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RESUMO

Chiroptera € a segunda maior ordem de mamiferos, esta apresenta diferentes estratégias
e algumas caracteristicas reprodutivas unicas. Entretanto, raros sdo os relatos
relacionados com as glandulas reprodutivas acessorias (GRAs) masculinas de morcegos
brasileiros. Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar e comparar
morfologicamente as GRAs de duas espécies de Phyllostomidae, Artibeus planirostris e
Platyrrhinus lineatus, procurando tracar um panorama anatomico, histoldgico e
histoquimico comparativo, levando em conta as possiveis influéncias da sazonalidade e
da concentracdo plasmatica de esteroides sexuais sobre as glandulas ao longo do ano.
Machos adultos de ambas as espécies foram coletados no municipio de Sao José do Rio
Preto de maio de 2009 a julho de 2010, ¢ as GRAs foram submetidas as analises
macroscopicas, microscopicas e ultraestruturais. Este estudo mostrou que as GRAs, de
ambas as espécies estudadas, s3o compostas por um complexo glandular prostatico, com
duas regides distintas (ventral e dorsal), glandulas parauretrais dispersas e um par de
glandulas bulbouretrais, ¢ ndo apresentam glandula vesicular. Macroscopicamente, a
regido ventral apresenta uma coloragdo esbranquicada, aparéncia compacta e circunda a
parte ventral da uretra. J4 a regido dorsal apresenta coloracdo rosa e aparéncia
translucida, esta intimamente ligada a regido ventral circundando a parte dorsal da
uretra, esta regido recebe os ductos deferentes. As glandulas bulbouretrais localizam-se
na raiz peniana e as glandulas parauretrais estdo dispersas no tecido conjuntivo da
uretra. Microscopicamente a regidao ventral apresenta um epitélio indefinido com células
secretoras e poucas cé¢lulas basais, esse epitélio produz uma secrecdo PAS positiva. A
regido dorsal apresenta um epitélio pseudoestratificado colunar, com células basais e
secretoras, essa regido apresenta trés tipos de secrecdo: basoéfila, PAS positiva e mista.

J4

A glandula bulbouretral ¢ uma glandula acinar de formato oval, parcialmente
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circundada por tecido muscular, apresenta epitélio cilindrico com nucleos basais, a
secrecdo ¢ PAS positiva. Nossos dados histologicos e ultraestruturais também
confirmaram a natureza prostatica da regido dorsal e a holocrina da regido ventral, fato
este nunca antes descrito para a glandula prostatica. Quanto aos dados sazonais,
concluimos que A. planirostris apresenta um padrao de reprodugdo poliéstrico bimodal
para espécimes do noroeste do estado de Sdo Paulo e que esse padrdo aparenta ser
intimamente regulado por um aumento gradativo da taxa de testosterona circulante, que
estimula ambas as regides prostaticas a se prepararem para os dois periodos
reprodutivos. Assim, quando comparamos nossos dados anatdmicos e fisiologicos com
a literatura e estudos prévios do nosso laboratério, podemos inferir que as GRAs de
Phyllostomidae (Stenodermatinae) apresentam um padrdo morfoldégico comum.
Sugerimos que sejam realizados mais estudos envolvendo a estrutura e fisiologia das
GRAs em diferentes espécies de morcegos, os quais contribuirdo para um melhor
entendimento dos processos reprodutivos em Chiroptera e, quando associados a outros

caracteres, contribuirdo também as filogenias morcego.

PALAVRAS-CHAVE: Chiroptera, Complexo Glandular Prostatico, Phyllostomidae,

Sazonalidade.



Morfofisiologia das gldndulas reprodutivas acessorias masculinas de morcegos.

ABSTRACT

The Chiroptera is the second largest mammalian order, presenting different reproductive
strategies and some unique reproductive features. However, there are no reports related
to male reproductive accessory glands (RAGs) in Brazilian bats. Thus, the aim of this
study was to characterize and compare morphologically the reproductive accessory
glands (RAGs) of two species of Phyllostomidae, Artibeus planirostris and Platyrrhinus
lineatus, providing a comparative overview of anatomical, histological and
immunohistochemical features, considering the possible influence of seasonality and the
serum concentrations of sex steroid hormones on the glands throughout the year. For
such, adult males of both species were collected in nature from May 2009 to July 2010,
and RAGs were evaluated by macroscopic, microscopic and ultrastructural analysis.
This study showed that the RAGs are composed of a prostatic complex, with two
distinct regions (ventral and dorsal), paraurethral glands and a pair of bulbourethral
glands, and do not present seminal vesicles. Grossly, the ventral region presents a white
color and compact appearance, this region partially enclosing ventral part of the urethra.
The dorsal region has a reddish color and translucent appearance; this region
surrounding the dorsal part of the urethra and receives both ducts deferens. The
bulbourethral glands are located in the penile root and paraurethral glands are dispersed
in connective tissue of the urethra. Microscopically the ventral region has an undefined
epithelium with secretory cells and a few basal cells, the epithelium produces PAS
positive secretion. The dorsal region presents a columnar pseudostratified epithelium
with secretory and basal cells, this region has three types of secretion: basophilic, PAS
positive and mixed. The bulbourethral gland is an oval-shaped acinar gland, partially
surrounded by muscular tissue, has cylindrical epithelium with basal nuclei, the

secretion is PAS positive. Histological and ultrastructural data also confirmed the

10
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prostatic nature of the dorsal and ventral holdcrina the region, a fact never before
described for the prostate gland. With regard for seasonal data, we concluded that 4.
planirostris shows a bimodal poliestric pattern of reproduction for the specimens from
northwestern Sao Paulo State and that this pattern appears to be closely regulated by a
gradual increase in the rate of circulating testosterone, which stimulates both the
prostate region to prepare for the two reproductive periods. Thus, comparing our data,
anatomical and physiological, with literature and previous studies from our laboratory,
we can infer that the RAGs Phyllostomidae (Stenodermatinae) present a common
morphological pattern. We suggest that are conducted more studies involving the
structure and physiology of RAGs in different bat species, which contribute to a better
understanding of reproductive processes in Chiroptera, and when combined with other

characters, will also contribute to bat phylogenies.

KEYWORDS: Chiroptera, Phyllostomidae, Prostatic Glandular Complex, Seasonality.

11



Morfofisiologia das gldndulas reprodutivas acessorias masculinas de morcegos.

I- INTRODUCAO

A Ordem Chiroptera

Os morcegos compdem uma das ordens mais diversa e distinta no grupo dos
mamiferos, sendo os unicos que possuem estruturas que permitem um voo verdadeiro.
O nome Chiroptera deriva do grego “cheir” e “pteron” os quais significam mao e asa,
respectivamente, o que sugere que a asa do morcego ¢ uma mao altamente modificada
(PERACCHI et al., 20006).

A ordem Chiroptera constitui-se a segunda maior Ordem dos mamiferos,
apresentando em torno de 200 géneros e 1000 espécies amplamente distribuidas pelo
planeta (Fig. 1), ocorrendo em regides tropicais e temperadas, com excecao de algumas
ilhas oceanicas remotas e a Antartica (EISENBERG e REDFORD, 1999). A ordem
Chiroptera tem sido divida em 2 subordens: Megachiroptera e Microchiroptera. A
primeira ¢ encontrada apenas no Velho Mundo e apresenta uma Unica familia
(Pteropodidae) com 42 géneros e 185 espécies; ja Microchiroptera estd distribuida
amplamente pelo planeta, ¢ compreende 17 familias, 157 géneros e 928 espécies
(SIMMONS, 2005).

A subordem Megachiroptera compreende as maiores formas de morcegos,
com animais que podem ultrapassar 1,5 kg de peso e apresentar o antebrago com mais
de 220 mm, por apresentarem esse grande porte sdo também conhecidos como “raposas
voadoras”. J& os Microchiroptera tem peso entre 2 ¢ 196 g, com o comprimento do

antebrago variando de 22 a 110 mm (AGUIAR e TADDEI, 1995).

12
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Figura 1. Mapa da distribuicao geografica da Ordem Chiroptera no mundo, as areas em
negro representa a distribuigcdo das espécies.

Os morcegos apresentam os mais diversificados habitos alimentares dentre
todos os mamiferos. Dentro do grupo encontramos morcegos que se alimentam de:
insetos e outros artropodes, frutos, sementes, folhas, flores, polen, néctar, pequenos
vertebrados, bem como animais que se alimentam exclusivamente de sangue (BRASS,
1994; FENTON, 1992)

Os Megachiroptera sdao predominantemente frugivoros enquanto que os
Microchiroptera, insetivoros. O hdbito alimentar aparenta estar relacionado com o
habitat de cada espécie, ja que espécies frugivoras, nectarivoras, carnivoras e
hematofagas estdo confinadas as regides tropicais e subtropicais, enquanto que as
insetivoras estdo dispostas em quase todas as regides do planeta (PERACCHI et al.,
2006).

