso dos testiculos e indice gonadossomatico (IGS)

O peso corporal dos animais nao apresentou diferenca significativa em nenhuma
das quatro fases (Figura 2A): fase ativa - 7,04 g + 0,11; fase em regressdo - 6,79 g =
0,34; fase regredida - 6,34 g = 0,19; e fase de recrudescéncia - 5,81 g + 0,25. A média
geral dos pesos de todos os animais foi de 6,50 g + 0,17.

O peso médio dos testiculos (Figura 2B) ndo apresentou diferencas
significativas entre as fases ativa (86,28 mg + 8,84) e em regressdo (86,22 mg + 9,74) e
entre as fases regredida (14,25 mg + 0,88) e recrudescéncia (23,82 mg + 2,32), mas foi
significativamente diferente entre os subconjuntos das outras fases (ativa x regredida;
ativa x recrudescéncia; em regressdo X regredida e em regressdo x recrudescéncia).
Resultados semelhantes foram observados para o IGS: fase ativa — 12,25%; fase em

regressdo 12,69%; fase regredida 2,25% e fase de recrudescéncia 4,10% (Figura 2C).
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3.2. Morfometria e proporc¢ao dos compartimentos testiculares

A éarea dos tubulos seminiferos foi similar entre as fases ativa (28,80 mm? +
0,732) e em regressdo (29,31 mm? + 1,03). No entanto, ha uma diminuicdo
estatisticamente significativa da area na fase regredida (6,30 mm? + 0,193), seguida por
um aumento significativo na fase em recrudescéncia (13,37 mm?+ 0,368) (Figura 3).

A Figura 4 apresenta o grafico representativo dos valores das medias da
porcentagem relativa dos componentes do parénquima testicular em relacdo ao peso dos
testiculos nas diferentes fases da regressdo testicular.

Nota-se que a média da propor¢do dos componentes do parénquima testicular em
relacdo ao peso do testiculo também apresentou variacdo entre as diferentes fases
testiculares: fase ativa (epitelio — 71,91 £ 0,70; limen — 4,76 + 0,43; tecido intersticial —
9,34 £ 0,71); fase em regresao (epitélio — 73,91 + 0,70; lumen — 7,15 + 0,68; tecido
intersticial — 5,02 + 0,30); fase regredida (epitélio — 11,35 + 0,1098; limen — 0,013 +
0,0084; tecido intersticial — 2,87 = 0,109) e fase de recrudescéncia (epitélio — 20,17 +
0,16; lmen — 0,83 £ 0,071; tecido intersticial — 2,82 + 0,180).

O epitélio apresentou diferenca significativa entre as fases ativa e regredida e
entre as fases em regressdo e regredida; o limen apresentou diferenca significativa entre
todas as fases, exceto entre as fases ativa e em regressao, e entre as fases regredida e em
recrudescéncia; ja o tecido intersticial apresentou diferenca significativa entre as fases

ativa e regredida e entre as fases ativa e em recrudescéncia.

3.3. Imunoistoquimica

3.3.1. PCNA
Espermatogbnias em divisdo e espermatocitos primarios em estagios iniciais

(pré-leptdteno, leptéteno e zigdteno) foram os Unicos tipos celulares que apresentaram
marcacgédo positiva para 0 PCNA e, portanto, foram inseridos na contagem. O valor das
médias das células positivas por pm? nas diferentes fases reprodutivas do testiculo de E.
furinalis variaram entre as diferentes fases: fase ativa - 2,18 * 0,20; fase em regressao -
0,95 + 0,08; fase regredida - 0,77 £ 0,07 e fase em recrudescéncia - 5,47 £ 0,75.

Os valores das médias de células positivas por um? nas diferentes fases
reprodutivas do testiculo estdo representados no grafico da Figura 5. E possivel notar
que existiu uma quantidade decrescente de proliferacdo celular entre os periodos ativo,

regredindo e regredido, entretanto, o periodo em reativacdo mostrou a maior
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proliferacdo celular entre todas as fases. Além disso, as diferentes fases apresentaram
uma diferenca significativa na proliferacéo celular entre elas, exceto entre as fases em

regressdo e regredida.

3.3.2. Receptores do Hormonio Luteinizante (LHR)

A reacdo imunoistoquimica para receptores do hormonio luteinizante
demonstrou marcacdes positivas apenas no citoplasma das células de Leydig, as quais
apresentaram ampla variagdo na intensidade de marcacdo entre as diferentes fases
reprodutivas testiculares analisadas (Figura 6). A avaliacdo demonstrou que houve uma
diminuicdo gradativa da imunomarcacdo de LHR da fase ativa (Figura 6A) para fase
em regressao (Figura 6B), e posteriormente para a fase regredida (Figura 6C), a qual
apresentou 0 menor padréo de imunomarcagédo. Por outro lado, a fase em recrudescéncia
(Figura 6D) apresentou intensidade de imunomarcacdo semelhante & marcacéo da fase

ativa, demonstrando um acentuado aumento na imunorreatividade dos receptores de LH.

3.3.3. Receptores de Androgenos (AR)

A marcacdo positiva para os receptores de androgenos (AR) foi restrita as
células de Sertoli e algumas células mioides e células de Leydig, sendo as duas
primeiras os unicos tipos celulares incluidos nas contagens. Os valores das médias de
células positivas por pm? nas diferentes fases reprodutivas testiculares foram: fase ativa
- 0,65 £ 0,04; fase em regressdo - 0,32 £+ 0,50; fase regredida — 0,49 + 0,60 e fase em
recrudescéncia - 2,07+ 0,15.

E possivel notar que a fase em recrudescéncia do testiculo apresentou a maior
concentracdo de receptores de andrdgenos. Todas as fases apresentaram diferenca
significativa entre elas, exceto quando comparadas as fases ativa e em regressao, e as

fases em regressdo e regredida (Figura 7).

4. DISCUSSAO
Vespertilionidae € a familia de morcego que apresenta a maior diversidade de
espécies e a maior distribuicdo geogréfica (Krutzsch 1979; Simmons 2005). A maioria
das espécies de vespertilionideos habita regides temperadas e, portanto, sdo espécies
geralmente monoéstricas, que apresentam o0 periodo de cépula e producdo de
espermatozoides ocorrendo no verdo e, no inverno, ocorre um periodo de hibernacéo
(Gustafson, 1979; Krishna e Singh, 1997; Krutzsch, 1979). Durante o periodo de
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hibernacdo, os machos apresentam o volume testicular reduzido e podem armazenar
espermatozoides na cauda do epididimo, enquanto que as fémeas podem armazenar
espermatozoides no Utero ou tubas uterinas (Gustafson, 1979; Krutzsch, 1979; Crichton
e Krutzsch, 2000).

Ja os vespertilionideos de regides tropicais ndo hibernam e sdo geralmente
poliéstricos, podendo apresentar dois ou mais periodos reprodutivos ao longo do ano
(Krutzsch, 1979). Normalmente, o periodo de parto de morcegos insetivoros tropicais
coincide com a época chuvosa e consequente abundancia de insetos (Racey e Entwistle,
2001).

Eptesicus furinalis € uma espécie de vespertilionideo insetivora amplamente
distribuida na América Latina (Mies et al. 1996; Davis e Gardner, 2007), porém, 0s
dados literarios sobre a reproducdo da espécie sdo controversos. Alguns autores
acreditam que a espécie pode se reproduzir durante todo o ano (Davis, 1966), enquanto
outros acreditam, através de dados ecoldgicos, em um padrdo reprodutivo bimodal para
a espécie (Myers, 1977; Barquez et al., 1999; Gonzalez, 2001). Assim como outras
espécies da familia (Gerell e Lundberg, 1985; McCracken e Wilkinson, 2001), E.
furinalis apresenta um sistema de acasalamento poliginico, com um macho dominante
protegendo uma estrutura de harém com diversas fémeas. Portanto, a captura de machos
da espécie é complicada, ndo apenas pela baixa frequéncia de machos nas coldnias, mas
também pela preocupagdo em ndo causar maiores disturbios pela retirada dos machos
dominantes. Portanto, esses fatos somados, dificultam a amostragem dos animais.

A amostragem do presente estudo foi de trés machos para cada fase reprodutiva
testicular, ou seja, fase ativa no més de Setembro/2013; fase em regressdo em
Outubro/2013, fase regredida, em Janeiro/2014, e em recrudescéncia, em Agosto/2014.
Portanto, no més de Setembro, os machos de E. furinalis apresentam atividade
espermatogénica, enquanto que de Outubro a Janeiro, os testiculos se encontram em
processo de regressdo testicular.

O intervalo de sete meses entre a regressao e a recrudescéncia testicular (Janeiro
a Setembro) permitiu-nos inferir que a espécie provavelmente apresenta dois periodos
de regressdo testicular ao ano, exibindo, portanto, um padrdo bimodal no ciclo
reprodutivo, reforcando dados da literatura para esta mesma espécie (Myers, 1977,
Barquez et al., 1999; Gonzalez, 2001).

A ocorréncia de regressao testicular duas vezes ao ano ja foi descrita em outra

espécie de vespertilionideo neotropical, Myotis nigricans, a qual é simpatrica com E.
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furinalis (Beguelini et al., 2013). Myotis nigricans apresenta dois picos de atividade
espermatogénica no ano, em Abril e em Setembro, apresentando regressao testicular em
Novembro e Maio (Beguelini et al., 2013). Com o que foi observado nesse estudo,
podemos inferir que o ciclo reprodutivo de E. furinalis é similar ao ciclo de M.
nigricans, uma vez que E. furinalis apresenta recrudescéncia testicular em Agosto, e em
Junho/Julho o testiculo provavelmente também estaria na fase reprodutiva testicular
regredida, somado a fase regredida em Janeiro, como observado nesse estudo.

As médias dos pesos dos testiculos e o IGS ndo apresentaram diferencas
significativas entre as fases ativa e em regressao, nem entre as fases regredida e em
recrudescéncia. Entretanto, a fase regredida apresentou valores menores do que a fase
em recrudescéncia, enquanto que fase em regressdo apresentou praticamente 0s mesmos
valores da fase ativa. Acreditamos que a auséncia de diferenca significativa entre essas
duas ultimas fases e os valores similares das médias ocorreu porque 0s animais de
Janeiro (fase regredida) estavam em um periodo inicial de recrudescéncia testicular,
enguanto que os animais de Outubro (fase em regressdo) estavam em um periodo inicial
de regressao testicular.

O inicio da regressdo dos animais de Outubro se confirma também na area dos
tubulos seminiferos, uma vez que todas as fases apresentaram diferenca significativa
entre elas, exceto entre as fases ativa e em regressao, as quais apresentaram os valores
das médias similares. Entretanto, entre as fases ativas e em regressao e a fase regredida,
h& uma diminuicdo da &rea dos tubulos seminiferos, devido a auséncia da atividade
espermatogénica nos testiculos durante a fase regredida. Na fase em recrudescéncia,
podemos observar um aumento da area dos tubulos seminiferos, uma vez que a
atividade espermatogénica se reinicia. Além disso, na fase regredida, a porcentagem
relativa do tecido intersticial foi maior do que nas outras fases. Portanto, observamos
que, no processo de regressao testicular, a area do tubulo seminifero diminui e o tecido
intersticial fica abundante, devido a auséncia da atividade espermatogénica.

No periodo em recrudescéncia, além do aumento da area do tubulo seminifero, e
da porcentagem relativa do epitélio e Iimen, a proliferacdo celular também aumenta
significativamente em relagdo as outras fases, devido ao reinicio da atividade
espermatogénica, onde hé a producao de novos espermatocitos.

A atividade espermatogénica envolve uma complexa série de fatores endocrinos
e paracrinos (Walker e Cheng, 2005). O controle hormonal da espermatogénese comeca

no hipotalamo, com a liberacdo do Horménio Liberador de Gonadotropinas (GnRH), o
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qual age na hipdfise anterior que, por sua vez, libera o Horménio Luteinizante (LH) e o
Horménio Foliculo Estimulante (FSH). O LH age nas células de Leydig, estimulando as
mesmas a liberarem os hormonios androgenos, como a testosterona. A testosterona e o
FSH, por sua vez, agem nas células de Sertoli, localizadas dentro dos tubulos
seminiferos (Walker e Cheng, 2005). As células de Sertoli sdo células somaticas
cruciais para a manutencdo do processo espermatogénico, uma vez que produzem
fatores de crescimento e nutrientes que auxiliam no desenvolvimento das células
germinativas, além de formar a barreira hematotesticular, fornecendo um ambiente de
protecdo para as células germinativas (Sharpe, 1994; Griswold, 1998, Mruk e Cheng,
2004).

Em E. furinalis, os receptores de LH nas células de Leydig apresentaram maior
imunomarcagdo nas fases ativas e em recrudescéncia, indicando que essas células
estavam ativas e, consequentemente, produzindo testosterona requerida para a atividade
espermatogénica presente. Concomitantemente, os receptores de andrégenos (AR) nas
células de Sertoli exibiram a maior quantidade de células positivas durante o periodo de
reativacdo da espermatogénese, seguido da fase reprodutiva ativa do testiculo. Como
consequéncia, 0 processo espermatogénico € mantido, portanto, a imunomarcacgao para
0 PCNA esta presente com um nimero maior de células positivas em ambas as fases,
indicando um aumento da divisdo celular, sendo maior na fase de recrudescéncia
testicular. Durante o processo de regressdo, ha uma diminuicdo/interrupcdo da
imunorreatividade dos receptores de LH, desativando assim a producdo de testosterona
na célula de Leydig, enquanto que os receptores de andrdgenos (AR) apresentam menor
imunomarcacgao para os receptores de androgenos nas fases regredida e em regresséo.
Assim sendo, 0 processo espermatogénico ndo é mantido, e a proliferacdo celular
(PCNA) diminui, desencadeando assim, uma regressdo no testiculo. Portanto, assim
como esperado, 0s receptores de andrdégenos Ssdo cruciais tanto para 0 processo
espermatogénico (Lindzey et al.,1994, Holdcraft e Braun, 2004), quanto para 0 processo
de reativacdo da espermatogénese em E. furinalis.

De maneira geral, a sazonalidade reprodutiva em alguns mamiferos esta
relacionada ao fotoperiodo (Bronson, 1989). A relacdo entre o fotoperiodo e a
reproducdo estd ligada a glandula pineal e seu principal produto, a melatonina. A
melatonina interfere na reproducdo agindo no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, porém,
a forma exata dessa interferéncia ainda é desconhecida (Reiter, 1991). Alguns autores

acreditam que a melatonina diminui a secrecdo de LH e FSH pela pituitaria (Martin e
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Sattler, 1982; Lang et al., 1984; Esquifino, Villanla e Agrasal, 1987), atuando na
liberacdo do GnRH (Maywood et al., 1996; Morgan et al., 1994), enquanto outros
acreditam que a melatonina interfere nos receptores de outros horménios ligados a
reproducéo (lzzo et al., 2010).

Em morcegos, os efeitos que o fotoperiodo e a melatonina exercem na
reproducdo de espécies sazonais ainda sdo controversos (Anthony, 2001). Em algumas
espécies, o fotoperiodo parece ndo afetar a reproducdo, como no caso de Anoura
geoffroyi (Heideman et al., 1992), Myotis nigricans (Beguelini et al., 2013), Pteropus
poliocephalus (O’Brien et al., 1993), Pteropus rodricensis (West, 1985; Carroll, 1988),
engquanto que em outras, o fotoperiodo afeta a reproducdo de machos, induzindo a
regressdo testicular dos mesmos, como é o caso de Antrozous pallidus (Beasley e
Zucker, 1984) e Scotophilus heathii (Singh e Krishna, 1995). Na espécie Myotis
lucifugus, receptores de melatonina foram encontrados na pars tubelaris da hipéfise e
no nucleo supraquiasmatico do hipotalamo (Bittman, 1993), podendo ser uma indicacdo
da interferéncia da melatonina na reproducéo dessa espécie.

Nas espécies de morcegos insetivoros sazonais em que a melatonina
aparentemente ndo exerce influéncia na regressdo das gonadas, acredita-se que o
controle reprodutivo esta associado a outros fatores abioticos, como a pluviosidade e/ou
temperatura, as quais estdo intimamente relacionadas a disponibilidade de alimento no
ambiente (McWilliam, 1988; Racey e Entwistle, 2001). Portanto, as espécies
provavelmente sincronizam a época reprodutiva com a época de abundéncia de
alimentos no ambiente natural, podendo regular indiretamente a atividade
espermatogénica de machos, através da sincronia com o periodo reprodutivo das
fémeas, nas quais o periodo de parto e lactagdo esta relacionado ao periodo de
abundéancia de alimento (McWilliam, 1988; Raceye Entwistle, 2001).