No Brasil sdo conhecidas nove familias, 64 géneros e 167 espécies de
morcegos. Este grande numero de espécie torna a ordem Chiroptera a 2* ordem em

riqueza de espécies no pais, sendo superada apenas pela Ordem Rodentia, com 235

13
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espécies. As familias brasileiras com seu respectivo nimero de espécies sao:
Phyllostomidae (90), Molossidae (26), Vespertilinidae (24), Emballonuridae (15),
Mormoopidae (4), Thyropteridae (4), Noctilionidae (2), Furipteridae (1) e Natalidae (1).
Estas habitam todo o territorio brasileiro, ocorrendo desde a Amazonia, o Cerrado, a
Mata Atlantica, o Pantanal, o nordeste, at¢ os pampas gatuchos, em regides rurais e
também em areas urbanas (REIS ez al., 2007).

Este grupo apresenta poucos registros fosseis, devido principalmente ao
pequeno porte da maioria das espécies e a delicadeza de seu esqueleto 6sseo, os quais
nao fossilizam bem. Os mais antigos registros de morcegos datam do final do Eoceno na
América do Norte e Europa (HAND, 1990). Esses fosseis indicam que os morcegos ja
apresentavam todas as adaptacdes para o vOo neste periodo. Assim ndo se sabe ao certo
como surgiram as pré-adaptacdes de um mamifero terrestre para o aéreo e mesmo qual
seria o parente mais proximo de morcegos, ja que nao temos registros fosseis anteriores
(SCATENA, 20006).

Dentro da ordem Chiroptera, a origem e as relagdes evolutivas ainda sio
muito controversas. Classicamente Chiroptera é considerado um grupo monofilético
alocado na superordem Archonta, juntamente com Primates, Dermoptera e Scandentia
(GREGORY, 1910). Contudo, Pettigrew (1986) propde que os megaquirdpteros estao
mais relacionados aos primatas do que aos microquirdpteros, sugerindo que o grupo ¢
na verdade difilético. Nikaido e colaboradores (2000), baseado em dados moleculares,
sugeriram que Chiroptera estd mais relacionado com Fereuungulata (Carnivora +
Perissodactyla + Certatiodactyla) do que com Archonta, j& Van Den Bussche e
colaboradores (2004) encontraram indicios que refor¢am esta hipotese.

As relagdes entre as diferentes familias de morcegos sdo também motivo de

muito debate. Estudos filogenéticos sugerem que Emballonuridae representa o grupo

14
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basal dentro da subordem Microchiroptera (SMITH, 1976; SIMMONS, 1998) e, estudos
morfologicos sustentam a hipotese de que os embalonurideos foram os primeiros a
chegarem ao Novo Mundo, assim os embalonurideos tém sido considerados os
possiveis ancestrais das familias que ocorrem somente no Novo Mundo (Furipteridae,
Mormoopidae, Natalidae, Noctilionidae, Phyllostomidae e Thyropteridae).

Smith (1976) propds uma filogenia com quatro grupos monofiléticos:
Emballonuroidea  (Craseonycteridae +  Emballonuridae +  Rhinopomatidae),
Noctilionoidea (Phyllostomidae + Mormoopidae + Noctilionidae), Rhinolophoidea
(Hipposideridae + Megadermatidae + Nycteridae + Rhinolophidae) e Vespertilionoidea
(Furipteridae + Molossidae + Natalidae + Mystacinidae + Myzopodidae +
Thyropteridae + Vespertilionidae). Esta hipotese foi questionada por varios trabalhos
subseqiientes (VAN VALEN, 1979; PIERSON, 1986; NOVACEK, 1991; SIMMONS,
1998) e até o momento os pesquisadores ndo estabeleceram um consenso relacionado a
esta problematica.

Portanto, as peculiaridades da ordem Chiroptera, tais como: grande
diversidade de espécies, a ampla variacdo morfoldgica entre as familias, a problematica
filogenética e a grande heterogeneidade de habitats nos quais os animais estao inseridos,
nos fizeram questionar se estas grandes diferengas se refletiriam também na sua biologia

da reproducao.
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A familia Phyllostomidae e subfamilia Stenodermatinae

A familia Phyllostomidae constitui um grupo diverso, com
aproximadamente 148 espécies agrupadas em 48 géneros (NOWAK, 1999). Ela ¢
subdividida em 5 subfamilias: Carollinae, Desmodontinae, Glossophaginae,
Phyllostominae e Stenodermatinae (REIS ef al., 2007). Trata-se de um clado endémico
do Novo Mundo, com registros que se estendem do sudoeste dos Estados Unidos da
América até o norte da Argentina (PERACCHI et al., 2006). Este grupo ¢ caracterizado
por apresentar um apéndice nasal em forma de folha ou ponta de lanca, exceto em
Desmodontinae, que apresenta esse apéndice nasal reduzido e em forma de ferradura
(Fig. 2).

Stenodermatinae ¢ um grupo monofilético, ¢ compde a subfamilia mais
abundante com 68 espécies, 42,2% das espécies descritas para Phyllostomidae
(SIMMONS, 2005). Nesta subfamilia, Simmons (2005) reconhece duas tribos: Sturniri
e Stenodermatini, a primeira representa os morcegos do género Sturnira, ¢ a segunda as
demais espécies. De todos os 17 géneros conhecidos dentro da subfamilia, 12 ocorrem
no Brasil, num total de 33 espécies.

Os estenodermatineos sdao predominantemente frugivoros, algumas espécies
complementam a dieta com outros itens, tais como: recursos florais, insetos e folhas.
Essa preferéncia pelos frutos juntamente com o comportamento de retira-los da planta
mae para consumi-los no abrigo faz destes animais excelentes dispersores de sementes
de plantas da regido Neotropical. Apesar dos poucos estudos encontrados na literatura,
este grupo apresenta padroes reprodutivos diversificados, com espécies mono¢éstricas e
poliéstricas bimodais, e espécies que se reproduzem ao longo de todo o ano (REIS et

al., 2007).
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Figura 2. Representantes da familia Phyllostomidae. Destaque para a
caracteristica que define a familia, o apéndice nasal. A. Artibeus lituratus,
subfamilia Stenodermatinae, apresenta o apéndice nasal em forma de folha.
B. Diphylla ecaudata, subfamilia Desmodontinae a qual difere das outras

subfamilias e apresenta o apéndice nasal em forma de ferradura.

Com base nesses dados, escolhemos dentro desta subfamilia duas espécies
abundantes de géneros distintos, Artibeus planirostris e Platyrrhinus lineatus (Fig. 3),
com o intuito de dar inicio as investigacdes dos o6rgaos acessorios do sistema reprodutor

masculino nesta familia.

jt]
T
=
2
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|
=

Figura 3. As duas espécies, representantes da familia Phyllostomidae que foram
utilizadas neste trabalho. A. Artibeus planirostris. B. Platyrrhinus lineatus.
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Reproducgdo de Chiroptera: Aspectos Gerais.

A ampla distribuicdo geografica faz com que os morcegos sofram
consideravel influéncia de fatores abidticos sobre suas estratégias reprodutivas,
detectadas através de comportamento ou da avaliacdo funcional das gonadas e das
glandulas anexas (SWAMI e LALL, 1982). Sem exce¢des, morcegos hibernantes de
zonas temperadas sdo reprodutores sazonais, enquanto que aqueles de zonas tropicais
apresentam padrdes reprodutivos diversos, influenciados diretamente por variagdes da
temperatura, pluviosidade e disponibilidade de alimento (FLEMING et al., 1972;
TADDEI, 1976).

Um grande niimero de estudos morfofuncionais relaciona-se as estratégias
reprodutivas de morcegos mostrando nas espécies algumas caracteristicas interessantes,
tais como o armazenamento de espermatozoides por longos periodos no prolongamento
da cauda do epididimo nos machos e na regido do corno uterino nas fémeas, além do
atraso na implantacdo embriondria no trato reprodutor feminino (RACEY, 1972, 1973,
1979; KRUTZSCH, 1975; KRUTZSCH et al., 1976; KRUTZSCH e CRICHTON,
1987; VAN DER MERWE e RAUTENBACH, 1990; HAPPOLD ¢ HAPPOLD, 1989;
HOOD e SMITH, 1989; HEIDEMAN et al., 1992; ENCARNACAO et al., 2004;
SHARIF et al., 2004). A avaliagdo da espermatogénese em nivel morfoldgico,
especialmente de espécies neotropicais, também tem sido abordada (SINGWI e LALL,
1983; McGUCKIN e BLACKSHAW, 1987; SAIDAPUR e PATIL, 1992; MORIGAKI
etal.,2001; KUROHMARU et al., 2002; LEE, 2003).

Recentemente,  Beguelini e  colaboradores  (2009)  avaliaram
comparativamente a morfologia das células testiculares e o ciclo do epitélio seminifero

de cinco espécies de morcegos das familias Phyllostomidae (Artibeus lituratus, Artibeus
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planirostris, Carollia perspicillata, Platyrrhinus lineatus e Sturnira lilium) e uma
espécie de Vespertilionidae (Myotis nigricans), onde detectaram que as espécies de
filostomideos analisadas apresentam uma grande similaridade entre si, tanto na
morfologia das células quanto no ciclo do epitélio seminifero. Porém, quando
considerada a espécie M. nigricans de Vespertilionidae algumas diferencas
morfologicas foram notadas, assim como uma assincronia no ciclo, que apresentou
sobreposicdo de fases que fez com que as associacdes celulares bem definidas do ciclo
do epitélio seminifero, observadas nas espécies de Phyllostomidae, nao fossem
observadas.

A assincronia na espermatogénese para Chiroptera ja havia sido descrita por
Wilson e Findley (1971) em espécimes de M. nigricans do Panama, mas ndo em
espécimes do México. Para os autores, M. nigricans é geograficamente varidvel no que
diz respeito ao ciclo reprodutivo, pois em populagdes do Panama apresentaram
testiculos ativos durante todo o ano, enquanto que nenhuma atividade espermatogénica
no inverno foi notada em populagdes do México, que se comportaram de forma
semelhante a morcegos de zona temperada, tais como M. macrodactylus, que hibernam
e sofrem uma degeneragao das células espermatogénicas (LEE, 2003).

Descreveremos abaixo, alguns dados reprodutivos ecologicos relatados para
as espécies utilizadas neste estudo. Peracchi e Albuquerque (1971) capturaram fémeas
gestantes de P. lineatus nos meses de dezembro, janeiro e margo, no estado brasileiro do
Rio de Janeiro. Ja Taddei (1973, 1976) capturou em todos os meses com excecao de
Abril, no sudoeste do Estado de Sao Paulo, e exemplares em lactacdo surgiram de
novembro a maio. A temporada de reproducdo prolongada e poliestria, indicada pelas
fémeas gravidas e lactantes simultaneamente, em novembro e dezembro, caracterizaram

a populacao paulista. Segundo Willig (1983), P. lineatus apresenta propor¢des sexuais
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desiguais em suas populacdes, sendo que esta espécie manteve pequenos haréns
pequenos de 7 a 15 fémeas em pequenas cavernas graniticas. Colonias similares 6 a 20
individuos também foram relatadas por Peracchi e Albuquerque (1971).

Quanto a Artibeus planirostris, ha relatos para o nordeste do Brasil
(Caatingas e Cerrado), nestas areas A. planirostris exibe poliestria bimodal sazonal
(WILLIG, 1985). Picos de parto (de junho ou julho a margo) e de fémeas lactentes
(outubro-dezembro e janeiro-marco) correspondem a ¢€poca chuvosa, na qual a
abundancia de alimentos ¢ mais elevada (WILLIG, 1982).

Artibeus planirostris pode ser capaz de se reproduzir em qualquer época do
ano (GRAHAM, 1987). As fémeas do estado de Sao Paulo-Brasil, foram estimadas para
estarem prenhe durante o ano todo (TADDEI, 1976). Fémeas prenhes no Brasil tém sido
capturadas em dezembro e janeiro (DA SILVA et al, 2001), ja as fémeas do Peru
estavam prenhes em abril, junho, setembro e novembro-janeiro (DAVIS e DIXON,
1976; GRAHAM, 1987).

A gestacdao ¢ de 3,5 meses nestes animais, o ovario permanece funcional
durante gravidez e uma nova ovulagdo pode ocorrer ap6s o nascimento (TADDEI,
1976). A literatura ndo infere se esta espécie monta harém ou ndo, porém a proporgao
de machos nao ¢ igual a propor¢ao de fémeas. Na caatinga e bioma cerrado os machos
correspondem a 28-40% da populacao (WILLIG, 1983).

Podemos notar que hda muita variagdo quando comparamos dados de
ambientes diferentes, o que indica que estes animais sofreram uma pressao seletiva pelo
ambiente, e ¢ a capacidade de reproduzir o ano todo que os mantém como uma espécie
unica, porém com o tempo estas podem sofrer especiagao.

Esses dados reprodutivos revelam que os quirdpteros constituem um grupo

animal muito interessante para estudo em biologia da reprodugao, com especial énfase
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as glandulas anexas ao sistema genital, devido a grande irradiacao adaptativa da espécie

em estratégias reprodutivas.
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As glandulas reprodutivas acessorias masculinas.

As glandulas reprodutivas acessorias masculinas sdo 6rgaos que compdem o
sistema genital masculino, com grande influéncia no sucesso reprodutivo dos
mamiferos. Estas sdo de suma importancia por secretarem produtos que garantem a
sobrevivéncia, viabilidade e a motilidade dos espermatozdides (ROCHEL et al., 2007).

Na proéstata do individuo adulto sdo os niveis de hormdnios androgénicos
que mantém a morfologia e a func¢ao do tecido prostatico, havendo uma taxa de
proliferagdo extremamente baixa, a qual se equilibra com a morte celular (CUNHA et
al., 1996).

O crescimento normal, a diferenciagdo e a manutencdo da integridade
funcional (secretora) e estrutural da prostata e dos demais 6rgaos acessorios do sistema
reprodutor masculino sdo dependentes de niveis constantes de androgenos circulantes
produzidos pelos testiculos e pelas adrenais e ocorrem através de interacdes reciprocas
entre o estroma e epitélio (PRICE, 1963; DOUNJACOUR e CUNHA, 1988;
AUMULLER e SEITZ, 1990; COOKE et al., 1991; CUNHA et al., 1996; ROSAI,
1996; HAYWARD et al., 1997; THOMSON et al., 1997).

Crinchton e Krutzsch (2000) ao compilarem dados sobre reproducdo de
morcegos, afirmam que a estrutura, tanto anatémica quanto microscopica, dos o6rgaos
reprodutivos (testiculos e glandulas reprodutivas acessorias) segue o padrao dos
mamiferos, ou seja, estes apresentam um par de testiculos, e as glandulas reprodutivas
acessorias, tais como: prostata, vesiculas seminais, glandulas ampulares e glandulas
bulbouretrais, as quais podem ou nao estar presentes no sistema reprodutor.

Estudos pioneiros em sete espécies de morcegos do velho mundo realizados

por Mokkapati e Dominic (1976) revelaram uma grande variabilidade com relacdo a
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anatomia das glandulas acessorias, sendo que algumas espécies apresentavam glandulas
solidas que rodeavam a uretra, outras espécies apresentavam apenas um par de
glandulas bulbouretrais, e outras espécies, apresentavam os dois distintos tipos
glandulares. Esses autores ressaltaram a inexisténcia de utriculo prostatico para todas as
espécies analisadas, embora somente nas espécies Cynopterus sphinx (Megachiroptera)
e Taphosus melanopogum (Microchiroptera) sdo relatados com a presenca de uma
prostata unica, nao lobulada. As glandulas vesiculares também foram avaliadas por
esses pesquisadores e nao estavam presentes em todas as espécies.

Estudos posteriores feitos por Swami e Lall (1982) detectaram alteragdes
enzimologicas importantes nas células prostaticas de 7. melanopogum durante o ciclo
anual da espécie, fato que conduz os autores a hipotetizarem um estado “quiescente” e
outro “ativo” para as glandulas ao longo do ano, caracterizando ndo somente a
sazonalidade da espécie, mas a sazonalidade das glandulas reprodutivas acessorias.
Avaliagdes posteriores revelaram que mudangas sazonais nos niveis de testosterona e de
androestenediona nessa espécie podem ser a razdo para o desenvolvimento de um
padrdo atipico na biologia reprodutiva, que inclui a retencdo de espermatozodides na
cauda do epididimo e variagdes da massa glandular ao longo do ano (SINGH e
KRISHNA, 2000).

A familia Phyllostomidae representa mais de 53% das espécies de
Chiroptera no Brasil (PERACCHI et al., 2006). Porém poucos estudos relacionados as
glandulas reprodutivas acessorias foram realizados para representantes deste grupo.
Krutzsch e Nellis (2006) ao analisarem sazonalmente as glandulas acessérias de
Brachyphylla cavernarum, obtiveram que esta espécie tem um pico reprodutivo de
outubro a janeiro (primavera e verdo), esse pico € observado tanto no tamanho e massa

testicular, testosterona plasmatica, bem como, para tamanho ¢ massa do complexo
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prostata-vesicula seminal. Demonstrando assim, que essas caracteristicas reprodutivas
variam sazonalmente dentro de Phyllostomidae.