Na espécie neotropical E. furinalis, a regressdo testicular aparentemente esta
ligada ao controle hormonal de andrégenos, sendo este controle exercido através da
atividade dos receptores de andrégenos nas células de Sertoli e do horménio luteinizante
nas células de Leydig. Os fatores que regulam esse controle hormonal da regresséo
testicular na especie ainda sdo desconhecidos, porém na espécie simpétrica M.
nigricans, o fotoperiodo parece ndo afetar a regressao testicular, e 0s autores acreditam
que o processo da regressao testicular ocorre em sincronia com o ciclo reprodutivo das

fémeas (Beguelini et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que 0 processo de regressdo testicular de Eptesicus
furinalis esta submetido ao controle dos hormonios hipofisarios, principalmente o LH, e
de androgenos, sendo que este controle é exercido através da ativacdo dos receptores de
andrdgenos nas células de Sertoli e dos receptores de hormonio luteinizante nas células
de Leydig. Assim, na fase de regressao testicular a imunomarcacdo de LHR e AR
tendem a diminuir ou cessar, 0 que causa a desativacao da espermatogénese, e por outro
lado, em recrudescéncia testicular ocorre uma massiva imunomarcagdo de LHR e AR,

0S quais reativam a espermatogénese.
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Figura 1. Cortes transversais dos tubulos seminiferos de Eptesicus furinalis
demonstrando a atividade espermatogénica nas quatro diferentes fases da regressdo
testicular. A. Fase ativa, onde toda a linhagem espermatogénia esta presente. B. Fase
em regressdo, onde ndo ha a producdo de novos espermatdcitos. C. Fase regredida, em
que ndo ha atividade espermatogénica. D. Fase de recrudescéncia, onde ha a retomada
da atividade espermatogénica. (Se = Célula de Sertoli; Eg = Espermatog6nia; Em=
Espermatocito; Et = Espermatide). Coloracdo em Hematoxilina-Eosina.
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Figura 2. Meédia dos pesos corporais e testiculares e indice
gonadossomatico nas quatro diferentes fases da regressdo testicular de
Eptesicus furinalis: ativa, em regresséo, regredida e recrudescéncia. A. Peso
corporal. B. Peso dos testiculos. C. indice Gonadossomatico (IGS). 2| etras
diferentes indicam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Figura 3. Média da area dos tabulos seminiferos nas diferentes fases da
regresséo testicular: fase ativa, fase em regresséo, fase regredida e fase de
recrudescéncia. °¢ Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05).
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Figura 4. Porcentagem relativa do epitélio, limen e estroma nas diferentes fases
reprodutivas testiculares de Eptesicus furinalis: ativa, em regresséo, regredida e
em recrudescéncia. Note-se que o epitélio nas fases ativa e regredindo possui 0s
maiores valores percentuais, relativo as outras fases. O Iimen na fase regredida
apresentou a porcentagem relativa préxima de zero. **° Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Figura 5. indice da porcentagem de marcagdo positiva e imagens da proliferacdo celular (PCNA)
do testiculo de Eptesicus furinalis nas diferentes fases da regressdo testicular: A. Fase ativa, B.
Fase em regressdo C. Fase regredida e D. Fase em recrudescéncia. E possivel notar que a fase em
recrudescéncia foi a que apresentou a maior quantidade de proliferacdo celular. *° Letras
diferentes indicam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Figura 6. Padrdo de expressdo dos receptores de hormonio luteinizante (LHR) nas
células de Leydig (setas) de Eptesicus furinalis, nas diferentes fases da regressao
testicular. A. Fase ativa. B. Fase em regressdo. C. Fase regredida. D. Fase em
recrudescéncia. E possivel notar uma intensidade decrescente de marcacdo positiva
entre as fases ativa, em regressao e regredida, enquanto que na fase em recrudescéncia,
a intensidade de marcacéo positiva é similar a fase ativa.



Capitulo 1 |57

AR
o~ 2.5+ .
§_ [ Ativa
~ 2.0 [ Em regressao
7]
o [ Regredida
% 1.5+ B Recrudescéncia
g- 1.0
~§ 0.54
(14
< 0.0
— = — - o g i Y -
ey e o’ L ] L
A ‘. y : ’.". - s B b 3
. . ‘- &
Po s e e il ) S
‘ % . hd
! ‘ 2 BN 8 ~,3~ 3 *:\
Ry A\
3 5 * s .
." ‘ k $ “‘
- . _
\ b @ : o T
‘,'.'i H - , ..\ '.\1 \ v : »
\o g P 3 TN
. / Y ~
Yok X A% ey "
\» - N g .ﬁ" ..
9* 04, 4 50um | » i
= rardl i)
w -~ »
B — \ ) D . 5 e R ]
» A - o & £ A '
* -:i / .\“ \ ‘ - .w e | ‘ /
;‘ ‘ . ".. f = N 0\“ ;?’? ‘ " o .
o v Voe . | o &
(/ N ‘l_ s 9 ) - \ | e o 4 g
’ \3 & o !‘ ~ ‘,: \\ ‘0 .-
) ¥ . 3 ‘ o 3 LY f e
{' p «v 5 . ’
® e 2 [ y B p
Y 5 : wy. - y
’ o® AN dod ) 0™
» Y & \ '“\ % " € ® ,'&-l ?
" - n’\ ’ S &
-~ : “» ~ & - A
o) 50um & - _S0um
5 P -

Figura 7. indice da porcentagem de marcagio positiva e imagens da marcagdo positiva para 0s
receptores de andrégenos (AR) por pm? do testiculo de Eptesicus furinalis entre as diferentes fases
reprodutivas testiculares: fase ativa (A), fase em regressdo (B), fase regredida (C) e fase em
recrudescéncia (D). E possivel notar que a fase em recrudescéncia foi a que apresentou a maior
quantidade de receptores de andrégenos. *"¢ Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05).
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Capitulo 2

Morfologia do epididimo de Eptesicus furinalis (Vespertilionidae: Chiroptera)
durante o processo de regressao testicular

Artigo a ser submetido para publicagdo na resvista “Journal of Morphology”
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RESUMO

Eptesicus furinalis € um morcego neotropical que apresenta um processo de
regressdo testicular durante seu ciclo reprodutivo anual, no qual é possivel notar quatro
fases reprodutivas testiculares distintas, a fase ativa, fase em regresséo, fase regredida e
fase de recrudescéncia. O epididimo é parte importante no sucesso reprodutivo das
espécies de morcegos, especialmente porque tem as fungbes de maturacdo e
armazenamento de espermatozoides. Entretanto, nenhuma investigacdo na morfologia
do epididimo durante o processo de regressdo testicular foi realizada para a espécie.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a morfologia do epididimo de E.
furinalis nas quatro fases do processo de regressdo testicular. As analises foram feitas
em 15 machos adultos representantes das diferentes fases reprodutivas testiculares. O
epididimo € dividido em cabeca, corpo e cauda, e o epitélio é composto por células
principais, basais, apicais, halo, claras e estreitas. As analises morfométricas mostraram
que a altura do epitélio e a proporcdo relativa do epitélio, Iimen e estroma do epididimo
variam de acordo com a regido e com a fase reprodutiva testicular, com o epitélio
apresentando maiores meédias de altura e porcentagem relativa de tecido durante a fase
ativa, enquanto que o limen e o estroma apresentaram maiores valores da porcentagem
relativa de tecido durante a fase regredida.

Palavras-chave: regressdo testicular, epididimo, morfologia, Eptesicus furinalis.
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1. INTRODUCAO

Os morcegos, pertencentes a segunda maior ordem de mamiferos, possuem a
maior diversidade de estratégias reprodutivas dentro de Mammalia (Crichton e
Krutzsch, 2000). Espécies de morcegos de regides temperadas e regides tropicais podem
diferir nas estratégias reprodutivas, sendo que essas diferengas estdo principalmente
relacionadas ao clima e habitat em que as espécies vivem (Fleming et al., 1972;
Gustafson, 1979; Krutzsch, 1979). Entretanto, morcegos que habitam tanto as regifes
tropicais, quanto as regides temperadas, podem apresentar estratégias reprodutivas
similares, como um processo de regressdo testicular, em que a atividade
espermatogénica € interrompida temporariamente em periodos especificos do ano
(Gustafson, 1979; Begueliniet al., 2015; Bueno et al., 2014), e também, o
armazenamento de espermatozoides na cauda do epididimo, muitas vezes por periodos
de mais de trés meses (Crichton, 2000).

O epididimo nos mamiferos geralmente € dividido em trés regibes, a cabeca, 0
corpo e a cauda, e seu epitélio € composto por distintos tipos celulares (Robaire et al.,
2006). As diferentes regibes do epididimo e a composicdo do seu epitélio estdo
relacionadas, pincipalmente, com as funcdes do Orgdo, tais como a maturagdo,
motilidade e armazenamento dos espermatozoides (Arrotéia et al., 2012).

O local de armazenamento dos espermatozoides varia entre diferentes taxons,
porém, nos morcegos, ele geralmente ocorre na cauda do epididimo, pois essa regido
possui caracteristicas que favorecem o armazenamento de espermatozoides, como ser a
porcdo mais alongada do epididimo e possuir uma posicdo permanente perante a regido
escrotal (Jones, 2004; Begueliniet al., 2010, 2015). Além disso, nos epididimos sdo
encontrados microambientes formados por diferentes secre¢des do epitélio, e que por
meio da absorcdo de restos celulares, da sintese de novas proteinas e de atividades
metabolicas que acontecem nesses microambientes promovem a maturacdo do
espermatozoide, tornando-se entdo capazes de fertilizar o ovécito (Jones, 2004).

As espécies de morcegos neotropicais Eptesicus furinalis (d’Orbigny e Gervais,
1847) e Myotis nigricans apresentam um processo de regressdo testicular durante o seu
ciclo reprodutivo anual (Bueno et al., 2014; Beguelini et al., 2015). Em M. nigricans
esse processo, que € influenciado diretamente pela expressdo de 17 beta
hidroxiesteroide desidrogenase (173-HSD), parece produzir algum efeito ou influenciar
a morfofisiologia das células do epididimo, bem como o funcionamento do mesmo

(Beguelini et al., 2015). Para a espécie E. furinalis ndo ha ainda nenhuma descri¢éo
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sobre a morfologia do epididimo em si e nem sobre a influéncia da regressao testicular
sobre a morfologia do mesmo. Portanto, nosso objetivo foi descrever a morfologia geral
do epididimo de E. furinalis, bem como as células constituintes de seu epitélio nas trés

regides do epididimo e nas quatro diferentes fases da regressdo testicular na espécie.

2. METODOLOGIA

A. Espécie e coletados espécimes

Eptesicus furinalis ndo esta listada como em ameacgada de extingdo pela Unido
Internacional para Conservacdo da Natureza (IUCN - Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas). Os espécimes foram obtidos em coletas realizadas na regido da cidade de
Sdo José do Rio Preto (20°49°12” S 49°22°44” O), Sao Paulo - Brasil, no periodo de
2009 a 2014, com Autorizagdo do IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente -
Processo: 21707-1; Sishio: 59765825-13/04/2010), e todos os procedimentos foram
autorizados pela Comisséo de Etica no uso de Animais do IBILCE/UNESP (Processo n°
102/2014-CEUA).

Foram analisados 15 machos adultos, representando 04 machos na fase testicular
ativa (Setembro/13), 04 machos na fase testicular em regressdo (Maio/09 e
Outubro/2013), 04 machos na fase testicular regredida (Maio/09 e Janeiro/2014) e 03
machos na fase testicular de recrudescéncia (Agosto/2014). A classificacdo da fase da
regressdo testicular seguiu Bueno et al. ( 2014). Os animais foram identificados de
acordo com Bianconi e Pedro (2007) e a condicdo adulta verificada por meio do
corporal, completa ossificacdo das epifises e o grau de desgaste dentario (Kunz e
Anthony, 1982; de Knegtet al., 2005), bem como a presenca de espermatozoides no

epididimo (Beguelini et al., 2015).

B. Obtencao, preparacao e analises das amostras
Como padronizagdo, na manha seguinte a coleta, os animais foram pesados e,
em seguida, anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina (0,08 ml de ketamina
mais 0,02 ml de xilazina, aplicados 0,1 ml para cada 50 g de peso corporal do animal).
Assim que a cavidade abdominal foi exposta, os testiculos e epididimos foram
fotografados com estereomicroscépio Leica MZ16 acoplado com camera digital Leica
DFC295 e com auxilio do software Leica Application Suite — LAS, Versdo 3.8.

Posteriormente os testiculos e epididimos foram removidos cuidadosamente, pesados e
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imersos em solucdo fixadora de metanol: cloroférmio: acido acético (6:3:1) durante trés
horas a 4°C, desidratados em série graduada de etanol e incluidos em parafina. Apos a
retirada dos 0rgdos, os animais foram fixados em formol a 10% e depositados na
Colecéo de Chiroptera DZSJRP do IBILCE-UNESP.

O material foi seccionado em micrétomo rotativo, na espessura de 5um, disposto
sobre lamina de vidro e entdo submetido a coloracdo de hematoxilina-eosina, azul de
toluidina (Ribeiro e Lima), Masson Tushman’s Blue (Delbes et al., 2004) e PAS —
Periodic Acid-Schiff contracorado com hematoxilina (Behmer et al. 1976).

Apos as coloragdes, as laminas foram analisadas para a caracterizagcdo dos
6rgdos quanto ao arranjo e constituicdo dos compartimentos, e os resultados foram
fotodocumentados em fotomicroscopio Zeiss-AxiolmagerA2 com analisador de
imagens Axiovision Rel. 4.8 e Scanner de imagens Olympus BX-VCB, com analisador
de imagem VS-ASW.

C. Anélise morfolégica, morfométrica e estereoldgica

De cada animal foram medidas a altura do epitélio e a porcentagem relativa de
compartimentos do epididimo, ou seja, epitélio, limen e estroma (espaco peritubular),
para cada regido do epididimo (cabeca, corpo e cauda). A identificacdo dos tipos
celulares foi feita com base em Robaire et al., 2006.

A altura do epitelio foi avaliada usando o software para analise de imagens,
Image-Pro-Plus, versdo 6.0 (© Media Cybernetics) para Windows ®, utilizando 540
secOes transversais dos tubulos por animal a 400x.

As percentagens relativas de epitélio, limen e estroma foram estimadas usando o
software Image-Pro-Plus, versdo 6.0 (© Media Cybernetics) para Windows ®. A coleta
dos dados para as avaliacBes estereoldgicas foi realizada no Sistema-Teste de arranjo
triangular M42, segundo Weibelet al. (1978), com 130 pontos no sistema. Para esta
analise, 60 campos a 200x de laminas coradas em hematoxilina-eosina foram
aleatoriamente selecionados para cada animal, sendo 20 campos para cada regido do
epididimo, totalizando 720 campos de lamina fotodocumentados e analisados. A
frequéncia relativa foi calculada de acordo com os pontos do Sistema-Teste que tocam
0s componentes analisados, ou seja, epitélio, lGmen e estroma. A partir dos dados
obtidos para cada campo analisado, foi realizado o célculo da frequéncia relativa de

cada compartimento.
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D. Andlises Estatisticas
Os valores das medidas e frequéncia relativa dos compartimentos foram
expressos pelas médias e erro padrdo, a normalidade foi verificada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov e as diferencas entre as regides foram calculadas pelo teste
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn para maltiplas comparag6es. Foi utilizado o
valor de p < 0,05 para a diferenca significativa entre os grupos. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas com o uso do software Prisma versdo 5.0 para Windows

(GraphPad Software, San Diego Califérnia USA, www.graphpad.com).

3. RESULTADOS

A. Anélise Morfoldgica

Os epididimos de E. furinalis estdo situados anexos aos testiculos, e podem ser
anatomicamente divididos em trés regides distintas: cabeca, corpo e a cauda (Figura 1A
e 1B). A posicdo anatdbmica dos testiculos e epididimos é permanentemente fora da
cavidade abdominal (permanentemente escrotado), e € mantida pela presenca de um
ligamento suspenso de tecido conectivo que liga e mantém o prolongamento da cauda
do epididimo justaposta as vértebras caudais anteriores do animal (Figura 1B).

Histologicamente, o epididimo consiste em um longo tubulo enovelado no qual
se reconhece as trés regifes correspondentes as regides anatbmicas, a cabega, 0 corpo e
a cauda (Figura 2A e 2B), sendo que cada regido é subdividida em I6bulos por septos
de tecido conjuntivo (Figura 2C). O tdbulo é composto por um epitélio
pseudoestratificado e pelo lumen, e as células do epitélio podem conter estereocilios
(Figura 3B) em dire¢do ao lumen.

Foram identificados seis tipos celulares compondo o epitélio do epididimo, as
células principais, apicais, basais, estreitas, halo e claras, além das células midides
circundando o tabulo (Figura 3A), porém os detalhes da morfologia de cada tipo
celular foram restritos as técnicas de microspocia de luz. As células principais possuem
o formato colunar, se estendendo da regido da lamina basal até ao lumen, apresentando
um nucleo arredondado localizado na regido basal da célula, com um ou dois nucléolos
e alguns pontos de heterocromatina (Figura 3A). O citoplasma apresenta a regido apical
mais fracamente corada na coloragdo por azul de toluidina (Figura 3B), e uma reacgéo
positiva para o PAS no citoplasma e na regido dos estereocilios (Figura 3C). As células

apicais estdo localizadas na regido apical do epitélio, proximas ao limen, e o contato
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com a membrana basal ndo é visivel na microscopia de luz. O ndcleo possui formato
redondo, com pontos de heterocromatina e um nucléolo bem evidente (Figura 3D). O
citoplasma apresentou-se fracamente corado pelo azul de toluidina (Figura 3B), e
nenhuma reacdo positiva para o PAS (Figura 3C).

As células basais estdo localizadas na regido basal do epitélio, adjacente a
membrana basal, sem se estender até o limen. O nucleo é alongado com um nucléolo
evidente e alguns pontos de heterocromatina (Figura 3A). Na coloracdo por azul de
toluidina, o citoplasma aparece fracamente corado (Figura 3B) e nenhuma reacao
positiva para o PAS foi observada (Figura 3C). As células halo ficam localizadas
adjacentes a lamina basal. Possuem o nucleo com formato irregular e fortemente corado,
enguanto que o citoplasma é fracamente corado. Nenhuma projecao citoplasmatica foi
observada com a microscopia de luz (Figura 4A e 4B). As células claras se estendem
da lamina basal até o limen e, quando presentes, intercalam as células principais. Seu
citoplasma é claro, com um ndcleo arredondado situado na por¢do mediana do epitélio,
e apresenta pontos de cromatina condensada na regido periférica e nucléolo bem
evidente (Figuras 4C e 4D). As células estreitas sdo células com formato alongado e,
quando presentes, intercalam as células principais. O nucleo é alongado e fica mais

proximo a regido apical da célula, possuindo um nucléolo evidente (Figura 4E e 4F).

B. Anéalise Morfométrica

B1. Altura do Epitélio

A regido da cabeca (Figura 5A) apresentou a maior média da altura do epitélio
na fase reprodutiva testicular ativa, com 23,74 um =+ 0,59, seguido das fases
reprodutivas em regressdo e em recrudescéncia, com 20,19 pm = 1,22 e 16,33 pm *
0,51, respectivamente, enquanto que a fase regredida apresentou um decréscimo
significativo, com média de 9,691 um + 0,3465. Semelhante a regido da cabeca, o corpo
(Figura 5B) apresentou a maior média da altura do epitélio na fase ativa, com média de
21,78 um + 0,38, seguida pelas fases em regressdo e em recrudescéncia, com 17,62 pm
+ 0,53 e 15,41 um * 0,48, respectivamente, enquanto que a fase regredida apresentou
uma média de 8,15 um = 0,31. Por fim, na regido da cauda (Figura 5C), as fases de
recrudescéncia, ativa e em regressdo nao apresentaram uma diferenca significativa na

altura do epitélio, apresentando médias de 13,58 um + 0,64; 12,57 um £ 0,89 e 12,12
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um * 0,57, respectivamente. Entretanto, a fase regredida apresentou um decréscimo

significativo, com média de 8,96 pum + 0,32.