Krutzsch e colaboradores (1976) também analisaram sazonalmente
Macrotus waterhousii, outra espécie de filostomideo do sudoeste dos Estados Unidos da
América, e observaram que o pico desta espécie ocorreu no periodo de julho a
novembro para os dados: peso e tamanho testicular; nimero de espermatdcito primario,
espermatide e espermatozéides no tubulo seminifero; diametro do tibulo seminifero;
tamanho e peso do complexo préstata-vesicula seminal.

Nos dois estudos citados, para filostomideos, notamos que o pico ndo ocorre
no mesmo periodo, esse fato pode ser explicado: pelas diferentes condigdes abidticas de
cada regido (sendo uma espécie das Ilhas Virgens - América Central e a outra do
Arizona - América do Norte); pela competicdo interespecifica de cada ambiente; bem
como pela propria biologia da espécie. Esses dados nos mostram que a ampla
distribuicdo geografica do grupo Chiroptera afeta circunstancialmente a biologia
reprodutiva desses animais. Sendo assim, para que entendamos um pouco 0s processos
reprodutivos de animais deste grupo € preciso estudar o maior nimero de espécies
possiveis, principalmente espécies Neotropicais, as quais nao apresentam trabalhos que
caracterizem suas estruturas e nem abordem a sazonalidade das glandulas reprodutivas

acessorias masculinas.
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II- OBJETIVOS

- Gerais

O presente trabalho objetivou avaliar morfofisiologicamente as glandulas reprodutivas
acessorias masculinas de duas espécies de morcegos pertencentes a familia

Phyllostomidae (Artibeus planirostris e Platyrrhinus lineatus).

- Especificos

1. Tracar um panorama anatomico comparativo das glandulas reprodutivas acessorias
(GRAs) masculinas das duas espécies (4. planirostris ¢ P. lineatus), por meio de

analises macroscopicas e microscopicas.

2. Caracterizar ultraestruturalmente os tipos celulares epiteliais e estromais presentes em
todas as GRAs das duas espécies, objetivando avaliar o perfil das organelas
citoplasmaticas nos compartimentos glandulares e comparar possiveis diferencas

morfologicas.
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3. Avaliar o padrao histolégico, histoquimico e histo-enzimologico do complexo
prostatico na espécie A. planirostris, com acompanhamento anual, objetivando a

avaliacdo das possiveis influéncias de sazonalidade sobre as glandulas.

4. Avaliar os niveis plasmaticos de esteroides sexuais dos espécimes de A. planirostris

coletados ao longo do ano, por meio de quimioluminescéncia.

5. Avaliar a distribui¢do dos receptores androgénicos no complexo glandular prostatico
pelo método de imunoistoquimica, com intuito de verificar a influéncia da sazonalidade

nesses parametros.

26



Morfofisiologia das gldndulas reprodutivas acessorias masculinas de morcegos.

Esta dissertacdo foi escrita na forma de 3 artigos cientificos, os quais serdo submetidos a

revistas internacionais relacionadas ao tema.

Artigo 1: Structure, histochemistry and ultrastructure of the male reproductive
accessory glands in the Neotropical flat-faced fruit-eating bat, Artibeus planirostris

(Chiroptera: Phyllostomidae).

Artigo 2: Avaliacdo anual do complexo prostatico masculino de uma espécie de
morcego exclusivamente neotropical, Artibeus planirostris (Chiroptera:

Phyllostomidae).

Artigo 3: Morfologia das glandulas reprodutivas acessorias masculinas de uma

espécie de Phyllostomidae, Platyrrhinus lineatus (Chiroptera: Phyllostomidae).
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ABSTRACT

The Chiroptera is the second largest mammalian order, presenting different reproductive
strategies and some unique reproductive features. However, no the reports related to
male reproductive accessory glands (RAGs) in Brazilian bats are scarce. Thus, the aim
of this study was to characterize morphologically the RAGs of an exclusively
Neotropical bat, Artibeus planirostris (Chiroptera: Phyllostomidae). The RAGs were
investigated using macroscopical, microscopical and electron microscopical procedures.
Our study indicates that RAGs are composed by a prostate complex, with two distinct
regions (ventral and dorsal), dispersed paraurethrals glands and a pair of bulbourethrals
glands, without seminal vesicles. Comparing the histology of the dorsal region with
RAGs of other mammals, we found that it is very similar to the dorsal prostate of rodent
and ventral of camel. Moreover, the ventral region is not similar to another mammalian
gland. This leads us to believe that this is a histological region never documented
before, and needs more detailed studies. The presence and position of bulbourethral
glands are in agreement with other studies of phyllostomid bats, however, the presence
of paraurethral glands had not yet been documented for this family. Our data
demonstrate the wide discrepancy in composition, structure and morphology of RAGs
of bats when compared to other mammals. Similarly, the little related literature indicates
that RAGs vary widely within each family, and less inter-specifically. Thus, more
studies involving the structure and physiology of RAGs in different species of bats may
contribute to a better understanding of reproductive processes in Chiroptera and,

associated with another characters, to bat phylogenies.

KEYWORDS: Chiroptera, Phyllostomidae, Prostate, Bulbourethral, Paraurethral.
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INTRODUCTION

The Chiroptera is the second largest order of mammals, with approximately
202 genera and 1120 species widely distributed in tropical and temperate regions,
except for some remote oceanic islands and Antarctica (Simmons, 2005; Marchesin et
al. 2008). The family Phyllostomidae is endemic to the New World, with records that
extend from southwestern United States to northern Argentina (Peracchi et al, 2006).
This is the most diverse bat family in the Neotropics, presenting about 57 genera and
160 species. In Brazil, bats are represented by 167 species and 64 genera, from which
92 species and 40 genera are phyllostomids, representing 55.76% and 62.5% of bats in
the country, respectively (Reis et al. 2007). Despite being the most species family in
Brazil, no reports related to their reproductive accessory glands (RAGs) are available.

Bats have a wide geographical distribution and a great number of species
(Reis et al. 2007). Throughout its geographical distribution several factors may
potentially influence reproductive patterns, such as latitude, abiotic factors (temperature,
humidity and rainfall) and food availability (Fleming et al. 1972). These features
provide bats with some unique reproductive characteristics, such as prolonged sperm
storage in the cauda epididymis in males and in the uterine cornua in females;
asynchrony of spermatogenesis and copulation period; and a delayed embryo
implantation in the female reproductive tracts (Crichton & Krutzsch, 2000; Beguelini et
al. 2009).

Reproductive accessory glands are important glands, whose secretions
ensure the survival, mobility and viability of sperms in male and female reproductive
tracts (Rochel et al. 2007). The position, morphology and physiology of RAGs vary

significantly among mammals. In rodents, one pair of ventral, dorsal and anterior
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prostates, seminal vesicles and one pair of bulbourethrals (Cowper's glands) occur
together in most taxa (Voss & Linzey, 1981). The RAG of Mongolian gerbil, like that
of other rodents, is composed of a multilobulated prostate, which presents four
bilaterally symmetric lobes, surrounding the urethra at the base of the urinary vesicle.
These lobes are called ventral, dorsal, lateral and anterior lobes, the latter also known as
the coagulator gland.. This complex is attached to the dorsal seminal vesicles (Price,
1963; Williams, 1974; Jesik et al. 1982; Pinheiro et al. 2003). However, a fourth pair of
lobes (dorsolateral lobes (DLL)) was described recently (Rochel et al. 2007), showing
that the definition of RAGs is yet poorly understood.

The same multilobular organization of rodents is not observed in humans, in
which RAGs are composed of a prostate, with closely related areas that forms a
compact body, seminal vesicles and bulbourethrals glands (Price, 1963).

The RAGs of bats are still little known, however, the few studies available
indicated that the combination of paired glands laterally to the urethra (ampullary and
bulbourethrals glands), prostate and seminal vesicles may or may not be part of the
glandular complex (Crichton & Krutzsch, 2000), demonstrating a great variability in its
composition, morphology and physiology.

Thus, the aim of the present study was to characterize morphologically the
male reproductive accessory glands (RAGs) of an exclusively Neotropical bat, Artibeus

planirostris (Spix, 1823) (Chiroptera: Phyllostomidae).
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MATERIALS AND METHODS

Specimens

Ten sexually mature specimens of Artibeus planirostris were analyzed. The
specimens are housed in the Chiroptera Collection at the Sdo Paulo State University
(DZSJRP- UNESP). The animals were collected in the northwest of the state of Sao
Paulo, Brazil (49°22°45”W; 20°49°11”S) between June 2009 and July 2010. The
experimental procedures were approved by the Ethics Committee of Sdo Paulo State
University (UNESP) (Process: 017/2009 — CEEA), and the capture and captivity of bats
were authorized by the Brazilian institution responsible for wild animal care (Instituto

Brasileiro do Meio Ambiente, IBAMA — Process: 21707-1).