B2. Frequéncia dos Compartimentos do Epididimo

B.2.1. Epitélio
A frequéncia relativa do compartimento epitelial (Figura 5D) apresentou

correspondéncia com as médias da altura do epitélio na regido da cabeca, sendo que a
fase reprodutiva testicular ativa exibiu a maior proporgéo de epitélio (68,04 % + 0,65),
seguida pelas fases em regressdo e em recrudescéncia (56,89 % + 1,80 e 54,74 % +
1,70, respectivamente). Ja na fase regredida, houve um decréscimo significativo, com
uma proporcao média de 40,53 % + 1,38. Na regido do corpo do epididimo (Figura
5E), as fases ativa e em regressdo apresentaram valores similares (57,63 % + 1,07 e
56,45 % * 1,03, respectivamente); enquanto que na fase de recrudescéncia, houve um
decréscimo para 44,74 % * 1,29 e, na fase regredida, houve um decréscimo
significativo para 24,53 % + 1,45. Na regido da cauda (Figura 5F), o epitélio
apresentou valores decrescentes entre as fases ativa, de recrudescéncia, em regressao e
regredida, com suas respectivas médias de 38,43 % + 2,46; 36,37 % + 1,67; 35,94 % *

2,31 e 32,35 % + 1,36. No entanto, ndo houve diferencas significativas entre elas.

B.2.2. Lumen

Na regido da cabeca, o limen apresentou uma maior propor¢do na fase em
regressao, com 21,52 % * 1,15, seguida pelas fases ativa e em recrudescéncia, com
valores de 13,44 % = 0,58 e 11,35 % + 0,68, respectivamente. Na fase regredida ocorreu
um decréscimo significativo, com valor de 5,98 % + 0,36. Ja na regido do corpo, 0
limen apresentou a maior proporcdao na fase em regressdo, com média de 21,74 % +
0,58, seguida pela fase ativa, com média de 19,43 % = 1,10. No periodo de
recrudescéncia, houve um decréscimo para 12,81 % + 0,55, seguido de um decréscimo
significativo na fase regredida com média de 7,18 % + 0,56. Na regido da cauda, 0
Iimen apresentou o maior valor na fase em regressdo, com valor de 45,27 % + 2,97,
seguido de um decréscimo significativo para as fases de recrudescéncia (27,88 % +
1,75), ativa (27 % + 2,05) e regredida (20,02 % * 1,22).
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B.2.3. Estroma

Na regido da cabeca, 0 estroma apresentou a maior proporcao na fase regredida,
com 53,49 % =+ 1,30, seguido por um decréscimo nas fases de recrudescéncia (33,54 %
+ 2,12), em regressao (21,59 % + 1,05) e ativa (18,52 % = 0,62). Na regido do corpo, 0
estroma representou a maior proporcao na fase regredida, com média de 68,28 % +*
1,21, seguida por um decréscimo na fase de recrudescéncia, com 42,45 % + 1,40, e
ocorreu um decréscimo significativo nas fases ativa e em regressdo, com médias de
22,94 % + 1,11 e 21,81 % + 1,24, respectivamente. Por fim, as proporc¢des de estroma
na regido da cauda apresentaram o maior valor na fase regredida, com 47,63 % + 1,55,
seguida pelas fases de recrudescéncia e ativa com 35,75 % + 1,56 e 34,57 % + 2,02,
respectivamente. Na fase em regressao, ocorreu um decréscimo significativo, com
média de 18,79 % + 1,11.

4. DISCUSSAO

A estrutura morfologica e bioguimica do epididimo é de uma maneira geral,
conservada entre os mamiferos (Alsun e Hunter, 1978; Axneret al., 1999 e Ahmed et al.,
2009). Até o momento, em todos os mamiferos estudados as regies (ou segmentos) do
epididimo sdo subdivididas em l6bulos por septos de tecido conjuntivo (Turner et al.,
2003; Robaire et al., 2006). A separacdo em I6bulos permite que ocorra uma expressao
de genes e proteinas especificas para cada I6bulo (Turner et al., 2003), e que eles atuem
de forma independente entre si (Takano, 2007; Arrotéia et al., 2012), formando
diferentes microambientes com distintas fungdes ao longo do epididimo.

Entretanto, o nimero de regides ou segmentos em que o epididimo € dividido
varia entre as diferentes espécies, sendo essa diferenca especifica ou decorrente do
método utilizado na identificacdo das diferentes morfologias entre as regiGes ou
segmentos (Robaire et al.,, 2006). Em algumas espécies sdo reconhecidos quatro
segmentos do epididimo, o segmento inicial, a cabega, 0 corpo e a cauda, como 0 caso
do roedor Lagostomus maximus (Aguilera-Merlo et al., 2005), enquanto que no roedor
Cavia porcellus, sdo reconhecidos sete segmentos no epididimo (Greenberg e
Forssmann, 1983). Em ambos as andlises basearam-se na altura do epitélio entre as
diferentes regides ou segmentos.

Assim como existe variacdo no nimero de regides ou segmentos do epididimo,
os tipos celulares também podem apresentar variacdo entre diferentes espécies (Robaire

et al., 2006; Beguelini et al., 2010). Em camundongos foram observados 0s mesmos seis
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tipos celulares encontrados em E. furinalis, as células principais, apicais, basais, claras,
estreitas e halo (Robaire et al., 2006), em L. maximus, também um roedor, ndo foram
identificadas células apicais (Aguilera-Merlo et al., 2005), e na especie de morcego
hemat6fago Desmodus rotundus, foram descritas somente as células principais, basais e
claras (Castro et al., 2017).

Outra condicdo variavel nos tipos celulares refere-se a distribuicédo e frequéncia
das células entre as regides ou segmentos do epididimo (Robaire et al., 2006; Beguelini
et al., 2010). Variacdes na distribuicdo e frequéncia dos tipos celulares em cada regido
ou segmento do epididimo sdo responsaveis pela formagdo de microambientes ao longo
do orgdo, modificando, portanto, a fisiologia do epididimo (Alkafafyet al., 2012;
Arrighi et al., 2014), uma vez que os tipos celulares tem funcdes especificas.

As células principais sdo responsaveis pela producao e liberagcdo da maioria das
proteinas no limen, além de participarem da reabsorcdo de bicarbonato na regido da
cabeca (Robaire et al., 2006; Da Silva, et al., 2007). As células claras sdo responsaveis
pelo bombeamento de prétons, aumentando a acidez da regido interna do ducto do
epididimo (Da Silva et al., 2007; Belleannée et al., 2010), sendo que a acidificacdo do
limen ocorre pela presenca de ATPase na membrana apical das células claras,
responsaveis pelo bombeamento de préton vacuolar (V-ATPase) e prétons H* (Breton
et al, 1996; Da Silva et al., 2007; Belleannée et al., 2010). A ATPase na membrana
apical também foi observada nas células apicais, halo e estreitas, inferindo que essas
células também podem ser responsaveis pela acidificagdo do lumen (Breton et al., 1996;
Pastor-Soler et al., 2005; Da Silva et al., 2007; Belleannée et al., 2010). Além disso, as
células halo podem atuar como células de defesa, tendo a fungédo de protecao do epitélio
do epididimo (Arrighiet al., 2014).

Eptesicus furinalis € um morcego neotropical que apresenta pelo menos um
periodo de regressdo testicular no ano, no qual os testiculos apresentam quatro fases
reprodutivas: a fase ativa, a fase em regressdo, a fase regredida e a fase em
recrudescéncia (Bueno et al., 2014). Como observado nesse estudo, a morfologia do
epididimo também apresenta alteracbes com as fases reprodutivas testiculares.

A altura e a porcentagem relativa do epitélio apresentaram médias decrescentes
das fases testiculares ativa, em regressdo e regredida, e um aumento na fase de
recrudescéncia nas trés regides do epididimo, provavelmente pelo fato da atividade das
células do epididimo ser maior durante a fase testicular ativa. Além disso, quando 0s

testiculos estdo regredidos, o epididimo apresenta a maior porcentagem relativa de
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estroma nas trés regides, sendo que essa alteragdo morfoldgica € similar & observada no
testiculo, onde a fase de regressdo apresenta uma maior frequéncia relativa de tecido
intersticial (Capitulo 1).

Durante o periodo regredido, a porcentagem relativa do Iumen na regido da
cauda foi maior quando comparado com as demais regides. Essa caracteristica pode
estar associada com o fato de E. furinalis provavelmente armazenar espermatozoides na
cauda do epididimo. O armazenamento de espermatozoides na cauda do epididimo ja
foi relatado para alguns mamiferos (Pastor-Soler et al., 2005; Robaireet al., 2006),
porém é uma ocorréncia caracteristica de algumas espécies da familia VVespertilionidae,
em que algumas espécies podem armazenar espermatozoides na cauda do epididimo por
mais de trés meses (Crinchton, 2000).

Variagdes na morfologia do epididimo associadas a ocorréncia de regressao
testicular ja foi observada em outras espécies de mamiferos (Aguilera-Merlo et al.,
2005; Alkafafy et al., 2012) e também de morcego (Beguelini et al., 2015). Em E.
furinalis, durante a fase testicular regredida ha uma menor expressao de receptores de
andrdgenos nas células de Sertoli e de horménios luteinizantes nas células de Leydig,
indicando uma menor producdo e atuacdo de hormdnios andrégenos. Em contraposicéo,
na fase testicular ativa, ha uma maior expressdo de AR nas células de Sertoli e de LH
nas células de Leydig (Bueno, 2018). Tendo em vista que o desenvolvimento do epitélio
do epididimo depende de horménios andrdgenos, bem como de fatores provenientes do
limen do testiculo (Rodriguez et al., 2002) é possivel inferir que o processo de
regressao testicular em morcegos interfira na morfologia do epididimo, influenciando
principalmente na formacdo do epitélio do mesmo, por meio das diferencas na

concentracdo de hormonios androgenos.

5. CONCLUSAO
Eptesicus furinalis apresenta o epididimo dividido em cabeca, corpo e cauda, e
seu epitélio € composto por celulas principais, apicais, basais, estreitas, claras e halo. O
processo de regressdo testicular no ciclo reprodutivo da espécie influencia na
morfologia do epididimo, principalmente em relacdo & altura do epitélio e a
porcentagem relativa do limen e do estroma, sendo que essa influéncia pode estar

relacionada a fatores hormonais, como os hormonios androgenos.
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Figura 1. Anatomia dos testiculos e epididimos de Eptesicus furinalis. A. Posicéo
dos testiculos no animal adulto (permanentemente escrotado) e do prolongamento
da cauda do epididimo (seta) ligada as vertebras caudais anteriores do animal. B. O
epididimo situa-se anexo ao testiculo do animal, e pode ser dividido
anatomicamente em trés regifes distintas, a cabeca (1), o corpo (2) e a cauda (3),
esta ligada a cauda do animal (*). T: testiculo; P: pénis.
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Figura 2. Histologia geral do epididimo de Eptesicus furinalis. A. Epididimo
ilustrando as trés regides distintas a cabeca (cab), o corpo (cor) e a cauda (cau). B.
Regido do corpo (cor) e da cauda (cau) em maior aumento. C. Regido parcial da
cauda evidenciando os lobulos separados por septos de tecido conjuntivo (seta).
Coloragéo por Masson Tushman’s Blue.
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Figura 3. Tipos celulares encontrados no epitélio do epididimo de Eptesicus
furinalis. A) Célula principal (P) com nicleo arredondando (seta) na regido basal da
célula; célula basal (ba) adjacente a membrana basal; células midides (mi)
circundando o tubulo; coloragdo por hematoxilina-eosina. B) Células principais (P)
com estereocilios (seta) na direcdo do lumen. C) A célula principal apresenta a regido
apical fracamente corada; célula basal (ba) adjacente a membrana basal; célula apical
(ap) na regido apical do epitélio, sem contato com a membrana basal e apresenta um
citoplasma fracamente corado; coloracdo por azul de toluidina. D) A célula basal (ba)
e a célula apical (ap) ndo apresentam reacdo positiva do PAS; a célula pincipal
apresenta granulos de reacdo positiva do PAS no citoplasma (seta) e na regido dos
esterocilios (cabeca de seta); coloragdo por PAS contracorado com hematoxilina. E)
Célula apical (ap) com nucleo arredondado (seta), sem contato com a membrana
basal; coloracdo por hematoxilina-eosina. lu: limen do epididimo.
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Figura 4. Tipos celulares encontrados no epitélio do epididimo de Eptesicus
furinalis. A. Célula halo (ha), adjacente a membrana basal e com citoplasma
fracamente corado, coloracdo por hematoxilina-eosina. B. Célula halo (ha), coloragéo
por azul de toluidina. C. Célula clara (cl), se estendendo da membrana basal a regido
do lumen, e apresenta o citoplasma fracamente corado, coloragdo por hematoxilina-
eosina. D. Célula clara (cl), coloracdo por azul de toluidina. E. Célula estreita (es), a
qual apresenta o nucleo alongado e fortemente corado, intercalando as células
principais (P), coloracdo por hematoxilina-eosina, F.Célula estreita (es), coloracdo
por azul de toluidina.
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Figura 5. Representacdes graficas da altura média do epitélio e da porcentagem da
composicdo tecidual do epididimo de Eptesicus furinalis durante as quatro fases
reprodutivas testiculares: ativo, regredindo, regredido e reativando. A. Média da
altura do epitélio da regido da cabeca B. Média da altura do epitélio da regido do
corpo. C. Média da altura do epitélio da regido da cauda D. Variacao tecidual entre
epitélio, limen e estroma da regido da cabeca E. Variagdo tecidual entre epitélio,
limen e estroma da regido do corpo F. Variacdo tecidual entre epitélio, limen e
estroma da regido da cauda. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente

significantes (p<0,05).
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RESUMO

Os morcegos apresentam a maior diversidade de estratégias reprodutivas e a
maior diversidade de morfologia uterina dentre todos os mamiferos. Eptesicus furinalis
é¢ um morcego neotropical em que a morfologia ovariana sugere a ocorréncia de
poliovulacdo e estro pds-parto, porém, a morfologia detalhada do Utero, até 0 momento,
é desconhecida. Portanto, nossos objetivos foram descrever a morfologia do Gtero de E.
furinalis, bem como avaliar as mudancas morfolédgicas do 6rgdo ao longo do ano, de
acordo com o estado reprodutivo das fémeas. Analisamos a histologia do utero de 53
fémeas coletadas ao longo do ano na regido noroeste do estado de Sdo Paulo - Brasil.
Observamos a presenca de espermatozoides no Utero nos meses de Maio a Julho, e a
ocorréncia de fémeas gravidas e/ou lactantes durante os meses de Agosto a Outubro, e
fémeas lactantes em Novembro e Dezembro, sendo que uma fémea gravida foi
observada também em Dezembro. O Utero de E. furinalis é do tipo bicorneo, sendo que
os dois cornos uterinos fundem-se na regido mais caudal do Utero, formando um Unico
corpo uterino. A implantacdo pode ocorrer em ambos 0s cornos uterinos, sendo que até
quatro embrides podem ser implantados (dois em cada corno uterino), porém apenas um
embrido em cada corno tera o desenvolvimento completado. Portanto, a presenca de
fémeas grévidas de Agosto a Outubro e também em Dezembro, indica a ocorréncia de
estro pds-parto na espécie, sendo que cada fémea pode entdo produzir de um a quatro
filhotes por ano.

Palavras-chave: implantacdo, estro pos-parto, armazenamento de espermatozoides.
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1.  INTRODUCAO

Os morcegos, pertencentes a ordem Chiroptera, comp8em cerca de 20% do total
do numero de espécies de mamiferos, exibindo atualmente 1.300 espécies amplamente
distribuidas no mundo (Fenton e Simmons, 2015). Por esta razdo apresentam também
grande diversidade de estratégias reprodutivas (Crichton e Krutzsch, 2000). Nos
tropicos, fatores abidticos como a temperatura, a precipitacdo e o fotoperiodo tem
influéncia direta nesses animais, que desenvolveram padrbes reprodutivos
monoéstricos, poliéstricos ou com reproducdo continua ao longo do ano (Reis, 1980;
Taddei, 1980; Fazzolari-Corréa, 1995; Zortéa, 2003).

Os morcegos machos de clima tropical podem apresentar espermatogénese
continua durante todo o ano (Crichton e Krutzsch, 2000; Beguelini et al., 2009; Morais
et al., 2012; 2013), ou podem apresentar um periodo de regressao testicular, em que a
atividade espermatogénica é temporariamente interrompida (Aradjo et al., 2013;
Beguelini et al.,, 2013, Bueno et al., 2014). Além disso, algumas espécies podem
apresentar armazenamento de espermatozoides na cauda do epididimo (Crichton, 2000).

As fémeas de morcegos apresentam a maior diversidade de morfologia uterina
dentre todos os mamiferos (Luckett, 1980), podendo exibir Uteros duplos, bipartidos,
bicorneos e simples (Rasweiler e Badwaik, 2000). Nas espécies tropicais ocorre
menstruacdo verdadeira (Rasweiler, 1991; Rasweiler e Bonilla, 1992; Komar et al.,
2007; Wang et al., 2008; Rasweiler et al., 2010); ovarios polarizados (Komar et al.,
2007); diferentes padrdes de ovulagdo, podendo ser preferencial, alternada ou dupla
(Crichton e Krutzsch, 2000); casos de ovulagdo tardia (Abhilasha e Krishna, 1996) e até
mesmo desenvolvimento embrionario tardio (Fleming, 1971; Rasweiler e Badwaik,
1997).

Eptesicus furinalis (Vespertilionidae) ¢ um morcego exclusivo da regido
neotropical (Mies, Kurta e King, 1996, Bianconi e Pedro, 2007), e tem habito alimentar
insetivoro, o que lhe confere um papel ecoldgico fundamental no controle populacional
de insetos (Aguiar e Antonini, 2008). Analises das estruturas reprodutivas de machos da
espécie detectaram um processo de regressao testicular, e nas fémeas, a partir da analise
dos ovérios verificou-se a ocorréncia de poliovulagdo e estro pds-parto (Capitulo 4).
Com significativa importancia no sucesso da fecundagéo/reproducgéo esta a morfologia
uterina, para o qual ndo ha informacGes detalhadas o que facilitaria o entendimento de
como a reproducdo se processa nesta espécie. Portanto, os objetivos do presente estudo

foram descrever a morfologia do utero de E. furinalis, bem como avaliar as mudancas



Capitulo 3180

morfoldgicas do 6rgdo ao longo do ano, durante diferentes fases do estado reprodutivo

das fémeas.

2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Area, método e licenca de coleta

As fémeas foram coletadas na regido urbana de S&o José do Rio Preto, na regido
noroeste do estado de S&o Paulo (20°49°11°° S, 49°22°45°°W), com o auxilio de redes
de neblina armadas no periodo noturno em locais estratégicos, como trilhas, areas de
vegetacao e saidas de abrigos, no periodo de Setembro de 2013 a Julho de 2017.

As coletas foram realizadas no periodo de 2013 a 2016, e foram autorizadas pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente — IBAMA (Licenga numero: 21707-1; Sisbio:
59765825-13/04/2010), e os procedimentos com 0s animais foram autorizados pela
Comisséo de Etica no Uso Animal — CEUA do IBILCE/UNESP (Processo102/2014-
CEUA). Os animais foram tratados de acordo com as recomendagdes do Comité no
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do Institute of Laboratory Animal Resources,
Conselho Nacional de Pesquisas, "Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio". Apds a captura, os animais foram mantidos em gaiolas individuais (40 x
20 x 20 cm) com 4&gua ad libitum, até a manha seguinte a coleta, quando foram

eutanasiados e processados.

2.2. Espécimes analisados

Foram utilizadas 53 fémeas adultas (Tabela 1) de Eptesicus furinalis,
identificadas de acordo com Bianconi e Pedro, 2007. A condi¢do adulta de cada animal
foi determinada considerando-se 0 peso corporal, a completa ossificagdo das
articulagdes metacarpo-falangeanas e o grau de desgaste dentario (Kunz e Anthony,
1982; de Knegt et al., 2005).

As fémeas foram separadas de acordo com o estado reprodutivo que
apresentavam: fémeas ndo ativas reprodutivamente (ndo estavam gravidas e nem
lactantes), fémeas gravidas (apresentavam embrides/fetos no Utero), ou fémeas lactantes
(exibiram glandulas mamarias e mamilos evidentes, com secrecdo de leite apds leve

compressdo das mamas).
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Tabela 1. Numero de fémeas coletadas em cada més e a respectiva condicdo

reprodutiva.

Més n (amostra) Condicao reprodutiva
Janeiro (2014) 05 N&o reprodutivas
Fevereiro (2017) 04 N&o reprodutivas
Marco (2014) 05 N&o reprodutivas
Abril (2014) 05 N&o reprodutivas
Maio (2016) 05 N&o reprodutivas
Junho (2017) 05 N&o reprodutivas
Julho (2017) 05 N&o reprodutivas
Agosto (2014) 05 Gravidas
Setembro (2013) 03 Gravidas e lactantes
Outubro (2013) 05 Gréavidas e lactantes
Novembro (2013) 03 Lactantes
Dezembro (2013) 03 01 Gravida e lactante

02 Lactantes

Total 53 fémeas

2.3. Processamento dos animais

Os animais foram anestesiados com uma mistura de 80mg ketamina + 20mg de
xilasina por quilograma do animal (0,1ml para cada 50g de peso corporal injetado
subcutaneamente). Previamente a retirada do Utero, com a regido abdominal exposta,
imagens do Utero e ovarios foram obtidas com estereomicroscopio Leica MZ16
acoplado com camera digital Leica DFC295 e com auxilio do software Leica
Application Suite — LAS, Versdo 3.8. A seguir o utero foi cuidadosamente retirado e
fixado em solugéo fixadora de metanol: cloroférmio: acido acético (6:3:1), durante trés
horas a 4°C, desidratado em série graduada de etanol, clarificado em xilol, incluido em
parafina, seccionado seriadamente (5 pm de espessura) e submetido a analises anatdmicas e
histolégicas. Apos a retirada das amostras, os animais foram fixados e depositados na
Colecéo de Chiroptera do IBILCE-UNESP (DZSJRP).

2.4. Analise histolégica
Os cortes dos Uteros foram corados com Hematoxilina-Eosina (Ribeiro e Lima,
2000) e as laminas foram fotografadas em microscopia éptica (Scanner de imagens
Olympus BX-VCB), com auxilio de software de captura e analise de imagem (software

VS-ASW), para visualizacdo completa do Utero; e analisadas e fotodocumentadas em
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fotomicroscopio Olympus BX60 para observacdo dos tecidos componentes da estrutura

uterina.

3. RESULTADOS
3.1. Anatomia geral do Utero
O utero de Eptesicus furinalis é do tipo bicérneo, o qual possui dois cornos
uterinos laterais, que se unem na por¢ao mais caudal do Utero, formando entdo um Unico
corpo uterino (Figura 1A). Os ovarios se conectam ao Utero através dos ovidutos, na
porcgéo cranial posterior de cada corno uterino.

3.2 Histologia geral do GUtero

A fusdo dos cornos uterinos e de seus lumens pode ser observada na Figura 1B.
A composi¢do da parede dos cornos e do corpo uterino é similar, e compreende trés
camadas: o perimétrio, 0 miométrio e o endométrio.

O perimétrio (Figura 1C) é a camada serosa externa constituida de um
mesotélio e uma camada de tecido conjuntivo frouxo, arranjada de forma longitudinal a
extensdo do 6rgdo. O miométrio é a camada intermedidria e também a mais espessa, e €
composta por uma camada interna circular e uma camada externa longitudinal de tecido
muscular liso (Figura 1C e 1D). O endométrio (Figura 1C) é a camada interna do Utero
e representa a mucosa uterina. Possui um epitelio simples colunar que se estende dentro
do estroma do endométrio, formando glandulas tubulares com epitélio colunar simples,
com um unico nucleo de localizagdo periférica (Figura 2C). O estroma endometrial
também é composto por vasos sanguineos e nervos em um tecido conjuntivo frouxo.

Na porcdo cranial de cada corno uterino é possivel observar a extremidade
intramural da tuba uterina (Figura 2B), que é o local onde ocorre a juncdo tubouterina,

a qual é composta por células ciliadas.

3.3. Variacdo morfoldgica do utero
A morfologia do Utero variou de acordo com o estado reprodutivo em que a
fémea se encontrava ao longo do ano, sendo que essa variacdo foi observada

principalmente no endométrio e suas glandulas.
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3.3.1. Fémeas ndo reprodutivas

De acordo com a morfologia do Utero, as fémeas que ndo estavam gravidas e
nem lactantes foram classificadas em duas categorias, a categoria A e a categoria B.

Na categoria A estdo as fémeas dos meses de Janeiro a Abril, em cujos Uteros
ndo se observou a presenca de espermatozoides na luz (Figura 2A) ou na extremidade
intramural (Figura 2B). Além disso, 0 endométrio aparentou ter uma menor espessura
quando comparado com as fémeas da categoria B.

Na categoria B estdo as fémeas dos meses de Maio a Julho, nas quais os Uteros
apresentaram-se hiperémicos, e com uma maior espessura do endométrio (Figura 2D).
Foram observados espermatozoides na luz do Utero (Figura 2D) e na extremidade
intramural (Figura 2E). As glandulas do endométrio apresentaram atividade mitotica,
(Figura 2F) sendo observada a presenca de algumas regibes de epitélio
pseudoestratificado no endométrio (Figura 2D).

3.3.2. Fémeas gravidas

No més de Agosto as fémeas estavam gravidas, porém sem as glandulas
mamarias desenvolvidas. JA nos meses de Setembro e Outubro, as fémeas além de
gravidas, também estavam com as glandulas mamarias e mamilos desenvolvidos,
portanto, estavam na condicdo de gravidas e lactantes. Em Dezembro, as fémeas
apresentaram fetos bem desenvolvidos no Utero, e também exibiam glandulas mamarias
e mamilos desenvolvidos, estando na condi¢do gravidas e lactantes.

Em Agosto (trés fémeas) e em Setembro (duas fémeas) apresentaram quatro
embriBes nos Uteros, sendo dois em cada corno uterino (Figura 3A). O endométrio e a
placenta nesse periodo estdo bem desenvolvidos (Figura 3C), assim como as glandulas
endometriais, as quais apresentam o limen bem desenvolvido (Figura 3D). Nas cinco
fémeas de Outubro, os Uteros exibiram apenas dois embrides, sendo um em cada corno
uterino. J& uma fémea de Dezembro, apresentou apenas um feto no dtero (Figura 3B),
enquanto as outras ndo apresentaram fetos nos Uteros, e estavam apenas na condigédo
lactantes. Durante o periodo de gravidez, podemos observar que a camada do miométrio
se apresenta com menor espessura (Figuras 3A e 3B), possivelmente devido a distensao
da parede do atero resultante do crescimento do feto. Os resultados evidenciam que nas

fémeas de E. furinalis a implantacdo pode ocorrer em ambos 0s cornos uterinos.
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3.3.3. Fémeas lactantes

As fémeas de Novembro e duas de Dezembro que estavam com a glandula
mamaria e os mamilos bem desenvolvidos, ou seja, na condicao lactante, ndo exibiram
fetos nos uteros (Figura 3E), e estes apresentaram as glandulas do endométrio pouco

desenvolvidas (Figura 3F).

4. DISCUSSAO

Quando fémeas ndo reprodutivas foram comparadas com as fémeas gravidas, as
mudangas observadas na morfologia do Utero de E. furinalis foram uma diminuic¢éo na
espessura do miométrio devido a distensdo da parede do GUtero, 0 aumento na espessura
do endométrio e dos vasos sanguineos, e 0 desenvolvimento das glandulas endometriais.
Essas mudancas sdo consistentes e resultantes do desenvolvimento dos embrides no
atero.

O (tero de Mammalia é classificado de forma geral em quatro tipos,
considerando-se sua a morfologia; utero duplo, bipartido, bicérneo ou simples. O Gtero
duplo exibe o0s cornos uterinos completamente separados, e € encontrado em
monotremados, marsupiais (Kardong, 2010), alguns roedores (Martins et al., 2011) e
alguns morcegos (Hood, 1989); o Gtero bipartido apresenta 0s cornos uterinos com uma
pequena fusdo, resultando em um dnico limen no corpo uterino, e € encontrado em
carnivoros, ungulados e alguns morcegos (Weichert, 1966; Vicente et al., 2006); os
cornos uterinos apresentam uma grande porcdo fusionada no Gtero bicorneo, sendo
encontrado em mamiferos domésticos como ovelhas, nas baleias e na maioria dos
morcegos (Weichert, 1966), e o utero simples contém uma Unica cavidade uterina
decorrente da completa fusdo dos cornos, sendo encontrado na maioria dos primatas
(Weichert, 1966) e em alguns morcegos (Hood e Smith, 1983).

Na ordem Chiroptera os dados revelam extensa diversidade na morfologia
uterina, com espécies apresentando Utero duplo, como Mormopterus planiceps
(Crichton e Krutzsch, 1987) e Pteropus sp. (Hood, 1989), utero bipartido em Noctilio
albiventris (Vicente et al., 2006), Gtero bicorneo em Molossus ater (Rasweiler, 1990) e
Tadarida brasiliensis (Stephens, 1962), e Gtero simples, como em Artibeus planirostris
(Bueno, 2018). O atero bicérneo observado em E. furinalis é compartilhado com outras
espécies de Vespertilionidae (Rasweiler e Badwaik, 2000), e é considerado uma

caracteristica ancestral dentro de Chiroptera (Carter e Mess, 2008). A condi¢éo derivada
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do Gtero nos mamiferos em geral, apresenta uma fusdo progressiva dos cornos uterinos
resultando em um corpo uterino comum (Hood e Smith, 1982).

Dados da literatura reportam para morcegos vespertilionideos, geralmente
apenas um feto no interior do Utero, entretanto, algumas espécies da familia podem
exibir dois ou mais embrides (Kurta e Kunz, 1987), como as do género Lasiurus, em
que a fémea pode parir de trés a quatro filhotes (Reis at al., 2007).

O ndmero de filhotes por parto em E. furinalis geralmente € de dois filhotes
(Myers, 1977; Barquez et al., 1999). Porém, trés fémeas de Agosto e duas de Setembro
apresentaram quatro embrides no Utero (dois em cada corno uterino). Nas fémeas de
Outubro, apenas dois embriGes foram observados no Utero em estdgio mais avancgado, 0
gue nos permitiu interpretar a ocorréncia de uma provavel absorcdo de embrides durante
0 processo da gravidez. A presenca de um maior nimero de embrides implantados no
Utero do que o de filhotes no parto ocorre também em outras duas espécies de
vespertilionideos, Pipistrellus subflavus e Eptesicus fuscus (Wimsatt, 1945, Kunz,
1974). Em P. subflavus, quando o corno uterino apresenta dois embrifes, 0 embrido
que estiver implantando mais préximo ao corpo uterino é o embrido que geralmente é
reabsorvido, e 0 mecanismo fisioldgico mais provavel para que isso ocorra, é que 0
suprimento do sangue materno seja insuficiente nas regibes mais distantes do corpo
uterino (Rasweiler e Badwaik, 2000).

A observacao de espermatozéides na luz do Utero e na extremidade intramural
da juncdo tubouterina nos meses de Maio, Junho e Julho, permite inferir que a copula
ocorreu nos meses de Maio a Julho. Um reforgo para isso é que encontramos embrides
implantados no dtero somente a partir do més de Agosto. A presenca de
espermatozoides no Utero durante os trés meses precedentes ao primeiro més de
gravidez da espécie é sugestiva de um possivel armazenamento de espermatozoides no
atero.

O armazenamento de espermatozoides no trato reprodutivo das fémeas é uma
caracteristica comum em espéecies de morcegos que habitam regides temperadas
pertencentes as familias Vespertilionidae e Rhinolophidae, sendo que esse
armazenamento esta relacionado com o periodo de hibernacdo e a ndo sincronia entre a
atividade reprodutiva dos machos e fémeas (Racey, 1979; Crichton, 2000). Entretanto,
algumas fémeas de espécies de morcegos de regiGes tropicais também apresentam
armazenamento de espermatozoides, como Scotophilus heathi (Gopalakrishna e
Madhavan, 1978; Krishna e Dominic, 1978), Pipistrellus mimus (Krishna, 1985),
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Pipistrellus nanus (Bernard et al., 1997), Lasiurus ega, Myotis albescens (Myers, 1977),
e até mesmo para espécimes de E. furinalis no Paraguay (Myers, 1977).

Geralmente os espermatozoides que estdo sendo armazenados nas fémeas de
morcegos se encontram na juncao tubouterina e no utero (Racey, 1979) onde ficam com
a regido da cabeca perpendicular ao epitélio dessas regides (Crichton, 2000). Entretanto,
somente a presenca do espermatozoide ndo atesta a condi¢do do armazenamento, que
deve ser confirmada pela viabilidade do espermatozoide em conseguir fecundar o 6vulo
(Crichton, 2000). Embora nas fémeas de E. furinalis analisadas no presente estudo os
espermatozdides estavam com a regido da cabeca perpendicular ao epitélio da luz
uterina e da juncdo tubouterina, a viabilidade do espermatozoide ndo pode ser
confirmada.

O local de implantagdo no Utero varia entre os diferentes tAxons de morcegos.
Quando o Utero é bicorneo, a implantacdo pode ocorrer preferencialmente no corno
uterino direito, condicdo observada em Pipistrellus pipistrellus (Potts e Racey, 1971);
preferencialmente no corno uterino esquerdo em Mormoops megalophylla (Rasweiler e
Badwaik, 2000), ou em ambos os cornos uterinos em S. heathi (Krishna e Dominic,
1981) e E. furinalis, sendo esta Gltima uma condicdo comum a muitas espécies da
familia Vespertilionidae (Rasweiler e Badwaik, 2000). A presenca de regides de epitélio
pseudoestratificado no endométrio das fémeas ndo reprodutivas de Maio a Julho pode
ser indicativa dos possiveis locais de implantacdo, como ocorre na espécie Eidolon
helvum (Odukoya et al., 2008)

A duracéo da gravidez de E. furinalis € de trés meses, tendo sido relatado para
ela e outros vespertilionideos de regides tropicais do Paraguai a ocorréncia de estro
pos-parto (Myers, 1977). A presenca de fémeas gravidas em Dezembro, bem como a
ocorréncia de fémeas gravidas e lactantes concomitantemente confirmam a ocorréncia
de estro pds-parto na espécie. Com isso, as fémeas de E. furinalis podem parir de um a
quatro filhotes por ano, confirmando o padrdo bimodal para a espécie, como

previamente descrito (Myers, 1977; Barquez et al., 1999).