Animal Processing and Documentation

The animals were euthanized by deep anesthesia and accommodated in the
supine position on the board of dissection. An incision was made in the abdominal
region in the caudal direction; the skin and subcutaneous tissues were cut to expose the
area. The position of RAGs was photo-documented, and the organs were removed for
histological analysis. The gross documentation was accomplished with a HP Photosmart
M627 (6.0 mm - 18.0 mm) camera, with 7.0 megapixels and 3x optical zoom and 5x

digital zoom.

Histochemistry
The RAGs were immediately fixed by immersion in Karnovsky’s fixative
solution (0.1 M Soérensén phosphate buffer, pH 7.2, containing 5% paraformaldehyde

and 2.5% glutaraldehyde) for at least 24 hours. The tissues were dehydrated in a graded
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series of ethanol, embedded in glycol methacrylate (Historesin, Leica Instruments), and
sectioned (3um thickness) using a Leica RM 2155 microtome. Tissue sections obtained
from serial sections were stained with hematoxylin-eosin (Ribeiro & Lima, 2000), with
Toluidine Blue (Mello & Vidal, 1980) and submitted to Gomori’s reticulin (GOmori,
1937) and to Periodic Acid-Schiff (PAS) (Behmer, 1976). The microscopic analyses
were performed on an Olympus BX60 microscope coupled with Image-Pro-Plus for

Windows computer software for image analysis.

Three Dimensional Reconstruction

After histological processing, the whole glandular complex was serially
sectioned at 3um and stained with hematoxylin-eosin. Image capture and processing
were carried out using the software Analysis 3.2 (Build 743; Digivision—SIS, San
Diego, CA). After image alignment, the ventral and dorsal regions, paraurethral gland,
the muscle and lumen of urethra were isolated in each image and then processed to
obtain an interface boundary in each section, thus generating a three dimensional (3-D)

model.

Transmission Electron Microscopy

The RAGs were processed for transmission electron microscopy as
described previously by De Carvalho et al. (1994), employing the fixation procedure of
Cotta-Pereira et al. (1976). Briefly, tissue fragments were perforated and fixed by
immersion in a solution of 3% glutaraldehyde plus 0.25% tannic acid in Millonig buffer
(pH 7.3) containing 0.54% glucose for 24 h, dehydrated in acetone, and embedded in
Araldite 502 Resin (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). Ultrathin

sections (50—75 nm), obtained with a diamond knife, were stained by uranyl acetate and
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lead citrate (Venable & Coggeshall, 1965). The analyses were made in a Leo-Zeiss 906

Transmission Electron Microscope (Cambridge, United Kingdom) at the "Prof. Dr.

Celso Abbade Mourao" Center for Microscopy (IBILCE-UNESP).

34



146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

Morfofisiologia das gldndulas reprodutivas acessorias masculinas de morcegos.

RESULTS

RAG Composition, Gross anatomy and 3D model.

The RAGs of 4. planirostris are formed by a compact glandular complex
that surrounds the urethra, inferiorly to the urinary vesicle (Figs. 1A-C), and two
bulbourethral glands, which are located in the inguinal region, extra-abdominally, at the
root of the penis (Fig. 1D). Seminal vesicle was not observed.

The glandular complex is composed by the prostate gland, which has two
well defined regions: ventral and dorsal ones (Figs. 2A-C) and paraurethral glands that
are associated with the submucosa of the urethra, situated between the prostate and the
urethra (Fig. 2D). Macroscopically, the two regions of the prostate have different colors,
format and texture. The ventral region presents a white color and a compact appearance,
and is located at the both sides of the urethra, partially enclosing its the ventral part
(Figs. 2A and 2C). On the other hand, the dorsal region has a reddish color and a
transparent appearance (Fig. 2B), it also encloses the dorsal part of the urethra and
receives both ducts deferens (Figs. 1B-C, arrows). These ducts enter dorsally in the
dorsal region, and converge to the center of the complex, where they flow into a more
rounded region of the dorsal urethra (Figs. 3C-D, arrows).

The paraurethral glands are slightly isolated and are located in the
submucosa of the urethra, dispersed within the connective tissue (Fig. 2D). These little
glands have a simple and columnar epithelium (Fig. 2E), which has PAS positive
secretions (Fig. 2F).

In the 3D model, the gross anatomy of the glandular complex was
confirmed (Fig. 3). The ventral region surrounds the prostatic urethra almost in its entire

length (Fig. 3A), being more prominent in the caudal region; the dorsal region is more
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prominent anteriorly (Figs. 3B-C). We observe that the prostatic urethra is a linear tube
that crosses the prostate complex (Fig. 3A). It presents three distinctive regions: the
cranial, medial and caudal. The cranial region has only connective tissue (Figs. 3E-F).
The medial region is the place where both ducts deferens flow into the urethra (Figs.
3C-D) and the place where small ducts from both prostatic regions converge (Figs. 3E-
F). The caudal region is surrounded by paraurethral glands (Figs 3E-F) and is covered
by a layer of connective tissue in its entire length, and by a muscular layer in its caudal

region (Figs. 3A).

Histochemical Evaluation

Histologically, the two distinct regions of the prostate are confirmed: the
ventral and dorsal ones (Fig. 4A). The ventral region has an atypical epithelium, with
irregular luminal interface, different from usual acinar prostatic epithelium found in the
other mammals species. This epithelium present acinar cells, which contains a basal
nucleus, and sporadically basal cells. The cytoplasm contains numerous secretory
droplets; its lumen is filled with numerous secretory vesicles of distinct sizes (Fig. 4B).
The dorsal region has a pseudostratified columnar epithelium that contains two cell
types: the basal and the secretory cells (Fig. 4C). The basal cells are less frequent, and
firmly opposed to the basal lamina, and have elongated nuclei. The secretory cells are
columnar and present a parabasal nuclei and an evident Golgi area in the perinuclear
cytoplasm (Fig. 4C).

Using the PAS method, three types of secretion were observed (Fig. 4D).
The secretion of the ventral region is formed by PAS positive globular vesicles (Figs.
4D-E), however, the dorsal region presents two types of secretion: one basophilic (Figs.

3D and 3F) and other mixed PAS-positive and PAS-negative (Fig. 4D and 4G), which is
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always located around the ducts deferens (Fig. 4D). Interestingly, the dorsal region
presents some acini with spermatozoa inside their lumen, probably originated by reflux
from ducts deferens or from the urethra (Fig. 4H).

Employing the Toluidine blue stain, we observed that the majority of the
acinar cells from the ventral region have a great amount of chromatin concentrated in a
single central region (Fig. 4I, black arrow), however a few cells have chromatin
concentrated in two regions (Fig. 41, white arrow). On the other hand, the secretory cells
from the dorsal region have small clusters of chromatin dispersed throughout the
nucleus, and are commonly associated with the nuclear envelope (Fig. 4J). The basal
cells, from both regions have great amounts of chromatin in the nucleus (Figs. 4I-J,
arrow heads).

With the Gomori’s reticulin, we observed that the prostate complex is a
compact organ covered with a simple capsule of connective tissue (Fig. 4K). The
framework of this capsule is formed mainly by a large number of reticular fibers,
arranged in parallel (Fig. 4L-M, white arrows), and also by fibers of collagen type I
(Fig. 4L-M, black arrows). These two types of fibers also support the internal
framework of the prostate, forming a convoluted network of fibers in the extracellular
matrix around the acini. The amount of fibers that separates the two prostatic regions is
very similar to those from other regions (Fig 4K, arrow).

The bulbourethral gland is an oval-shaped acinar gland. It is partially
surrounded by muscular tissue (Fig. 5SA) and presents a cylindrical epithelium with
basal nuclei (Fig. 5B), which have dispersed chromatin associated to the nuclear
envelope (Fig. 5D). The secretion of these glands is granular and PAS positive (Fig.
5C). The framework of their stroma is also composed by reticular and collagen fibers

surrounding the acini (Fig. SE).
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Transmission Electron Microscopy (TEM) Evaluation

With the TEM analysis, we observed that the ventral region presents, in fact,
a thin epithelium composed of basal and secretory cells, with both cell types presenting
one dark and other clear form (Fig. 6A-B). The basal cells are firmly adhered to the
basal lamina, have elongated nuclei with a large amount of chromatin associated to the
nuclear envelope and a small cytoplasm with few organelles and sporadic secretory
vesicles (Fig. 6A). The secretory cells are in contact with the basal lamina or associated
to the basal cells. They have irregular nuclei with condensed chromatin clusters
dispersed throughout the nucleus and numerous secretory vesicles in their cytoplasm
(Fig. 6A-B).