5. CONCLUSAO
O Utero de Eptesicus furinalis é do tipo bicérneo e a gravidez das fémeas na
regido noroeste de Sdo José do Rio Preto ocorre durante os meses de Agosto a
Dezembro. A implantacdo pode ocorrer em ambos 0s cornos uterinos, com até dois

embrides por corno, porém apenas um embrido em cada corno tera o desenvolvimento
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completado até o momento do parto. A presenca de espermatozoides nos trés meses
(Maio, Junho e Julho) precedentes ao primeiro més de gravidez (Agosto), é sugestiva da
ocorréncia de armazenamento de espermatozoides no uUtero. A condi¢cdo de estro pés-

parto possibilita a producédo pelas fémeas de um a quatro filhotes por ano.
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Figura 01. Anatomia e histologia geral do Utero de Eptesicus furinalis. A. Anatomia
geral do dtero bicérneo. B. Histologia geral do Utero bicérneo, onde os lIimens (*)
dos cornos uterinos se fundem formando um Gnico lumen (**) do corpo uterino. C.
A parede uterina é dividida em trés camadas: a camada mais externa, o perimétrio
(P); a camada muscular intermediaria, o0 miométrio (M), e a camada mais interna, o
endomeétrio (E). D. O miométrio é dividido em duas camadas, uma mais externa (E)
com fibras musculares longitudinais e uma mais interna (1), com fibras musculares
circulares. Cortes histolégicos corados com Hematoxilina-eosina.
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Figura 2. Morfologia do Utero de fémeas ndo reprodutivas. Categoria A: A. Morfologia do
corno uterino, sem a presenca de espermatozoides na luz uterina. B. Extremidade intramural da
juncdo tubouterina sem a presenca de espermatozoides. C. Glandulas do endométrio com
epitélio simples colunar e o ndcleo (seta) periférico. Categoria B: D. Morfologia geral do
corno uterino com espermatozoides na luz uterina (seta), regides onde o epitélio se encontra
pseudoestratificado (cabega de seta) e o Utero se apresenta hiperémico, ou seja, com alta
vascularizagdo (*). E. Extremidade intramural da juncdo tubouterina com espermatozoides
(seta) em seu interior. F. Epitélio da glandula endometrial com atividade mitdtica (cabeca de
seta). Corado com Hematoxilina-eosina.
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Figura 3. Morfologia do Gtero das fémeas gravidas e das fémeas lactantes. A. Utero
contendo quatro embrides (setas), sendo dois em cada corno uterino, nos meses de
Agosto e Setembro. B. Utero contendo apenas um feto no més de Dezembro. C.
Placenta desenvolvida no utero gravidico. D. Glandulas do endométrio com o lumen
desenvolvido no atero gravidico. E. Morfologia geral do Utero de uma fémea lactante
de Novembro. F. Glandulas do endométrio sem o limen desenvolvido. Corado com
Hematoxilina-eosina.
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Capitulo 4

Variagdes morfoldgicas nos ovarios de Eptesicus furinalis (Vespertilionidae:
Chiroptera) durante o ciclo reprodutivo anual

Artigo a ser submetido para publicagdo na revista “Reproduction, Fertility and
Development”.
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RESUMO

Eptesicus furinalis é uma espécie neotropical de Vespertilionidae, a qual exibe
variacdo geogréafica nos aspectos ecoldgicos reprodutivos. Nenhuma investigacdo mais
detalhada sobre a morfofisiologia dos 6rgdos reprodutivos de fémeas de E. furinalis foi
feita até o momento. Portanto, nosso objetivo foi analisar e caracterizar as variaces
morfofisiologicas dos ovarios e da concentracdo sérica de estradiol durante o ciclo
reprodutivo anual das fémeas da espécie, comparando-as com algumas variacoes
ambientais (temperatura e pluviosidade). Nds analisamos a morfologia do ovario de 53
fémeas adultas coletadas ao longo do ano na regido noroeste do estado de Séo Paulo -
Brasil. As variacdes na morfologia do ovario (peso, area, didametro e volume) ndo
diferiram significativamente entre os ovarios, bem como a quantidade de foliculos,
indicando atividade em ambos os ovarios. A concentracdo sérica de estradiol variou
durante os meses do ano, apresentando a maior concetracdo em Setembro. A espécie
apresenta atividade reprodutiva de Agosto a Dezembro, onde foram observadas fémeas
gravidas e/ou lactantes, coincidindo com o periodo de maiores temperaturas e indice
pluviométrico. A ocorréncia de fémea gravida e corpos liteos nos ovarios em
Dezembro, bem como a variagdo na concentragdo de estradiol fornecem evidéncias da

ocorréncia de estro pos-parto na espécie.

Palavras-chave: estradiol, estro pds-parto, foliculos ovarianos.



Capitulo 4197

1. INTRODUCAO

Eptesicus furinalis (d’Orbigny e Gervais, 1847) é uma espécie neotropical de
Vespertilionidae, a qual exibe uma grande dispersdo geografica, ocorrendo desde o
México ao norte da Argentina, Paraguai, Bolivia, Brasil, Guianas e leste do Peru (Mies,
Kurta e King, 1996; Simmons, 2005). Sua dieta é exclusivamente insetivora (LaVal e
Fitch, 1977), tendo portanto, importante papel no controle populacional de insetos. Os
machos dessa espécie apresentam um processo de regressdo testicular, em que 0s
testiculos interrompem temporariamente a producdo espermatogénica em, pelo menos,
duas vezes ao longo do ano (Bueno et al., 2014; Capitulo 1), apresentando um padréo
reprodutivo bimodal.

Entretanto, alguns dados ecoldgicos apontam variacdo geografica nos aspectos
reprodutivos de E. furinalis, com reproducdo continua durante todo o ano (Davis, 1966)
ou um padrdao bimodal, com duas gestacdes por ano (Myers, 1977; McCarthy, 1980;
Gonzélez, 2001). Dados ecoldgicos para as fémeas bimodais mostram que elas
geralmente parem dois filhotes duas vezes ao ano, com partos em Maio e Julho-Agosto
(McCarthy, 1980) em Belize, ou partos em Agosto e Janeiro (Myers, 1977) no Paraguai.
A gestacdo tem duracdo de trés meses e algumas fémeas podem apresentar estro pds-
parto (Myers, 1977; Barquez et al., 1999).

Nenhuma investigacdo mais detalhada sobre a morfofisiologia dos Orgaos
reprodutivos de fémeas de E. furinalis foi feita até o momento. Sabendo que a
investigagdo apurada dos padrdes reprodutivos anuais de uma espécie é ferramenta
essencial para sua conservagdo, nosso objetivo foi analisar e caracterizar o ciclo
reprodutivo anual das fémeas de E. furinalis, investigando possiveis variacdes

morfofisiologicas dos ovarios e da concentracdo sérica de estradiol.

2. METODOLODIA

2.1.  Espécie, coletas, licencas e condicdes climaticas

Eptesicus furinalis ndo esta listada como ameacada de extincdo na Lista
Vermelha de Espécies Ameacgadas da International Union for Conservation of Nature
(IUCN).

Fémeas adultas da espécie foram coletadas mensalmente na regido de Sao José
do Rio Preto - SP (20°49°11°’°S, 49°22°45°’W) no periodo de Setembro de 2013 a Julho
de 2017. As coletas foram realizadas no periodo noturno com o uso de redes de neblina
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colocadas estrategicamente na rota de voo dos animais (Autorizagdo de coleta: Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente - IBAMA - Licenca nimero: 21707-1; Sisbio: 59765825-
13/04/2010). Apds a captura e identificacdo dos animais (Bianconi e Pedro, 2007), as
fémeas foram devidamente acondicionadas em gaiolas individuais (40 x 20 x 20 cm)
com &gua ad libitum e, como padronizacéo, os procedimentos em laborat6rio ocorreram
sempre na manha seguinte a captura.

A amostra consistiu de 53 fémeas adultas (Tabela 1 - anexo), condicdo
verificada pelo peso corporal, completa ossificagdo das articulagbes metacarpo-
falangeanas e grau de desgaste dentéario (Kunz e Anthony, 1982; de Knegt et al., 2005).

Todos os procedimentos foram devidamente autorizados pela Comisséo de Etica
no Uso Animal - CEUA do IBILCE/UNESP (Process0102/2014-CEUA) e 0s espécimes
foram depositados na Colecdo de Chiroptera do Departamento de Zoologia e Botanica
do IBILCE/UNESP.

Dados da variacdo média mensal da temperatura e da pluviosidade dos anos de
2013 a 2017 na regido de Sdo José do Rio Preto foram obtidos através do Centro
Integrado de Informag0es Agrometeoroldgicas (CIHAGRO -
http://www.ciiagro.sp.gov.br).

2.2. Preparacao dos tecidos e analise do material

Os animais foram eutanasiados por anestesia profunda, com a aplicagdo de uma
mistura de ketamina (370 mg/kg; Dopalen-Vertebrands, Paulinia, SP, Brazil) e xilazina
(16 mg/kg; Rompun-Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brazil) aplicada subcutaneamente em
uma quantidade de 0,1 ml para cada 50 gramas de peso corporal (0,08 ml de ketamina
mais 0,02 ml de xilazina).

Apl6s o0s animais serem pesados, o sangue foi retirado através da puncdo
cardiaca, centrifugado e o plasma armazenado a -18°C. Posteriormente, os ovarios
foram cuidadosamente retirados, pesados e fixados em solucdo fixadora de metanol:
cloroférmio: acido acético (6:3:1) por 3 horas a 4°C, desidratados em alcool,
clarificados em xilol e incluidos em parafina (Histosec — MERCK, Darmstadt,
Germany). Cortes de 5um de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo,
submetidos a coloragdo de Hematoxilina e Eosina (Ribeiro e Lima, 2000) e analisados e
fotodocumentados com o uso do Scanner de imagens Olympus BX-VCB, com auxilio
de software de captura e analise de imagem VS-ASW do Laboratdrio de Microscopia e
Microanalise do IBILCE/UNESP.
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2.3.  Analises morfométricas e quantificacao folicular

Os diametros dos ovarios direito e esquerdo foram medidos utilizando o software
Image Pro-Plus-Media Cybernetics versdao 6.1 para Windows. Como o ovario de E.
furinalis apresenta o formato redondo-ovalado (Bueno, 2018), o diametro de cada
ovario foi calculado atraves da equagdo proposta por Willians (1977):

Diametro (D) (um) = \ab

Onde a corresponde a medida do didmetro dos ovarios e b ao didmetro no angulo de
90°, ambos na regido mais central dos ovarios.

Posteriormente, a média do diametro (D) foi calculada para cada ovario e entdo

utilizada para o calculo da area e do volume:
X 7 . , D
Area do ovério/corpo lateo (mm2) = 47r?, onde r==

;- , 2
Volume do ovario/corpo liteo (mms) = Jrrr®

Os foliculos foram classificados em primordial, primario, secundario, terciario e
antral de acordo com o descrito por Bueno et al., 2018, e a frequéncia dos estadios dos
foliculos, bem como dos foliculos em atresia foi avaliada em cinco cortes para cada
ovario por animal. Foram incluidos nas contagem apenas os foliculos que apresentaram
0 nucleo do odcito no plano de corte. A frequéncia da quantificacdo folicular foi

expressa como percentagem da populagéo total.

2.4. ELISA

A concentracdo de estradiol sérica foi dosada atraves do método ELISA, usando o
kit comercial AccuBindMicroplate EIA Test System (Monobind Inc., Lake Forest, CA,
USA - Codigo 4925-300), com sensibilidade de 8,2 pg/ml. As leituras foram realizadas
em leitor EpochMicroplateSpectrophotometer (BiotekInstruments, Inc., VT, USA).

2.5.  Andlises estatisticas

Médias e erro padrdao foram calculados para todos os dados. A normalidade foi
verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov e as diferencas entre 0s grupos
foram calculadas através do teste Kruskal-Wallis seguido do teste Dunn para maltiplas
comparagoes, utilizando o valor de p < 0,05 para a diferenca significativa entre os
grupos. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad
Prisma versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego Califérnia USA,

www.graphpad.com).
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3. RESULTADOS

3.1. Anélises biométricas

O peso médio corporal das fémeas entre todos os meses foi de 7,05 gramas +
0,32 e diferiu significativamente apenas em Outubro, onde as fémeas estavam gravidas
e apresentaram um sobrepeso de 49% da média anual (Figura 1A).

Em relagdo aos ovarios, ndo foi possivel amostrar 0 peso desses no més de
Setembro, uma vez que os ovarios ndo foram isolados dos Uteros durante o
processamento histoldgico, e 0s pesos individuais de cada 6rgdo ndo foram obtidos. De
uma forma geral, o peso do ovario direito (Figura 1B) foi maior que o peso do ovario
esquerdo (Figura 1C) ao longo do ano. Apesar de cada ovario exibir variacdo nos pesos

ao longo do ano, ndo foram encontradas diferengas significativas entre 0s meses.

3.2. Andlises morfométricas

Os valores das médias do diametro, da area e o volume dos ovarios direito e
esquerdo estdo apresentados na Tabela 2 no Anexo.

O ovario esquerdo apresentou um crescimento progressivo do diametro (Figura
2A), area (Figura 2C) e volume (Figura 2E) durante o ano até o més de Julho. No
ovario direito, 0 més de Setembro apresentou maiores valores no diametro (Figura 2B),
area (Figura 2D) e volume (Figura 2F) em relacdo aos outros meses do ano. N&o
houve nenhuma diferenga significativa quando comparados o diametro, area e volume

de cada més entre os ovarios direito e esquerdo.

3.3. Quantificacéo folicular

Os valores das porcentagens de cada foliculo nos ovarios direito e esquerdo
estdo apresentados Tabela 3 no Anexo.

As frequéncias nos ovarios direito e esquerdo dos diferentes tipos de foliculos
(primordiais, primarios, secundarios, terciérios e antrais), bem como as frequéncias de
atresia nos ovarios esquerdo e direito estdo representadas nos graficos das Figuras 3 e
4. De uma forma geral, a frequéncia de todos os foliculos somados foi maior no ovario
esquerdo (Figura 4C) do que no ovario direito (Figura 4D). Apesar da variacdo
encontrada na quantidade folicular, ndo houve nenhuma diferenca significativa entre 0s

meses em ambos 0s ovarios ao longo do ano.
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3.4. Ciclo reprodutivo anual

A condicdo do estagio reprodutivo das fémeas variou ao longo do ano. Fémeas
ndo reprodutivas, ou seja, que ndo estavam gravidas ou lactantes foram encontradas
durante os meses de Janeiro a Julho. Em Agosto e Setembro foram encontradas fémeas
gravidas, em Outubro e Dezembro, gravidas e lactantes concomitantemente, e em
Novembro, apenas fémeas lactantes.

Em Janeiro (Figura 5A e 5B), os ovarios esquerdo e direito apresentaram
foliculos primordiais, foliculos primérios, foliculos secundérios e alguns foliculos em
atresia, exceto por uma fémea, que também exibiu foliculos antrais em ambos 0s
ovarios. Nos meses de Fevereiro (Figura 5C e 5D) e Marco (Figura 5E e 5F), além dos
foliculos primordiais, primarios e secundarios, os ovarios esquerdo e direito também
apresentaram foliculos terciarios iniciais, e alguns foliculos em atresia. Os foliculos
terciarios estdo aparentemente maiores em Abril (Figura 6A e 6B) em ambos 0s
ovarios, que também possuem foliculos primordiais, primarios, secundarios e alguns
foliculos atrésicos.

Em Maio (Figura 6C e 6D) e Junho (Figura 6E e 6F), alem dos foliculos
primordiais, primarios, secundarios e terciarios, os ovarios esquerdo e direito também
apresentaram foliculos antrais e foliculos em atresia. Em Julho (Figura 7A e 7B), além
dos foliculos primordiais, primarios, secundarios e terciarios, ambos 0s ovarios
apresentaram foliculos antrais e foliculos em atresia. As células estromais e glandulas
intersticiais apresentaram pouco volume citoplasmatico de Janeiro a Maio e, um maior
volume citoplasmatico e citoplasma com aspecto vacuolar em Junho e Julho. A
presenca de foliculos antrais nos ovarios de Maio a Julho indica uma pré-atividade
reprodutiva das fémeas.

Em Agosto (Figura 7C e 7D) foram encontrados desde foliculos primordiais até
foliculos antrais, e também alguns foliculos em atresia. Além disso, foram encontrados,
em ambos os ovarios, a formacéo inicial de um a dois corpos luteos (luteinizacdo das
células foliculares). O volume citoplasmatico das células do estroma e glandulas
intersticiais voltou a diminuir a partir desse més. Em Setembro (Figura 7E e 7F), foram
encontrados desde foliculos primordiais até foliculos antrais e também alguns foliculos
em atresia, além disso, foram encontrados, nos dois ovarios, de um a dois corpos luteos.
Em Outubro (Figura 8A e 8B) ndo foram observados nenhum corpo luteo em ambos 0s
ovarios, que s6 apresentavam desde foliculos primordiais até foliculos secundarios, com

excecdo de uma fémea, a qual exibiu foliculos terciarios e foliculos antrais. Entretanto,
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em Outubro, tanto o ovario esquerdo quanto o ovario direito continham muitos foliculos
atrésicos. Em Novembro (Figura 8C e 8D), os ovarios apresentaram foliculos
primordiais até foliculos antrais, alguns foliculos em atresia, e algumas fémeas exibiram
corpo lateo e corpo albicans. Em Dezembro (Figura 8E e 8F), os ovarios de algumas
fémeas apresentaram corpo albicans, e desde foliculos primordiais até foliculos antrais,
além de foliculos em atresia. Uma fémea que estava em gravidez avancada, apresentou
também um corpo lateo em cada ovario. As células do estroma e glandulas intersticiais

apresentaram volume citoplasmatico reduzido nesse periodo.

3.5. Variacdo anual na concentracao de estradiol

A concentracdo de estradiol no plasma variou entre os meses do ano (Figura 9),
porém de forma ndo significativa. Os meses de Marco, Setembro, Outubro e Novembro
apresentaram as maiores concentragdes de estradiol no ano.

No periodo de Janeiro a Mar¢o, a concentracdo de estradiol permaneceu
praticamente constante. Em Abril houve uma queda na concentragéo de estradiol, poréem
em Maio, a concentragdo alcancou valores proximos aos dos meses anteriores. Durante
0 periodo de Junho a Agosto, houve uma ligeira diminuicdo na concentracdo do
estradiol e, durante o periodo de Setembro a Dezembro, a concentracdo do estradiol teve

uma grande variacdo, com o maior valor da concentracdo do ano no més de Setembro.

3.6. Temperatura e Pluviosidade

A temperatura média durante os anos de 2013 a 2017 foi de 24°C (Figura 10),
sendo que os meses de Outubro a Marco apresentaram as maiores médias de
temperatura do ano, enquanto que os meses de Maio a Agosto apresentaram as menores
médias de temperatura.

Em relagdo a pluviosidade, a média durante os anos de 2013 a 2017 foi de 88
mm (Figura 10). Os maiores valores das médias de pluviosidade ocorreram nos meses
de Novembro a Marc¢o, enquanto que os menores valores de pluviosidade ocorreram de
Abril a Agosto.

4. DISCUSSAO
Os morcegos apresentam a maior variedade de estratégias reprodutivas dentre
todos os mamiferos (Rasweiler e Badwaik, 2000). Dentre essa variedade, podemos citar

os seis diferentes padrdes relacionados a assimetria do trato reprodutivo das fémeas,
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descrito por Wimsatt (1979): 1) padrio “megaderma”, em que a ovula¢do ocorre
predominantemente pelo ovario esquerdo; 2) padrao “molossideo”, em que o ovario
direito € o ovario dominante; 3) padrao “miniopterus”, em que ocorre uma dominancia
contra lateral, ou seja, a ovulagdo ocorre pelo ovario esquerdo e a implantagao ocorre no
corno uterino direito; 4) padrio “filostomideo”, onde ocorre uma alternancia de
ovulagdo entre ambos os ovarios; 5) padrdo “myotis”, onde a ovulacdo ocorre por
ambos 0s ovarios e em igual frequéncia e 6) padrio “pteropodidae”, onde ha uma
alternancia de ovulacdo ndo randémica entre os ovarios direito e esquerdo.

Baseado em nossos resultados, observamos que E. furinalis esta inserida no
padrio “myotis”, uma vez que ambos os ovarios apresentaram ovulagdo em igual
frequéncia, e também pela auséncia de diferenca significativa entre os diametros dos
ovarios direito e esquerdo, uma vez que, de acordo com Rasweiler e Badwaik, 2000,
quando a ovulacdo ocorre predominantemente pelo mesmo ovario, este apresenta um
maior diametro, mesmo na auséncia de foliculos antrais e de corpo luteo.

O ciclo reprodutivo anual de E. furinalis pode ser dividido em quatro periodos:
i) quando as fémeas se encontram ndo reprodutivas (de Janeiro a Junho), onde 0s
ovarios apresentam somente foliculos primordiais, primarios e secundarios de Janeiro a
Marco, e a presenca de foliculos terciarios e antrais a partir de Abril, indicando entéo,
uma pré-atividade reprodutiva; ii) quando as fémeas se encontram gravidas (Agosto),
onde ha a presenca de corpos liteos nos ovarios; iii) quando as fémeas se encontram
gravidas e lactantes concomitantemente (Setembro, Outubro e Dezembro), onde 0s
ovarios apresentam corpos liteos apenas em Setembro e Dezembro, e a auséncia de
corpo lateo em Outubro provavelmente indica que o corpo luteo ndo persiste durante
todo o periodo de gravidez da espécie; iv) quando as fémeas se encontram somente
lactantes (Novembro), onde os ovarios exibem de foliculos primordiais até foliculos
antrais e alguns foliculos em atresia, e algumas fémeas exibem corpo lGteo e corpo
albicans.

Dados reprodutivos ecologicos de E. furinalis no estado de Rio de Janeiro —
Brasil apontam que a espécie apresenta atividade reprodutiva em Julho-Agosto e
terminam a atividade reprodutiva em Fevereiro-Marco, sendo que provavelmente a
espécie apresenta 0 mesmo ciclo reprodutivo de outras espécies tropicais em mesma
latitude (Luz et al., 2011). Ja no Paraguai, espermatozoides foram observados no Utero
de E. furinalis em Maio, e fémeas gravidas foram observadas em Julho e Agosto. Além

disso, logo apds o parto em Setembro/Outubro, as fémeas apresentaram novamente
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espermatozoides no Utero, demonstrando entdo a ocorréncia de copula e estro pds-parto,
em que as fémeas se encontravam gravidas e lactantes concomitantemente, sendo que a
segunda gravidez teve menor duracdo, com o parto ocorrendo em Janeiro (Myers,
1977).

A duracdo da gestacdo na espécie é de trés meses (Myers, 1977). No presente
estudo fémeas gravidas de E. furinalis foram obtidas em Agosto, Setembro, e também
em Dezembro, sendo que a presenca de fémeas gravidas nesses periodos infere na
existéncia de estro pos-parto na espécie. O estro pos-parto ja foi relatado para outras
espécies de morcegos (Badwaik e Rasweiler, 2001), inclusive para E. furinalis (Myers,
1977; Barquez et al., 1999). O intervalo entre o parto e o estro pds-parto em diferentes
espécies pode variar conforme a anatomia do trato reprodutivo das fémeas, a duracéo da
lactacdo, além da capacidade suporte dos fatores ambientais, como a temperatura e a
disponibilidade de alimentos. A vantagem do estro pds-parto, principalmente nas éareas
tropicais onde a capacidade suporte do ambiente é maior, seria 0 aumento do potencial
reprodutivo anual do animal (Badwaik e Rasweiler, 2000).

Os fatores ambientais como a temperatura e a pluviosidade na regido de Séo José
do Rio Preto tém os maiores indices na primavera e no verdo, compreendendo 0s meses
de Setembro a Marco. O periodo de gestagdo e lactacdo do ciclo reprodutivo anual de E.
furinalis se concentra durante os meses de Agosto a Dezembro, coincidindo com o
periodo de altas temperaturas e pluviosidade. A gestacdo e a lactacdo sdo eventos com
alto custo energético para a fémea, portanto, a sincronia entre esses eventos e os fatores
ambientais favoraveis € esperada. E. furinalis € uma espécie exclusivamente insetivora
(Laval e Fitch, 1977), e um indice pluviométrico elevado, somado a altas temperaturas,
favorecem a proliferacdo de insetos (Wolda, 1988), sendo portanto, um recurso
abundante para o periodo de gravidez e lactacdo e, até mesmo, possibilitando a
ocorréncia do estro pos-parto.

A variacdo da concentragdo anual de estradiol no plasma sanguineo mostrou um
aumento da concentracdo de estradiol no final do periodo (Maio) em que as fémeas
estavam ndo reprodutivas, e também um aumento da concentracdo de estradiol no més
de Setembro, quando as fémeas estavam gréavidas e lactantes. O ovéario é o principal
6rgdo em que o estradiol é produzido e contém receptores nas células do estroma, da
teca e da granulosa (Alonso e Rosenfield, 2002). De forma geral, os estrogenos atuam
no desenvolvimento, fertilidade e comportamento das fémeas de mamiferos

(DeCatanzaro, 2015). Em fémeas adultas, uma das fung¢des dos estrdgenos é induzir a



Capitulo 4 ]105

receptividade sexual (DeCatanzaro, 2015) e a liberacdo de LH que, por sua vez, vai
atuar no processo de ovulacdo (Meikle al., 2001). Portanto, 0 aumento da concentracdo
de estradiol em Maio e Setembro provavelmente esta relacionado com um evento de
ovulagéo posterior.

As células das glandulas intersticiais do ovario sdo provavelmente secretoras
hormonais, uma vez que possuem caracteristicas de células secretoras de esteroides,
como o complexo de Golgi bem desenvolvido e a presenca de vesiculas lipidicas no
citoplasma (Guraya, 1978). A distribuicdo das glandulas intersticiais varia entre
diferentes espécies e de acordo com o ciclo reprodutivo dentro da mesma espécie,
refletindo respostas a diferentes estimulos hormonais durante o ciclo reprodutivo
(Mossman e Duke, 1973; Guraya e Gupta, 1979).

Em geral, as glandulas intersticiais nos mamiferos se tornam mais diferenciadas
durante o periodo pré-copulatério (Guraya, 1978), caracteristica que foi observada
também nos ovarios de E. furinalis. Além disso, a presenca e 0 numero de vesiculas
lipidicas no citoplasma das células estromais e das glandulas intersticiais também
variam de acordo com o ciclo reprodutivo (Guraya, 1978), sendo que fémeas néo
gravidas apresentam acumulo das vesiculas lipidicas no citoplasma das células
estromais, enquanto que as fémeas gravidas ndo apresentam acumulo das vesiculas
lipidicas (Guraya, 1967). Em E. furinalis, a presenca de citoplasma das células
estromais com aspecto vacuolar no periodo de Janeiro a Julho, podem refletir a presenca
de vesiculas lipidicas, provavelmente relacionadas com a biossintese de esteroides (Flint
et al., 1973) no periodo.

Outro fato interessante a ser destacado é que ao compararmos os resultados das
fémeas com os dados reprodutivos obtidos para machos (Capitulo 1), parece haver uma
adpatacdo entre o ciclo reprodutivo anual das fémeas e o dos machos de E. furinalis.
Conforme observado nos machos, estes exibem testiculos regredidos durante o periodo
de Maio-Julho, periodo determinado pelos dados das fémeas, como o provavel da
ocorréncia de copula na espécie. Situacao similar foi relatada para a espécie congenérica
E. fuscus, em que a copula ocorre durante o Outono, quando os testiculos se apresentam
com pequeno volume (Mendonca et al., 1996). A adaptagéo entre o ciclo reprodutivo de
fémeas e machos é esperada para as espécies tropicais, inclusive espécies tropicais de
Vespertilionidae (Crichton, 2000).
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5. CONCLUSAO

Nosso trabalho apresentou a variacdo morfologica dos ovarios durante o ciclo
reprodutivo de E. furinalis. A espécie apresenta, na regido de Sao José do Rio Preto —
SP — Brasil, atividade reprodutiva de Agosto a Dezembro, onde foram observadas
fémeas gravidas, coincidindo com o periodo de maiores temperaturas e indice
pluviométrico. Além disso, a ocorréncia de fémea gravida e corpos IUteos nos ovarios
em Dezembro, bem como a variacdo na concentracdo de estradiol fornecem evidéncias

da ocorréncia de estro pds-parto na espécie.
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Figura 01. Representacdo grafica das analises
biométricas das fémeas de E. furinalis ao longo de
um ano. A. Média do peso corporal das fémeas B.
Media do peso do ovario direito. C. Média do peso
do ovério esquerdo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Figura 02. Representacdo grafica das anélises morfométricas nos ovarios direito
e esquerdo de E. furinalis ao longo de um ano. Médias do diametro (A), da
area(C) e do volume (E) do ovario esquerdo. Médias do didmetro (B), da area
(D) e do volume (F) do ovario direito. Estrelas (*) indicam diferencas
estatisticamente significantes relativo ao més anterior (p<0,05).
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Figura 3. Quantificacdo folicular relativa nos ovarios de E. furinalis ao longo do
ano. Foliculos primordiais no ovéario esquerdo (A) e no ovario direito (B). Foliculos
primarios no ovario esquerdo (C) e no ovario direito (D). Foliculos secundarios no
ovario esquerdo (E) e no ovario direito (F). Foliculos terciarios no ovario esquerdo
(G) e no ovario direito (H). Estrelas (*) indicam diferencas estatisticamente
significantes relativo ao més anterior (p<0,05).
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Figura 4. Quantificacdo folicular relativa nos ovarios de E. furinalis ao longo do ano.
Foliculos antrais no ovario esquerdo (A) e no ovario direito (B). Quantidade total de
foliculos no ovario esquerdo (C) e no ovario direito (D). Foliculos em atresia no
ovario esquerdo (E) e no ovario direito (F). Estrelas (*) indicam diferencas
estatisticamente significantes relativo ao més anterior (p<0,05).
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ESQUERDO DIREITO

JANEIRO

FEVEREIRO

MARCO

Figura 05. Cortes histoldgicos dos ovarios de E. furinalis corados com hematoxilina-eosina.
Ovaério esquerdo nos meses de Janeiro (A), Fevereiro (C) e Marco (E). Ovario direito nos
meses de Janeiro (B), Fevereiro (D) e Marco (F). E possivel observar um desenvolvimento
progressivo dos foliculos de Janeiro a Margo. (at: atresia; pr: foliculo primario; se: foliculo
secundario; * foliculos primordiais; A transicdo entre foliculo primario e secundario; m
foliculo primario biovular; setas: células do estroma).
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Figura 06. Cortes histologicos do ovario de E. furinalis corados com hematoxilina-
eosina. Ovario esquerdo nos meses de Abril (A), Maio (C) e Junho (E). Ovério direito
nos meses Abril (B), Maio (D) e Junho (F). Ocorre um aumento progressivo no
desenvolvimento dos foliculos no decorrer dos meses. Em Junho é possivel observar um
maior volume do citoplasma das células do estroma e glandulas intersticiais (seta). (an:
foliculo antral; at: atresia, se: foliculo secundario, te: foliculo terciario, * foliculos
primordiais, A transicdo entre foliculo primario e foliculo secundario).
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Figura 07. Cortes histolégicos do ovario de E. furinalis corados com hematoxilina-
eosina. Ovario esquerdo nos meses de Julho (A), Agosto (C) e Setembro (E). Ovério
direito nos meses de Julho (B), Agosto (D) e Setembro (F). As células do estroma e
glandulas intersticiais (seta) exibem um maior volume citoplasmatico em Julho, enquanto
que a partir de Agosto, o volume do citoplasma das células estromaise das glandulas
intersticiais diminui. (an: foliculo antral; at: foliculo em atresia; cl: corpo lGteo; pr:
foliculo primario; se: foliculo secundério; te: foliculo terciario; * foliculos primordiais; A
transicdo entre foliculo primério e foliculo secundério).
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Figura 08. Cortes histolégicos do ovario de E. furinalis corados com hematoxilina-eosina.
Ovério esquerdo nos meses de Outubro (A), Novembro (C) e Dezembro (E). Ovério
direito nos meses de Outubro (B), Novembro (D) e Dezembro (F). Nota-se a grande
quantidade de atresia em Outubro e o pequeno volume do citoplasma das células do
estroma e glandulas intersticiais (seta). (an: foliculo antral; at: foliculo em atresia; ca:
corpo albicans; pr: foliculo primério; foliculo secundéario; * foliculos primordiais; A
transicdo entre foliculo primério e foliculo secundério).
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E. furinalis ao longo do ano.
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Figura 10. Variacdo anual média da temperatura e da pluviosidade
durante os anos de 2013 a 2017 na regido se S&o José do Rio Preto —
SP. (Fonte: CIIAGRO - http://www.ciiagro.sp.gov.br).
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7. ANEXOS

Tabela 1. Discriminacdo do nimero de espécimes e da condicdo reprodutiva de
Eptesicus furinalis coletados a cada més na regido noroeste do estado de S&o Paulo -
Brasil.

Més Numero de Espécimes Condicao
Janeiro 05 N&o Reprodutivas
Fevereiro 04 N&o Reprodutivas
Margo 05 Né&o Reprodutivas
Abril 05 N&o Reprodutivas
Maio 05 N&o Reprodutivas
Junho 05 N&o Reprodutivas
Julho 05 N&o Reprodutivas
Agosto 05 Gréavidas
Setembro 03 Gravidas e lactantes
Outubro 05 Gréavidas e lactantes
Novembro 03 Lactantes
Dezembro 03 1 Gravida e lactante
2 lactantes

Total 53




Tabela 2. Variacao anual da média do didmetro, da area e do volume dos ovarios direito

e esquerdo de Eptesicus furinalis.
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Ovario Direito

Més Diametro (um) £ EP  Area (mm?) +EP  Volume (mm®) + EP
Janeiro 838,7 + 36,03 2,45+0,18 404,6 + 38,14
Fevereiro 1029 £ 25,57 3,45+0,17 634,5 £ 47,60
Marco 820,1 £ 22,7 2,22+0,12 333,4 £ 25,66
Abril 857,9 +£ 21,68 242 +0,11 375,8 £ 23,95
Maio 1034 = 29,85 3,56 £ 0,23 698,6 = 76,51
Junho 1054 + 23,67 3,60x0,15 668,7 £ 39,27
Julho 999,7 £ 26,72 3,29+0,15 591,7 £ 35,05
Agosto 888,2 + 34,95 2,65+0,20 442,0 £ 48,10
Setembro 1087 + 25,46 3,79 0,17 717,9 + 49,42
Outubro 831,8 £14,42 2,22 £ 0,07 321,6 £15,03
Novembro 910,8 £ 18,76 2,69+0,11 437,3 £ 29,03
Dezembro 877,5+ 18,02 2,48 £ 0,09 380,9 £ 21,72
Ovério Esquerdo
Més Diametro (um) £ EP  Area (mm?) +EP  Volume (mm®) + EP

Janeiro 888,3 + 14,91 2,52 +0,08 386,2 +19,11
Fevereiro 886,5 £ 22,34 2,56 0,12 405,7 £ 28,98
Marco 907,2 £ 24,33 2,71+0,12 442,7 £ 25,75
Abril 966,0 £ 30,54 3,14 +£0,28 600,6 £ 121,7
Maio 1060 * 23,96 3,66 £0,17 697,8 £ 51,59
Junho 1065 £ 32,62 3,78 £0,19 737,0 £ 46,56
Julho 1005 + 27,76 3,34 £0,17 616,4 £ 43,20
Agosto 1002 + 21,23 3,23+0,12 564,7 £ 27,72
Setembro 979,4 + 39,13 3,19 +£0,25 584,1 + 68,20
Outubro 848,7 £ 28,99 2,40£0,16 380,2 £ 36,57
Novembro 918,2 £ 15,65 2,71 £ 0,09 435,3 £ 21,53
Dezembro 795,8 £ 13,79 2,03 0,06 280,5+ 12,52
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Tabela 3. Média da quantidade de foliculos ao longo do ano nos ovérios direito e
esquerdo de Eptesicus furinalis.

Ovario Direito

Més Primordial Priméario Secundario Terciario  Antral Total Atresia
Janeiro 35,52 + 2,00 £ 0,76 £ 0,22 0,05 + 0,09 + 7,08 + 1,19 + 0,26
3,44 0,37 0,05 0,06 1,42
Fevereiro 28,35 + 1,55+ 1,15+0,23 0,40 + 0,10 + 6,31 + 1,2+0,32
4,58 0,26 0,15 0,07 1,43

Marco 28,79 + 1,83+ 1,75+0,30 0,37 + 0,04 + 6,56 + 2,08 £ 0,57
2,88 0,35 0,13 0,04 1,17
Abril 33,09 + 1,82 + 0,91 £ 0,20 0,26 + 0,17 + 7,25 + 2,96 + 0,99
3,17 0,30 0,11 0,08 1,36
Maio 20,32 + 1,84 + 0,72+0,18 0,24 + 0,08 + 4,64 + 8,28 +1,96
2,00 0,26 0,09 0,05 0,81
Junho 16,39 + 1,70 + 0,52+0,14 0,52 + 0,04 + 3,83+ 2,87 £ 0,67
2,16 0,36 0,16 0,04 0,73
Julho 36,00 + 4,7 1,41+ 0,75+0,14 0,12 + 0 7,66 + 2,08 + 0,45
0,24 0,09 1,53
Agosto 26,30 + 2,50 + 0,40 £ 0,22 0,20 + 0,20 + 5,92 + 0,50 + 0,17
3,21 0,83 0,13 0,13 1,59
Setembro 52,08 + 4,64 + 1,43 +0,63 0,64 + 0 11,04+ 1,07 +0,30
6,22 1,24 0,22 2,63
Outubro 35,91 + 1,56 + 0,43 +0,16 0,04 + 0 7,59 + 12,13 +
6,77 0,25 0,04 1,88 2,70
Novembro 26,80 + 3,15+ 1,65+0,33 0,10 + 0,20 + 6,38 + 2,00 £ 0,51
3,35 0,53 0,07 0,15 1,23
Dezembro 21,15+ 154 + 1,54 +0,50 0,61 0,08 + 498 + 0,46 +0,18
3,71 0,27 0,38 0,08 1,25
Ovario Esquerdo
Més Primordial Priméario Secundario Terciario  Antral Total Atresia
Janeiro 18,37 + 2,10 £ 0,84 + 0,26 0,10 £ 0,31+ 4,34 + 1,26 £ 0,29
2,56 0,31 0,07 0,13 0,89
Fevereiro 34,10 + 2,40 + 1,20 £ 0,30 0,30 + 0,10 + 7,62 + 1,45+ 0,38
5,02 0,35 0,13 0,10 1,66
Marco 19,61 + 1,48 + 0,61 +£0,20 0,48 + 0,04 + 4,44 + 2,19 + 0,67
2,16 0,27 0,19 0,04 0,83
Abril 23,09 + 1,70 + 0,91 +0,21 0,35+ 0,09 + 523+ 7,56 +2,38
4,41 0,28 0,12 0,06 1,21
Maio 27,00 + 2,08 + 0,52 £ 0,20 0,32 + 0 5,98 + 8,36 +1,78
2,92 0,33 0,11 1,11
Junho 14,81 + 1,67 + 1,09 + 0,27 0,33+ 0 3,58 + 3,00 £ 0,54
2,36 0,37 0,14 0,73
Julho 33,13 + 1,67 £ 1,08 £ 0,23 0,12 + 0,12 + 7,22 + 2,12 +0,43
3,98 0,29 0,07 0,07 1,42
Agosto 13,90 + 1,45+ 0,55+0,18 0,15 + 0,05 + 3,22 + 2,00 + 0,55
2,13 0,29 0,11 0,05 0,68
Setembro 36,79 + 2,36 + 1,07 £ 0,40 0,14 + 0,07 £ 8,09 + 1,21 + 0,46
7,33 0,68 0,10 0,07 2,25
Outubro 37,71 + 1,76 + 0,35+0,24 0,18 + 0 8,00 + 15,82+2,86
6,60 0,45 0,09 2,07
Novembro 16,81 + 1,90 + 1,14 £ 0,32 0,33+ 0,14 + 4,07 + 1,38 +£0,28
2,23 0,43 0,13 0,08 0,77
Dezembro 45,36 + 2,50 + 1,00 £ 0,33 0,36 + 0 9,84 + 0,50 £ 0,17

12,60 0,58 0,17 3,25
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1 | INTRODUCTION

Abstract

The Neotropical bat species Artibeus planirostris and Eptesicus furinalis present a
different morphology of the female reproductive organs: the first presents a simplex
uterus, while the second presents a bicornuate uterus, but there is no information
about their ovaries. Our aim was to compare the general ovary morphology and the
folliculogenesis process in these species to increase the knowledge about the repro-
ductive diversity of tropical bats. We observed a morphological distinction between
the ovaries of both species: A. planirostris presents the primordial follicles located
in a cranial portion of the ovary and the interstitial gland cells are not distinctive,
while in E. furinalis, the primordial follicles are located throughout the cortex, and
there is an abundance of interstitial gland cells. Both species present binovular or
triovular follicles. Artibeus planirostris is a monovular species, with a preferential
ovulation in the left side. Some females of E. furinalis exhibited two corpora lutea
in the same ovary, and others presented a corpus luteum in both right and left
ovaries at the same time; thus, E. furinalis is a polyovular species. Our results
express the variation be-tween two Neotropical species, reflecting the great
variation in the reproductive as-pects in Chiroptera.