Our observations indicate that the secretion of the ventral region is produced
almost entirely by secretory cells, which produce and store highly electron-dense
vesicles (Fig. 6C), which in turn are released into the lumen along with part of its
cytoplasm. Apparently, the cell bursts its cytoplasm and a huge amount of it is released
into the lumen, leaving only the nucleus at the basal region (Fig. 6D).

The basal and the secretory cell types of the dorsal region were confirmed in
TEM (Fig. 6E). The basal cell strongly resembles those of the ventral region, however
no clear cells were observed. The secretory cells had a columnar shape, with parabasal
nuclei that are surrounded by a large convoluted network of endoplasmic reticulum. The
apex of the cell presents a great amount of secretory vesicles at several stages of

maturation, and a well-developed Golgi complex (Fig. 6F).
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DISCUSSION

Remarkably limited attention has been given to reproductive aspects of male
bats, despite its worldwide distribution, immense species richness, the diversity of
niches they present, and the immense variation of reproductive patterns exhibited. In
addition, details of morphology and physiology of their reproductive system are
generally not described. Crichton and Krutzsch (2000) compiled the existing data on
bats reproduction and stated that both the anatomical and microscopical structures of
reproductive organs (testes and accessory glands) follow the general pattern of
mammals, i.e. they show a pair of testes and epididymis, and accessory glands, such as:
prostate, seminal vesicles, ampullary and bulbourethral glands (Cowper's glands), which
may or may not be present in the reproductive system. Those authors also suggested that
the composition of RAGs follows a phylogenetic pattern, at the family level. Thus,
according to these authors, the glandular complex that surrounds the urethra has all
glands in members of the families Emballonuridae, Molossidae and Vespertilionidae. In
other families, either the ampullary gland or the seminal vesicle is absent.

The same authors propose that the Phyllostomidae family present a single
ventral prostate, not lobulated, associated to a dorsal seminal vesicle and a pair of
Cowper’s glands (Crichton & Krutzsch, 2000). However, our study indicates that the
RAGs of 4. planirostris, a phyllostomid bat, are composed by a prostate complex, with
two distinct regions (ventral and dorsal), dispersed paraurethrals glands and a pair of
bulbourethrals glands, without seminal vesicles.

Comparing the histology of the dorsal region of 4. planirostris with RAGs
of other mammals, we observed that it is very similar to dorsal prostate of rodents

(Rochel et al. 2007) and ventral of camels (Ali et al. 1978), but has distinct
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morphological characteristics from their seminal vesicles. Similarly, our study
demonstrates that the prostatic complex is a compact mass covered by a single capsule
of conjunctive tissue. This feature indicates that probably both structures (ventral and
dorsal regions) have a common embryological origin. The data available demonstrate
that the prostate and seminal vesicles have different embryological origins, being the
seminal vesicle derived from mesonephric ducts (Moore & Persaud, 2000) and the
prostate from urogenital sinus (Thomson & Cunha, 1999). This feature demonstrates
that the development of a compact and isolated structure composed by a prostate and a
seminal vesicle is uncommon. Thus, based on embryologic origins, histophysiologies of
these structures and in the fact that the two regions of the glandular complex of 4.
planirostris are fused, we refute the affirmation, of authors Crichton & Krutzsch (2000),
which the dorsal region is considered the seminal vesicle, and affirm that the dorsal
region can be considered a dorsal prostate.

Moreover, comparing the ventral region with RAGs of other animals, we
did not find anything similar in the literature. This region does not resemble any of the
prostatic lobes of rodents (Rochel et al. 2007), or even the three different areas of the
human prostate: central, transition and peripheral zones (Junqueira & Carneiro, 2008).
Similarly, the holocrine secretion released by secretory cells along with a great amount
of its cytoplasm, was not observed in RAGs of any mammal. This leads us to believe
that this is a histological region never documented before, that needs more attention and
therefore larger and more detailed studies.

The presence and position of bulbourethral glands in A. planirostris is in
agreement with other studies of phyllostomid bats, Macrotus waterhousii (Krutzsch et
al. 1976) and Brachyphylla cavernarum (Krutzsch & Nellis, 2006). Alternatively, the

presence of paraurethral glands in RAGs of a phyllostomid bat had not yet been
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documented.

Our data demonstrate the wide discrepancy in composition, structure and
morphology of RAGs of bats compared to other mammals. Similarly, the little related
literature (Crichton & Krutzsch, 2000), and previous works from our laboratory indicate
that RAGs of bats also vary widely within each family, or less inter-specifically. Thus,
more studies on RAGs structure and physiology, functional and seasonal (annual)
modifications, in different species of bats may contribute to a better understanding of
reproductive processes in Chiroptera and, associated with another characters

(taxonomic, molecular, cytogenetic, biochemical), could improve bat phylogeny.
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Figure 1. Gross anatomy of the male reproductive accessory glands of Artibeus
planirostris. Intra-abdominal view, after section of skin and muscles. A. The urinary
vesicle was suspended to show the compact glandular complex beneath it, and the
continuation of the urethra. B-C. The urinary vesicle and the glandular complex were
dislocated down to show the location of the entry of the ducts deferens (arrows) in the
dorsal region. D. Position of the bulbourethral glands at the penis root (arrows). View
after the removal of skin to exposure of the dorsal region of penis (this structure was
offset with a forceps). (UV, urinary vesicle; GC, glandular complex; P, penis; R,

rectum; U, urethra). Scale Bars = Icm.
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FIGURE 1.
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Figure 2. Gross anatomy (A-B) and histology (C-E, hematoxylin-eosin stain; F,
Periodic Acid-Shiff method) of the glandular complex of Artibeus planirostris. A.
Ventral view of the complex, showing the intimate relationship of the ventral region
with the urethra. B. Dorsal view of the complex. C. Section of the glandular complex in
the plane indicated in A. Observe the relationship between the ventral and dorsal
regions, and between those regions and the urethra. D. Paraurethral glands arranged
around the urethra (arrow). E. Epithelium of the paraurethral gland. F. Notice the PAS-
positive secretion of the paraurethral gland. (BV, blood vessel; DR, dorsal region; Ep,

epithelium; ; L, lumen; St, stroma; Ur, urethra; UV, urinary vesicle; VR, ventral region).
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Figure 3. Three-dimensional reconstruction of the glandular complex of Artibeus
planirostris. A. Frontal view. Notice that the ventral region has two lobes which
surrounds the urethra; and that the urethra has muscular tissue only in the most distal
region from the urinary vesicle. B. Lateral view of the complex showing the intimate
relationship between the two regions of the prostate. C. Lateral view. Notice, by
transparency, the site of the ducts deferens entry in the dorsal region (arrow). D. Dorsal
view with the dorsal region removed. Notice the place where both ducts deferens
(black) flow into the rounded region of the dorsal urethra (pink). E. Lateral view with
the ventral region removed. Notice the different parts of the urethra: the caudal region
that is surrounded by the paraurethral glands (pink with green), the medial region, with
the small ducts from both prostatic regions (pink with purple) and the cranial region
with only connective tissue (pink). F. Dorsal view with the ventral and dorsal regions
removed. Notice that the ducts deferens flow into the urethra in the rounded region,

where the small ducts from both prostatic regions converge (arrow). Scale Bars = Imm.
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FIGURE 3.
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Figure 4. Histological sections of the prostatic complex of Artibeus planirostris stained
with Hematoxylin-Eosin (A-C); PAS method (D-H), Toluidine Blue (I-J) and Goméri’s
reticulin (K-M). A. General structure of the prostatic complex, with ventral and dorsal
regions. B. Ventral region of the prostate. Notice the undefined epithelium with
secretory (S) and, sporadically, basal cells (B); and the abundance of secretory vesicles
in the lumen. C. Dorsal region of the prostate. Notice the pseudostratified columnar
epithelium with secretory (S) and basal cells (B). D. General structure of the prostatic
complex, with ventral and dorsal regions. Notice the differences in the secretions of
ventral and dorsal regions, and the two types of secretion in the dorsal region (*, mixed
secretion in the acini around the ductus deferens (DD); # basophilic secretion). E.
Ventral region, the arrow points to the lumen with globular PAS positive vesicles. F.
Dorsal region with basophilic secretion (#). G. Acini of the dorsal region closely related
to ducts deferens with mixed PAS positive and granular PAS negative secretions (*). H.
Detail of an acini of the dorsal region closely related to ducts deferens with spermatozoa
inside the lumen. I. Ventral region. Notice the cell with a great amount of chromatin
concentrated in a single central region (black arrow) and the cell with two regions
(white arrow). J. Dorsal region. Observe the nuclei of secretory cells (black arrow) with
small clusters of chromatin dispersed throughout the nucleus and associated with the
nuclear envelope; and the great amount of chromatin of the basal cells (white arrow). K.
General structure of the prostatic complex. Notice the simple connective tissue capsule
(arrow) that surrounds both prostatic regions. L. Ventral region. Notice the large
number of reticular fibers, arranged in parallel (white arrow), and the fibers of collagen
type I (black arrow). M. Dorsal region. (B, basal cell; DR, dorsal region; Ep,