KEYWORDS
follicular development, ovulation, polarized ovary, reproduction, reproductive morphology

temperate species, while other species present spermatogen-
esis activity throughout the year (Araljo, Amaro, Talamoni,

Bats are characterized by a great variety of reproductive
strategies (Crichton & Krutzsch, 2000; Rasweiler, 1993), and
this is related to the adaptation to different habitats. In
temperate zones, bat reproduction is seasonal and both males
and females present adaptations to hibernation (Crichton &
Krutzsch, 2000; Gustafson, 1979). In tropical regions, bat
reproduction shows geographical variability, with males of
some species presenting testicular regression similar to

Acta Zoologica. 2018;1-12.
wileyonlinelib

rary.com/journal/azo © 2018 The

Royal Swedish Academy of Sciences 1

& Godinho, 2013; Beguelini, Puga, Taboga, & Morielle--
Versute, 2013; Morais et al., 2013). Females can show varia-
tion in uterus shape and in ovary and follicle physiology and
morphology, and there are even some species with true men-
struation (Crichton & Krutzsch, 2000; Rasweiler, Badwaik,
& Mechineni, 2011).

Phyllostomidae is an exclusive family from the New

World, and among all bat families, it is the one that displays
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the greatest diversity of food sources (Lopez & Vaughan,
2004). Artibeus planirostris is a frugivorous phyllostomid
species with an important ecological role in seed dispersal
(Hollis, 2005; Reis, Peracchi, Pedro, & Lima, 2007), and like
most of the Phyllostomidae bats, it is characterized by a
polyestric bimodal pattern of reproduction (Fleming, Hooper, &
Wilson, 1972; Willig, 1985). However, some au-thors believe
that this species can breed throughout the year (Graham, 1987;
Hollis, 2005). Beguelini et al. (2013) show that the
spermatogenesis process in A. planirostris is active year-
-round, signalling a continuous reproductive cycle where
females could have more than one pregnancy per year.

On the other side, Vespertilionidae is the major family of

bats and is distributed worldwide (Nowak, 1999; Simmons,
2005); however, most investigations about reproduction in this
family have only considered temperate species (Beguelini,
Moreira, Faria, Marchesin, & Morielle--Versute, 2009). The
insectivorous vespertilionid bat Eptesicus furinalis is ex-
clusively Neotropical (Mies, Kurta, & King, 1996) and has an
important ecological role controlling insect populations (Aguiar
& Antonini, 2008). Despite its wide distribution throughout
Central and South America (Miranda, Bernardi,
& Passos, 2006; Simmons, 2005), there are few studies about
the reproductive aspects in this species. Ecological literature
data show that E. furinalis present geographical variability in
reproduction, with females presenting post--partum oes-trus
and males presenting sperm storage in the epididymis
(Barquez, Mares, & Braun, 1999; Gonzélez, 2001; Myers,
1977). Until now, a deeper morphological investigation
about the reproductive aspects in this species has only been
per-formed with males, which show a pattern of testicular
regres-sion with no production of spermatozoa during some
months of the year (Bueno, Beguelini, Comelis, Taboga, &
Morielle-- Versute, 2014).

These two species also present a different morphology of
the female reproductive organs. Artibeus planirostris pres-
ents a simplex uterus, while Eptesicus furinalis presents a
bi-cornuate uterus (Myers, 1977; Rasweiler & Badwaik,
2000). Literature data show that implantation sites can vary
between species with a simplex or a bicornuate uterus, and
this can result in different developmental strategies of the
blastocyst (Rasweiler & Badwaik, 2000).

The few studies involving ovarian morphology analysis

in bat species show that they have different morphologies of
the ovaries and follicles (Antonio--Rubio, Porras--Gémez,
& Moreno--Mendoza, 2013; Rasweiler & Badwaik, 2000;
Spanel--Borowski, 2012). Generally, these differences are re-
lated to the ovarian cycle—the process of folliculogenesis.
Although folliculogenesis is widely preserved within mam-
mals, its early stages, including the accumulation and recruit-
ment of primordial follicles from the resting pool and their
transition into primary follicles, are crucial for female repro-
duction, regardless of the species (Malgorzata, Malgorzata,

Malgorzata, & Tabarowski, 2016; Skinner, 2005). Beside this,
folliculogenesis is a key event in female fertility and dic-tates
concurrent modifications in the endometrium and other ovarian
hormone--sensitive tissues. Indeed, the ultimate goal of this
physiologic progression was to achieve ovulation and offer an
adequate  environment  for installing  gestation—the
consummation of female fertility (Rojas et al., 2015).

Thus, due to the facts that the reproductive characteris-tics
between different bat taxa vary considerably, that there are few
investigations involving the reproductive organs of tropical
species, and because of the absence of investigations about
ovarian morphophysiology in females of A. planiros-tris and E.
furinalis, our aim was to analyse and compare the general ovary
morphology and the folliculogenesis and ovulation process in
these species to increase the knowledge about the reproductive
diversity of tropical bats and to help to understand the different
patterns of tropical bat reproduction.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Animals

Sexually mature females of A. planirostris and E. furinalis were
collected between September 2013 and April 2015 in north-
-western Sao Paulo State, Brazil (20°49'11"S, 49°22'45”W). In
total, 29 females of A. planirostris (20 ani-mals presenting
corpus luteum and nine presenting no corpus luteum) and 29
females of E. furinalis (seven animals pre-senting corpus
luteum and 22 presenting no corpus luteum) were analysed.
Each animal was classified as an adult based on the body
weight, complete ossification of the metacarpal- phalangeal
epiphyses and wear of the teeth (De Knegt, Silva, Moreira, &
Sales, 2005; Kunz & Anthony, 1982).

Capture and captivity of bats were authorized by the
Brazilian institution responsible for wild animal care
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente, IBAMA—Ilicence
number: 21707--1; Sisbio: 59765825--13/04/2010). The ani-
mals were treated according to the recommendations of the
Committee on Care and Use of Laboratory Animals from the
Institute of Laboratory Animal Resources, National Research
Council, “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (Committee on Care and Use of Laboratory
Animals, 1980). All the procedures were authorized by the
Ethics Committee on Animal Use of IBILCE/UNESP
(Process: 102/2014-- CEUA), and all the specimens are
housed in the Chiroptera Scientific Collection at the Sé&o
Paulo State University (DZSJRP-UNESP).

2.2 | Preparation of the ovaries and

histomorphometric analysis
The animals were euthanized with 80 mg ketamine and 20

mg de xylazine/kg. The ovaries were carefully removed
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FIGURE1 Localization and the
general morphology of the ovaries of

A. planirostris stained with haematoxylin—
eosin. (a) Measurements of ovaries were
taken by cross--sectioning the “a” axis and
the “b” axis. (b) Right and left ovaries
connected to the upper side of the simplex
uterus through the uterine tube (star). (c)
General morphology of the right ovary
showing the cortex, medulla and primordial
follicles (arrow). (d) Cross section of the
uterus and the ovaries (arrowhead) showing
primordial follicles localized on the medial
side of the ovary. (e) Primordial follicles
(arrow). (f) General morphology of the left
ovary which presented a single corpus
luteum. (cl: corpus luteum; co: cortex; lo:
left ovary; me: medulla; ro: right ovary;
uce: uterine cervix; uco: uterine corpus; ut:
uterus). [Colour figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]

and fixed using a methanol: chloroform: acetic acid (6:3:1)
fixative solution for three hours at 4°C, then dehydrated in
ethanol, clarified in xylene, embedded in paraffin, sec-
tioned (5 pm) and stained with haematoxylin—eosin (Ribeiro
& Lima, 2000) to show the basic morphology of the ovar-
ian tissue, and, to a more detailed analysis, the ovary sec-
tions were stained with periodic acid—schiff (PAS, Behmer,
Tolosa, & Freitas--Neto, 1976) to illustrate the follicular
zona pellucida composed by glycogen component, Masson
Tushman’s blue (Delbes et al., 2004), to show the smooth
muscle cells and collagen fibres of the theca interna, and
Gomori’s trichrome (Behmer et al., 1976) to show the in-
terstitial gland morphology, and submitted to histological
and morphometric analyses. The analyses were performed
using an Olympus BX60 microscope (Olympus Optical Co.,
Ltd., Tokyo, Japan) and an Olympus BX--VCB scanner,
both coupled with an image analyser (Image--Pro Plus ver-
sion 6.1 for Windows 1993-2006 Media Cybernetics, Inc.).
The follicles were classified into different stages according
to Williams & Erickson (2012), and follicular atresia was
classified following Bansal and Uppal (2014). The diam-
eters (um) of each ovary, with and without corpus luteum,
were measured with the software Image--Pro Plus, version
6.0 (© Media Cybernetics) for Windows ®. All measure-
ments were taken as shown in Figure la.
The diameter was calculated based on Willians (1977),
using the formula: o
DiaMETER (D)(uM) = AB,

where ‘a’ is the measure of the ovary diameter and ‘b’ is the
diameter in 90 angle.

The mean values and standard deviations were
calculated. We applied paired t tests to determine the
significant differ-ence (p < .05) between the right and left
ovaries. All statis-tical analyses were performed using the
GraphPad InStat 3 software.

3 | RESULTS

3.1 | General ovary morphology

In A. planirostris, the ovaries are located on both sides of
the upper side portion of the simplex uterus (Figure 1b),
while in E. furinalis, the ovaries are located in the cranial
portion of each horn of the bicornuate uterus (Figure 2a). In
both spe-cies, the ovary shape is round to oval and
histologically di-vided into cortex and medulla; however,
the limits between these two regions are not distinct.

The cortex consists of a connective tissue and fibroblasts
surrounding the follicles in different stages of maturation and
the corpus luteum (if present). The medulla, which is cen-trally
located in the ovaries, is composed of loose connec-tive tissue
and contains blood vessels and nerves. The whole ovarian
surface is covered by a layer of cubic to flattened epithelial
cells and, between this layer and the cortex, there is a basement
membrane called “tunica albuginea.” The pri-mordial follicles
are located next to the surface epithelium
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FIGURE?2 Localization and the general morphology of the ovaries of E. furinalis stained with haematoxylin—eosin (b--c) and Gomori’s trichrome

(d). (a) Right and left ovaries in the cranial portion of the bicornuate uterus. (b) General morphology of the ovary showing the cortex and medulla with
blood vessels and nerves (arrowhead) and primordial follicles (arrows) spread throughout the ovary, not constituting a polarized ovary. (c) General
morphology of the ovary with two corpora lutea. (d) Ovary Gomori’s trichrome stained. Note that the surface of the ovary is lined with a simple epithelium
of cuboidal to columnar cells, which is attached above a basement membrane, the tunica albuginea. There is an abundance of interstitial gland cells
(asterisk) in the cortex and in the medullary portion of the cortex. (bl: blood vessel; cl: corpus luteum; co: cortex; lo: left ovary; mc: medullary portion of

the cortex; ro: right ovary; se: surface epithelium; ta: tunica albuginea; ut: uterus). [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

and the tunica albuginea, while the other stages of follicles
are located in the region among the cortex and the medulla,
the medullary section of the cortex (Figure 2b).

A general morphological distinction between the ovaries
of A. planirostris and E. furinalis in regard to the distribu-
tion of primordial follicles and the interstitial gland cells
was noted. In the ovary of A. planirostris, the primordial
follicles are restricted to a zone in the periphery of cortex,
located only in the medial side of the ovary, and the
interstitial gland cells are not distinctive (Figure 1c--e),
while in E. furinalis, the primordial follicles are located
throughout the cortex, next to the surface epithelium, and
there is an abundance of interstitial gland cells (Figure 2b,d).
However, when the fol-licles grow and mature, they occupy
large area of the cortex until close to the ovarian medulla in
both species (Figures 1c and 2b).

3.2 | Folliculogenesis

Five different follicular stages were observed in the ovaries
of both species and were grouped into two categories:
preant-ral follicles (primordial, primary, secondary, tertiary)
and the antral follicle (Graafian or antral follicle; Figure 3).
The primordial follicle (Figure 3a) appears close to the

tunica albuginea and contains a small primary oocyte with a

central nucleus and a prominent nucleolus. Surrounding
the oocyte is a thick basal lamina and, attached to this
lamina, a single layer of flattened follicular cells, which
has an elon-gated nucleus and little cytoplasm.

With the development of the follicle, the oocyte in-
creases in size and the single layer of follicular cells be-
comes cubic; the cells are now called granulosa cells.
These cells present a central round nucleus and a
prominent nucleolus. The nucleus of the oocyte is
eccentric with a prominent nucleolus, and the follicle is
now called primary follicle (Figure 3b).

In the secondary follicle (Figure 3c), the granulosa cells
divide mitotically, resulting in two or more layers, which
present a round to oval nucleus with a prominent nucleolus.
The oocyte with a peripheral nucleus increases in size and
develops an extracellular matrix surrounding it, called zona
pellucida. Further, a sheath of connective tissue cells is de-
veloped surrounding the follicle, known as the theca layer,
which is divided into an outer portion, the theca externa,
con-taining smooth muscle cells and collagen fibres, and the
theca interna, the thinner layer composed of cubic cells
(Figure 3i).

The granulosa cells start to secrete the antrum fluid,
which accumulates between the cells of the granulosa
layers, form-ing small cavities, and from that stage, the
follicle is called tertiary follicle (Figure 3d). At this stage,

the granulosa cells
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F 1 GURE3 Histological sections of the ovaries of A. planirostris and E. furinalis showing the folliculogenesis process. (a) Primordial follicles,
surrounded by a single layer of flattened cells limited by a basal lamina (arrowhead), and the oocyte with a central nucleus (arrow).

(b) Primary follicle, surrounded by a single layer of cubic granulosa cells, and an eccentric nucleus (arrow) in the oocyte. (c) Secondary follicle
surrounded by two or more layers of granulosa cells. The zona pellucida (arrow) surrounds the oocyte, and the follicle is surrounded by the theca
externa (te) and the theca interna (ti). PAS stain. (d) Tertiary follicle with small cavities (arrow) within the granulosa layers (gr). () Antral follicle
presenting the antrum (an) in the granulosa cells layers. () In the pre--ovulatory or Graafian follicle, the antrum is now a single cavity (an), where
the oocyte is surrounded by the corona radiata (arrowhead), which connects with the granulosa cells through the cumulus oophorus (arrow). (g)
Cross section of a binovular follicle (arrow) in transition from primary to secondary stage, separated by granulosa cells. (h) Cross section of an
atretic binovular follicle (arrow) in transition from the secondary to the tertiary stage, separated by granulosa cells. (i) Cross section of a
secondary follicle stained with Masson Tushman’s blue; note the theca interna (star), composed of a thin layer of cubic cells, and the theca externa
(arrow), containing smooth muscle cells and collagen fibres. (an: antrum; cu: cubic cell; fl: flattened cell; gr: granulosa cell; te: theca externa; ti:
theca interna). [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

present a round nucleus, with a prominent nucleolus and a with the granulosa cells through the cumulus oophorus.
small amount of cytoplasm. Both theca interna and externa are more distinguishable,
As the granulosa cells secrete more fluid, the cavities start and the oocyte is ready to be ovulated. This follicle is
to increase and merge into each other, resulting in a major known as pre-- ovulatory or Graafian (Figure 3f).
cavity, known as antrum, and now the follicle is called an-tral We could observe that both species presented
follicle (Figure 3e). As the follicle develops, the antrum binovular or triovular follicles separated by granulosa
increases in size until it becomes a single cavity, where the cells (Figure 3g). However, this condition was only
oocyte is eccentrically positioned and surrounded by a single observed in primary or sec-ondary follicles, and with the
layer of granulosa cells, the corona radiata, which connects development of these follicles, they became atretic

(Figure 3h).
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3.3 | Corpusluteum

In both species, after follicle rupture and ovulation, the fol-
licle becomes a folded and rounded structure called “corpus
luteum,” which is composed of theca cells (or small luteal
cells), granulosa cells (or large luteal cells) and blood
vessels (Figure 4a). The granulosa or large luteal cells are
spherical shaped cells with a round, darker stained nucleus,
while the theca or small luteal cells are spindle--shaped with
a lighter stained, irregular nucleus.

In A. planirostris, only one of the ovaries presented a
corpus luteum (Figure 1d), in which 76.2% of the corpora
lutea were present in the left ovary. Therefore, A. planiros-
tris is a monowvular species, producing just one ovum per
cycle, with a preferential ovulation in the left side. The
number of corpora lutea in the ovaries of E. furinalis var-
ied. Some females presented two corpora lutea in the same
ovary (Figure 2c¢), while others presented corpora lutea in
both right and left ovaries at the same time. Thus, E. furi-
nalis is a polyovular species, producing more than one
ovum by cycle.

FIGURE4 Corpus luteumand
corpus albicans structures, and the follicular
atresia in A. planirostris and E. furinalis
ovaries stained with haematoxylin—eosin.
(a) The corpus luteum of both species

with lighter granulosa or large luteal cells
(arrow) and darker theca or small luteal
cells (arrowhead). (b) The corpus albicans
(arrow) of both species is composed of a
fibrous connective tissue and fibroblasts.
(c) Atretic follicles presented oocyte with
pyknotic nucleus (arrow) and macrophage
infiltration (arrowhead), and a gap between
the granulosa layer cells and zona pellucida
(9ap). (d) In more advanced atresia, the
follicle showed an irregular shape. (e) Type
A atresia in preantral follicles. (f) Type B
atresia in antral follicles (bl: blood vessel;
gr: granulosa cells; oc: oocyte). [Colour
figure can be viewed at wileyonlinelibrary.
com]

In both species, the corpus luteum degenerates into
the corpus albicans, which is composed of a fibrous
connective tissue and fibroblasts (Figure 4b).

34 | Atresia

Follicular atresia was observed in ovaries of both species
and occurred in all follicle stages which presented granu-
losa cells with pyknotic nuclei, condensed chromatin in
the nucleus of the oocyte and a gap between the
granulosa layer cells and the zona pellucida, due to an
involution of the oocyte (Figure 4c). In more advanced
atresia, the fol-licle showed an irregular shape (Figure
4d). We could also observe macrophage infiltration in
the oocyte of follicles in atresia (Figure 4c).

We recognized two types of atresia in both species,
type A and type B. Type A atresia (Figure 4e) occurs in
preantral follicles (primordial to secondary follicles), in
which the 0o-cyte degenerates before the granulosa cells.
In type B atresia (Figure 4f), which occurs in antral
follicles, the granulosa cells start to degenerate before
the oocyte.
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TABLE1 Ovariandiameter of Artibeus planirostris and Eptesicus furinalis in the presence and absence of corpus luteum

Ovary without corpus luteum

Ovary with corpus luteum

Diameter (um) Left ovary

1,608.30 +282.28
934.68 +164.47

Artibeus planirostrisa
Eptesicus furinalisb

Right ovary

1,550.55 +417.48
870.21 +176.25

Left ovary

1,982.87 +504.58
995.95 +144.20

Right ovary

1,961.175 + 388.73
1,034.95 + 102.18

Significant test (p <.005) between the right ovary and left ovary of A. planirostrisa (0.034 without corpus luteum; 0.18 with corpus luteum) and E. furinalisb (0.09

with-out corpus luteum; 0.64 with corpus luteum).

35 | Morphometry

The diameters of the right and left ovaries for both species
are shown in Table 1. For the measurements, we classified
the ovaries into presenting corpus luteum and presenting no
corpus luteum. In all cases, we observed no significant dif-
ference between the right and left ovaries for both species.

4 | DISCUSSION

Although the ovarian morphology of A. planirostris and E.
furinalis represents the general mammalian pattern, which is
divided into cortex and medulla, with the folli-cles
distributed in the cortex region (Spanel--Borowski, 2012),
the ovaries presented the characteristic morphology of other
members of their families. While Artibeus plani-rostris
presented a polarized ovary in which the primor-dial
follicles are localized in the medial side of the ovary, E.
furinalis presented an abundance of interstitial gland cells in
the medullary portion of the cortex and the fol-licles
dispersed throughout the cortex, next to the surface
epithelium.

Ovarian follicles unite (put together) in a specific re-gion
of the cortex, characterizing the polarized ovaries, which has
been observed in some Phyllostomidae spe-cies such as
Artibeus jamaicensis (Antonio--Rubio et al., 2013),
Glossophaga soricina (Komar, Zacharachis--Jutz, Cretekos,
Behringer, & Rasweiler, 2007), Leptonycteris curasoae
(Hood & Smith, 1983), Phyllostomus discolor, Phyllostomus
elongatus (Rasweiler & Badwaik, 2000) and Sturnira lilium
(Antonio--Rubio et al.,, 2013) and some Pteropodidae
species, Otopteropus cartilagonodus and Ptenochirus jagori
(Heideman, Cummings, & Heaney, 1993; Heideman &
Powell, 1998; Pow & Martin, 1994, 1995). Except for G.
soricina, in which only the area with the primordial follicles
is covered with the ovarian surface epithelium (OSE)
(Komar et al., 2007), A. planirostris , as the other species,
presented all the ovary covered by the surface epithelium. In
G. soricina, ovulation takes place only in the region of the
ovary covered by the OSE, while in A. planirostris and E.
furinalis, it takes place at the

largest part of the ovarian surface, similar to other phyl-
lostomid species.

Studies in several species, including humans,
involving the OSE have produced evidences that it has
the capacity to participate in ovulation--related functions
in a variety of ways that are regulated by a complex set
of hormone/growth factor responses.

The abundance of interstitial gland cells is a
character-istic of species in the Vespertilionidae family,
but is also present in some species of Molossidae
(Rasweiler, 1988), Furipteridae, Natalidae,
Thyropteridae and Mystacinidae (Rasweiler & Badwaik,
2000). Interstitial gland cells are differentiated cell types
derived from the theca, which are androgen--producing
cells (Guraya, 1978). The granulosa cells produce
aromatase, which converts androgen to oes-trogen, and
the interstitial gland cells act as an oestrogen substrate
delivery, indirectly promoting follicle growth (Spanel-
-Borowski, 2012). Among mammals, there is a great
variability in the distribution of interstitial glands be-
tween different taxa (Guraya, 1978), but the difference in
the abundance of interstitial gland cells between A. plan-
irostris and E. furinalis could be related to a difference
in ova production and hormone requirement between
these species.

The classification of the follicles during folliculogenesis
is an important step and should be widely standardized in
order to compare different species and a prerequisite to use
the primordial pool to enhance reproductive efficiency in
domestic animals, humans and endangered species
(Fortune, 2003). There are different proposals to categorize
the folli-cles during folliculogenesis, generally considering
the num-ber of cells in the granulosa layers (Pedersen &
Peters, 1968), the diameter of the follicles (Boling, Blandau,
Soderwall,

& Young, 1941; Paesi, 1949), the number of granulosa lay-
ers (Hadek, 1965; Myers, Britt, Wreford, Ebling, & Kerr,
2004; Palma--Cerda, Di Fiore, Sepulveda, Duran, & Raucci,
2012), presence/absence of antrum cavity (Myers et al.,
2004; Pedersen & Peters, 1968) and the size of the oocytes
(Pedersen & Peters, 1968). According to the classification
by Williams & Erickson (2012), which takes into account
three factors, the number of layers of granulosa cells, the
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antrum, we stated that A. planirostris and E. furinalis have
five follicle stages in the folliculogenesis.

The presence of binovular to multi--oocyte follicles has
been reported for several mammals (Pepling & Spradling,
2001; Sawyer et al., 2002; Tingen, Kim, & Woodruff,
2009), and they are divided into two types: in type I, the
multi-- oocyte follicles are separated by follicular/granulosa
cells; in type Il, the oocytes of the multi--oocyte follicles
stay in contact with each other. While some authors
hypothesize that these follicles undergo atresia during
process, others believe that they can ovulate (Kennedy,
1924; Reynaud, Viaris de Lesegno, Chebrout, Thoumire, &
Chastant--Maillard, 2009). However, the origin, biological
significance and the fade of these follicles are still
controversial (Balciuniene, Bardwell,

& Zarkower, 2006; Reynaud et al., 2010; Telfer & Gosden,
1987).

In both A. planirostris and E. furinalis, we found only
bi-novular and triovular type 1 follicles, which in an
advanced stage of folliculogenesis they degenerate and are
thus unable to ovulate.

According to the literature, there are two patterns of ovu-
lation within Vespertilionidae (related to the implantation
process): (i) both ovaries are capable of producing and re-
leasing oocytes, but usually just one does it and implantation
always occurs in the right uterine horn, or (ii) both ovaries
produce and release oocytes, and usually there is, at least, one
embryo implanted in each uterine horn. Both patterns do not
seem to be phylogenetic related, as different species of the
same genus have different patterns, as in the case of Myotis
lucifugus and Eptesicus regulus belonging to the first pattern,
while Myotis austroriparus and Eptesicus fuscus belong to the
second pattern (Rasweiler & Badwaik, 2000). As observed, E.
furinalis follows the second pattern, as this species shows
ovulation in both ovaries and usually produces two litters (Luz,
Jordéo--Nogueira, Costa, & Esbérard, 2011).

The eastern populations of the two North American species
E. fuscus and Pipistrellus pipistrellus release three to seven or
more ova, but only two litters are produced per cycle (Wimsatt,
1945, 1975). The presence of two corpora lutea in the same
ovary of E. furinalis, while the other ovary had, at least, one
corpus luteum, and the presence of two em-bryos in the uterus
(personal observations) could mean that this species can
produce at least three ova each cycle, with the production of
two litters, as in the case of the two North American species
cited above. Also, there was no significant difference between
the right and left ovaries of E. furinalis.

The condition of polyovulation is not exclusive of bats, as it
was also reported for caviomorph rodents, elephant shrews,
tenrecs (Wimsatt, 1975), pronghorn (Carling, Patryce, &
ByersSource, 2003), goats (Cuetoa, Gibbonsa, Alberiob,
Taddeoa, & Gonzalez--Bulnesc, 2006), domestic cats (Miclaus,
Groza, & Oana, 2007), and plains viscacha (Flamini, Barbeito,
Gimeno, & Portiansky, 2009). The reason

why these mammals can ovulate more than two ova to
pro-duce just one or two litters could be an adaptation to
ensure an appropriated number of ova for litter
production (Birney & Baird, 1985).

Furthermore, E. fuscus presents a promiscuous

mating system, where males and females can copulate
with more than one partner, and the females can solicit
copulations actively from multiple males (Mendonga,
Chernetsky, Nester, & Gardner, 1996). In the case of the
eastern pop-ulations in North America, some
populations can pres-ent offspring with multiple
paternities (Vonhof, Barber, Fenton, & Strobeck, 2006).
Different mates with different males allow genetic
variability in the sperm and hetero-zygosity in the
offspring, ensuring higher fitness and sur-vival of the
offspring (Foerster, Delhey, Johnsen, Lifjeld,
& Kempenaers, 2003; Spottiswoode & Mgller, 2004).
The production and release of more oocytes can be
related to the increase in the heterozygosity in the
offspring associ-ated with the promiscuous mating,
which could be the case in E. furinalis.

Unlike E. furinalis, we could note that A. planirostris
present a partial dominance of the left ovary, with 76.2%
of the owulation occurring in the left ovary. The
asymmetry of the reproductive organs is a stronger
characteristic in bats than in any other mammal order
(Wimsatt, 1979). The asym-metry of the reproduction in
bats can be related to anatomical and/or functional
aspects of the reproductive organs; that is, it can be
related to a partial or complete dominance of one ovary,
the alternation of ovulation between both ovaries, dif-
ferential stimulation of the oviducts and uterine horns,
and/ or the dominance of one uterine horn (Rasweiler &
Badwaik, 2000).

Although E. furinalis has no ovarian asymmetry, the
asymmetrical pattern does not seem to be
phylogenetically related, as members of the same family
can present different patterns of asymmetry. For
example,  within  Vespertilionidae, = Miniopterus
schreibersii, Miniopterus australis and Miniopterus
fraterculus present a partial dominance of the left ovary
(Bernard, 1980; Richardson, 1977), while Pipistrellus
ceylonicus, Pipistrellus hesperus, Pipistrellus mimus and
Pipistrellus subflavus present both ovaries func-tioning
during each cycle, but sometimes, a frequency of
ovulation can be seen in the right ovary (Gopalakrishna
& Badwaik, 1988; Gopalakrishna, Thakur, & Madhavan,
1975; Wimsatt, 1945).

Dextral or partial dominance seems to be more
frequent in Chiroptera, involving not only ovulation in
the right ovary, but also a foetus development in the
right portion of the uterus (Rasweiler & Badwaik, 2000).
Sinistral dominance or partial dominance occurs only in
Mormoops  megalophylla, Natalus  tumidirostris,
Hipposideros sp., M. schreibersii, M. austra-lis, M.
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For the Phyllostomidae species, Desmodus rotundus,
Carollia sp. and G. soricina have both functional ovaries,
with an alternation of ovulation (Rasweiler, 1974, 1979).
However, A. planirostris presents both functional ovaries,
but with a partial sinistral dominance of ovulation. Besides
the partial dominance of the left ovary of A. planirostris, we
could not find any significant difference between the ovaries
of this species.

Females of A. planirostris ovulate just one ovum per
cycle, which is consistent with the number of offspring
produced by females. In general, phyllostomid females pro-
duce just one litter per cycle (Fleming et al., 1972; Taddei,
1976).

To date, there is no information about the mating be-haviour
of A. planirostris, but a related species from the same genus, A.
jamaicensis, presents a harem organization, with one dominant
male defending a group of 4 to 20 females, and usually those
females copulate with just one male (Kunz, August, & Burnett,
1983; Ortega, Guerrero, & Maldonado, 2008). The condition of
the harem might be leading to the condition of females of A.
planirostris to produce just one ovum per cycle, as each female
copulates with just one male.

5 | CONCLUSIONS

Artibeus planirostris and E. furinalis present an ovary mor-
phology with characteristics related to the family and genus
to which they belong: A. planirostris has a polarized ovary,
with all the primordial follicles located in a portion of the
ovary and few interstitial gland cells, while E. furinalis pre-
sents an abundance of interstitial gland cells and the primor-
dial follicles located in all the ovary. Besides, A. planirostris
is a monovular and E. furinalis a polyovular species. Our re-
sults express the variation between two Neotropical species,
reflecting the great variation in the reproductive aspects in
Chiroptera.
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V. CONSIDERACOES FINAIS
Com base no exposto, séo considerac@es deste trabalho:

- O processo de regressdo testicular em Eptesicus furinalis acarreta em mudancas
morfométricas (area do tubulo seminifero) e estereoldgicas (porcentagem relativa de
epitélio, lumen e tecido intersticial) nos testiculos durante as suas quatro fases
testiculares, sendo que essas mudancas ocorrem de acordo com a atividade
espermatogénica do testiculo, apresentando maiores valores na fase ativa e menores

valores na fase regredida.

- a regressdo e a recrudescéncia dos testiculos durante o processo de regressao testicular
sdo controladas pelos hormonios androgenos, evidenciadas pela variacdo na expressdo
dos receptores de LH nas células de Leydig e AR nas células de Sertoli, e a
recrudescéncia testicular ocorre por proliferacdo das células teticulares, evidenciada

pela variagdo na marcacao positiva de PCNA.

- 0 epididimo de E. furinalis apresenta a morfologia geral semelhante a de outros
mamiferos, sendo dividido em cabeca, corpo e cauda, e apresentando o epitélio

composto por células principais, basais, apicais, claras, estreitas e halo.

- a altura do epitélio e a porcentagem relativa de epitélio, limen e estroma apresenta
variacdo nas trés regides do epididimo em relacdo ao processo de regressao testicular,
sendo que a média da altura do epitélio é maior na fase ativa e menor na fase regredida,
enguanto que a porcentagem relativa de estroma é maior na fase regredida e menor na

fase ativa.

- a porcentagem relativa do limen na cauda do epididimo durante as fases em regressédo
e regredida apresentam os maiores valores quando comparadas com a mesma regido nas
outras fases. Portanto, o maior valor relativo de Ilimen na cauda do epididimo durante as
fases em que a espermatogénese nao ocorre € indicativo de armazenamento de

espermatozoides.
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- 0 processo de foliculogénese nas espécies Artibeus planirostris e E. furinalis é similar
ao de outros mamiferos e os foliculos podem ser classificados em primordiais,

primarios, secundarios, terciarios e antrais.

- A. planirostris e E. furinalis apresentam a morfologia geral do ovario similar a de
outros mamiferos, sendo o ovério dividido em cortex e medula. Entretanto, E. furinalis
apresenta uma abundancia de glandulas intersticiais e foliculos primordiais distribuidos
por todo o ovério, enquanto A. planirostris apresenta poucas glandulas intersticias e 0s
foliculos primordiais estdo localizados em uma area espcifica do ovério, constituindo

um ovario polarizado.

- Ambas as espécies diferem também no padrdo de ovulagdo. A. planirostris libera um
Unico odcito predominantemente pelo ovario esquerdo, enquanto E. furinalis pode

liberar mais de um oGcito por ambos 0s ovarios.

- o ciclo reprodutivo anual das fémeas de E. furinalis apresenta fémeas ndo reprodutivas
(ndo gravidas e ndo lactantes) de Janeiro e Julho, e fémeas gravidas e/ou lactantes de

Agosto a Dezembro.

- durante o ciclo reprodutivo anual das fémeas de E. furinalis, ocorre uma variagdo na
producdo folicular, apresentando foliculos antrais durante a gravidez e lactacdo, e
variacdo na concentracdo serica de estradiol, apresentando o maior valor no més de

Setembro.

- a presenca de foliculos antrais durante o periodo de gravidez e lactacdo, a presenca de
fémea gravida em Dezembro, e a variacdo na concentracdo sérica de estradiol séo
indicativas da ocorréncia de estro pos-parto em E. furinalis, podendo ocorrer entdo a

producéo de filhotes duas vezes ao ano, indicando um padrdo bimodal para a espécie.

Com esses resultados, mostramos a complexidade da fisiologia e da morfologia
reprodutiva nos machos e fémeas de E. furinalis, bem como a variagdo na morfologia

dos érgdos reprodutivos entre diferentes espécies de morcegos tropicais.