epithelium, L, lumen; VR, ventral region; S, secretory cell; St, stroma).
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FIGURE 4.
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Figure 5. Histological sections of the bulbourethral gland of Artibeus planirostris
stained with Hematoxylin-Eosin (A-B), PAS (C), Toluidine Blue (D) and G6mori
reticulin (E). A. General structure. Observe the muscular tissue (SMC) surrounding the
gland. B. Cylindrical epithelium of the gland. Notice the basal nuclei (arrow). C. Notice
the great secretory activity of cells and the storage of granules at the apex of epithelium
(asterisk). D. Notice the dispersed chromatin within the nucleus (arrow). E-F. Observe
that the stroma is composed by reticular (white arrows) and collagen type I (dark
arrows) fibers surrounding the acini. (BG, bulbourethral gland; Ep, epithelium; L,

lumen; St, stroma; SMC, smooth muscle cell).
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FIGURE 5.
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Figure 6. Electron micrographs of the prostatic cells of Artibeus planirostris. Ventral
Region (A-D). Dorsal Region (E-F). A. Notice the clear basal cell (WB), with elongated
nucleus, a large amount of chromatin associated to the nuclear envelope and a small
cytoplasm with few organelles; and the dark secretory cell (DS), with irregular nucleus,
condensed chromatin clusters dispersed throughout the nucleus and numerous secretory
vesicles in their cytoplasm. B. The clear secretory cell of ventral region (WS). C. Notice
the large amount of secretory vesicles within the secretory cell (arrow). D. Notice the
release of the cytoplasm of secretory cells, filled with secretory vesicles (arrow), to the
lumen. E. Notice the presence of secretory (S) and basal cells (B). F. Secretory cell with
columnar shape; parabasal nuclei that are surrounded by a large convoluted network of
endoplasmic reticulum; and a great amount of secretory vesicles, at numerous stages of

maturation, at the apex of the cell.
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FIGURE 6.
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IV- Al‘tigO 2: Avaliacio anual do complexo prostatico masculino de uma espécie

de morcego exclusivamente neotropical, Artibeus planirostris (Chiroptera:
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RESUMO

Os morcegos apresentam uma ampla distribuigdo geografica e um grande niimero de
espécies e, ao longo de sua distribuicdo, varios fatores potencialmente influenciam na
variagdo de seus padrdes reprodutivos, tais como a latitude, fatores abidticos e a
disponibilidade de alimentos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes
sazonais sobre a morfofisiologia do complexo glandular prostitico (CGP) de um
morcego brasileiro Neotropical, Artibeus planirostris (Chiroptera: Phyllostomidae).
Machos adultos foram coletados de junho de 2009 a julho de 2010, e os CGPs foram
submetidos a diversas analises. Observamos que o CGP apresentou nitidas variagdes ao
longo do ano. O peso do CGP e o testicular aumentaram sincronicamente com a taxa de
testosterona circulante, do outono até o verdo, demonstrando que ambos os 6rgaos sdao
regulados por este hormoénio. Cada regido do CGP (ventral e dorsal) apresenta
caracteristicas Unicas e distintas, por exemplo: a regido ventral apresenta o limen como
componente glandular predominante, em contrapartida a dorsal apresenta o epitélio; a
imunorreativadade a fosfatase acida foi observada no epitélio de todos os acinos da
regido dorsal, mas apenas no estroma da regiao ventral; além de que as duas regioes
respondem diferentemente as variagdes do ambiente e da testosterona circulante.
Concluimos assim que A. planirostris apresenta um padrao de reprodugdo poliéstrico
bimodal para espécimes do noroeste do estado de Sao Paulo e que esse padrao aparenta
ser intimamente regulado por um aumento gradativo da taxa de testosterona circulante,
que estimula ambas as regides prostaticas a se prepararem para os dois periodos
reprodutivos. Ainda confirmamos a natureza prostatica da regido dorsal e a holdcrina da

regido ventral, fato este nunca antes descrito para a glandula prostatica.

PALAVRA-CHAVE: Complexo Glandular Prostatico, Phyllostomidae, Sazonalidade.
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INTRODUCAO

Os morcegos apresentam uma ampla distribuicdo geografica e um grande
numero de espécies (REIS et al., 2007). Ao longo de sua distribui¢do, varios fatores
potencialmente influenciam na variacdo de seus padrdes reprodutivos, tais como a
latitude, fatores abidticos (temperatura, umidade e pluviosidade) e a disponibilidade de
alimentos (FLEMING et al., 1972). A adaptagdo a esses fatores externos forneceram
aos morcegos algumas caracteristicas reprodutivas Gnicas, como: o armazenamento de
espermatozdides em um prolongamento da cauda do epididimo nos machos, e nos
cornos uterinos nas fémeas; assincronia entre a espermatogénese e o periodo de copula;
e o atraso na implantagdo embriondria no trato reprodutivo feminino (CRICHTON e
KRUTZSCH, 2000; BEGUELINI et al., 2009).

Morcegos hibernantes de zonas temperadas sdo reprodutores sazonais,
enquanto que aqueles de zonas tropicais apresentam um padrao reprodutivo complexo e
diversificado, com espécies monoéstricas, poliéstricas bimodais e espécies que se
reproduzem ao longo de todo o ano (REIS et al., 2007). Apesar dessa ampla variagao,
poucos estudos avaliaram o efeito das varidveis abioticas sobre a reproducao desses
animais, e especialmente sobre as glandulas acessorias do aparelho genital.

As glandulas reprodutivas acessoérias (GRAs) masculinas sdo de suma
importancia por secretarem produtos que garantem a sobrevivéncia, viabilidade e a
motilidade dos espermatozoides fato este que tem grande influéncia no sucesso
reprodutivo dos mamiferos. A maioria dos estudos relacionados a reprodugdao de
morcegos nao contemplam essas glandulas, por exemplo, apesar da familia
Phyllostomidae representar mais de 53% das espécies de Chiroptera no Brasil

(PERACCHI et al., 2006), poucos estudos relacionados as GRAs foram realizados para
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representantes deste grupo, com os existentes fazendo apenas uma analise superficial,

dando énfase somente a variagdo anual do peso glandular.

Em trabalho prévio (PUGA et al., 2011), observamos que as GRAs de
Artibeus planirostris (Phyllostomidae) sdao compostas por um par de glandulas
bulbouretrais, glandulas parauretrais e um complexo prostatico compacto com duas
regides histologicamente distintas, ventral e dorsal. A regido dorsal assemelha-se
fortemente a prostata dorsal de diversos roedores, no entanto, a regido ventral ¢ atipica
pois ndo se assemelha a nada descrito anteriormente para outros mamiferos, em
particular as caracteristicas do epitélio e secrecdo produzida. Tal descricio demonstra
que a constituicdo das GRAs de 4. planirostris difere de todas as outras familias de
morcegos ja analisadas (CRICHTON e KRUTZSCH, 2000). Além disso, quando
analisamos a literatura para Phyllostomidae notamos que as descri¢des ja realizadas
(KRUTZSCH et al., 1976; KRUTZSCH e NELLIS, 2006) precisam ser renomeadas ja

que inferem que a regido dorsal prostética corresponde a vesicula seminal.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o padrao hormonal, histologico,
histoquimico, histo-enzimologico, e imunoistoquimico do complexo glandular
prostatico de um morcego Neotropical, Artibeus planirostris (SPIX, 1823) (Chiroptera:
Phyllostomidae), com acompanhamento anual, no intuito de avaliar possiveis

influéncias da sazonalidade sobre essas glandulas.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo, Coletas e Licencas.

Os animais foram coletados na cidade de Sdo José do Rio Preto, no noroeste
do estado de Sao Paulo, Brasil, (49W22'45" 20S49'11"), que esta localizado 500 metros
acima do nivel do mar. Essa ¢ uma regido semi-plana, inserida em um degradado bioma
de Cerrado, com clima meso-térmico (verdes chuvosos e inversos secos).

As coletas foram realizadas entre maio de 2009 e julho de 2010, no periodo
noturno, e consistiram na montagem de redes de espera (3 m x 6 m), colocadas para
interceptar morcegos voando de 1-3 m acima do solo. As redes foram colocadas
precisamente em possiveis rotas de voo ou em saidas de abrigos.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) (Processo: 017/2009 — CEEA), e a coleta e
captura dos animais foi autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente, IBAMA

(Processo: 21707-1).

Andlise da Temperatura e Pluviosidade.

Os dados médios mensais referentes a temperatura (°C) e pluviosidade
(mm) da regido deste estudo (Sao José do Rio Preto — Noroeste do Estado de Sao Paulo
— Brasil) foram cedidos pelo Instituto Agrondmico de Campinas — CIIAGRO, estes

estao disponiveis no site: http:// www.ciiagro.sp.gov.br.

Estes dados mensais foram agrupados, de modo que obtivéssemos a média e

o desvio padrao da pluviosidade e temperatura para cada estacao do ano.
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Delineamento experimental.

Foram analisados 43 espécimes machos, sexualmente maduros de Artibeus
planirostris. A maturidade sexual foi certificada com base no tamanho e peso corporal,
completa ossificacio das epifises metacarpais, grau de desgaste dos dentes e
caracteristicas da pelagem (DE KNEGT et al, 2005), além do tamanho e
posicionamento dos testiculos e a presenca de espermatozdides no interior da uretra.

Todos os espécimes estdo arquivados na Colecdo de Chiroptera da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP — DZBSJRP).

Os espécimes analisados foram divididos ao longo das Estagdes do Ano
(Outono, Inverno, Primavera ¢ Verao), bem como entre as técnicas executadas. A
relacdo dos animais (n) de cada estacdo com a respectiva técnica utilizada encontra-se

na Tabela 1.

Processamento e documentacdo dos animais.

Os animais foram sacrificados por compressdao cervical, devidamente
pesados, e posteriormente acomodados em decubito dorsal na placa de disseccao.
Amostras de sangue foram colhidas por puncao cardiaca e, posteriormente, foi realizada
uma incisdo na regido abdominal em direcdo caudal, seccionando a pele e o tecido
subcutaneo para expor a area. O complexo glandular prostatico (CGP) e os testiculos

foram retirados, pesados e posteriormente fixados para as analises.

Dosagem hormonal sérica.
As amostras de sangue foram processadas para separacdo do plasma
(centrifugacao 3000rpm, durante 15min), o qual foi utilizado para andlise da

concentragdo de testosterona plasmatica, realizada em aparelho automatizado (VITROS
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ECi-Johnson e Johnson de Andlise Quimioluminescente Ultra-sensivel), em um

laboratorio de analises clinicas de referéncia.

Andlise em microscopia de luz.

O CGP foi fixado por imersdo em solucdo fixadora Karnovsky’s,
desidratado e incluido em historesina (Historesin embedding Kit — Leica). Cortes de
3um foram corados com hematoxilina-eosina (RIBEIRO e LIMA, 2000) e analisados
em microscopio Olympus BX60 com analisador de imagens (Image-Pro-Plus for

Windows software) acoplado.

Analise Estereologica, Morfométrica e Cariométrica.

Estereologia: Para esta andlise, 30 campos histologicos foram
aleatoriamente selecionados de cada estacdo do ano. A freqiiéncia relativa dos
componentes glandulares (epitélio, limen e estroma) foi calculada utilizando o Sistema-
Teste de arranjo triangular M42, segundo Weibel e colaboradores (1978), com 130
pontos no sistema.

Morfometria: para quantificar a altura do epitélio, foram realizadas 240
medidas aleatérias para cada estacdo do ano, para isto foram capturados 20 campos
aleatorios de cada animal, e realizadas em média 3 medidas por campo.

Cariometria: para quantificacdo de area (umz), perimetro nucleares (um) e
fator-forma do nucleo [4p.area nuclear/(perimetro nuclear)’], foram realizadas 240
medidas aleatorias para cada estagdo do ano. Para isto foram capturados 20 campos

aleatorios de cada animal, e realizadas em média 3 medidas por campo.
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O censo populacional de células epiteliais foi realizado na regido ventral.
Para esta contagem foram obtidos 77 campos de cada estacdo do ano, e nestes foram

identificados a quantidade de células basais e secretoras.

Imunoistoquimica.

O CGP foi fixado em Metacarn (metanol: cloroférmio: 4cido acético —
6:3:1), desidratado, diafanizado e incluido em parafina (Historec — MERK). Cortes de
4um foram produzidos e submetidos as reagdes imunoistoquimicas para receptor de
androgeno (AR - rabbit polyclonal IgG, N-20, Santa Cruz Biotechnology, EUA,
diluigao 1:75), antigeno nuclear para proliferacdao celular (PCNA - PC10 sc-56, Santa
Cruz Biotechonology, EUA, diluicdo 1:100) e apoptose (TUNEL - TdT-Fragel-
Calbiochem, segundo instrucdes do fabricante). Os cortes passaram por revelagdo com
diaminobenzidina (DAB) e contracoloragdo com hematoxilina de Harris por 8
segundos. Foram utilizados controles negativos, omitindo-se a etapa de incubagdo com

0 anticorpo primario ou enzima (no caso do TUNEL).

A porcentagem relativa de células positivas e negativas do epitélio acinar foi
determinada a partir de campos histologicos aleatérios. E dividindo-se a porcentagem de

células PCNA-positivas pelas TUNEL-positivas, obtivemos a razao PCNA/TUNEL.

Citoquimica enzimdtica — Atividade da Fosfatase Acida Prostitica.

Os CGP foram removidos e imediatamente imersos em nitrogénio liquido.
Criocortes de 10um de espessura, obtidos em criostato Leica CM 1850, foram coletados
em laminas de vidro. Para deteccdo da atividade de fosfatase acida prostatica foi

empregado o método classico de Gomori (1950) modificado por Custddio e
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colaboradores (2004).

Analise Estatistica.

Todos os dados numéricos foram expressos pelas médias e desvios padrao, e
analisados inicialmente pela Analise de Variancia (One-way ANOVA) e,
posteriormente pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas (p<0.05=significativo),

usando o programa Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK).

66



Morfofisiologia das gldndulas reprodutivas acessorias masculinas de morcegos.

RESULTADOS

Andlise da Temperatura e Pluviosidade.

Na Fig. 1A-B temos os dados de temperatura e pluviosidade,
respectivamente, da cidade de Sdo José do Rio Preto (Noroeste do Estado de Sao
Paulo), a area correspondente ao estudo. No grafico da temperatura podemos notar que
essa regido ndo apresenta frio rigoroso, visto que a média minima foi no outono
(22,20°C), e também que a temperatura pode ser dividida em dois periodos, um frio
(outono-inverno) € um com a temperatura um pouco mais elevada (primavera-verao).
Quando comparamos a temperatura com a precipitagdo mensal, notamos que esta tem o
mesmo padrdo da temperatura, ou seja, apresenta um aumento da precipitacdo do
outono até o verao, porém diferentemente da temperatura esses nimeros sao muito mais
discrepantes, dado este que nos permite afirmar que nesta regido as estagcdes seca

(outono-inverno) e chuvosa (primavera-verao) sao bem delimitadas.

Anadlise Biométrica, Dosagem Hormonal.
Os dados de pesos (corporal, testicular e do CGP) e dosagens hormonais de
testosterona dos animais coletados em cada estagdo do ano estdo expressos na Fig. 1C-

F.

Analisando o peso corporal (Fig. 1C) observa-se que este variou pouco
dentro de cada estacdo do ano, ndo sendo estatisticamente significativo. Ja os pesos
testicular (Fig. 1D) e do CGP (Fig. 1E) variaram sincronicamente, apresentando os
menores valores no outono, um aumento significativo no inverno, uma redu¢do na

primavera € 0 maior pico no verao.
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Avaliando as dosagens hormonais de testosterona verificamos que ha uma
tendéncia ao aumento dos niveis séricos de testosterona do outono ao verdo (Fig. 1F),
sendo que o pico maximo ocorre no verdo (9,95ng/dL+6,51), assim como o peso

testicular e glandular.

Analise Estereologica, Morfométrica e Cariométrica.
O CGP ¢ um complexo glandular compacto que circunda a uretra. Ele pode

ser subdividido em duas distintas regides: ventral e dorsal (Figs. 2A-B).

-Regido Ventral

Observamos que a regido ventral apresenta uma maior propor¢do de lumen
em todos os grupos amostrais, seguido pelo epitélio e estroma (Figs. 2C-E). O limen
apresentou seu pico na esta¢do outono (68,20% = 9,49, Fig. D), a qual foi diferente
significativamente de sua estacdo adjacente (Inverno: 57,28% =+ 13,05), bem como do
verdo (Verao: 59,13% + 10,97, Fig. E). O epitélio teve comportamento inverso ao
limen, com propor¢do méxima no inverno (26,81% + 7,81), ¢ minima no outono
(21,12% + 7,07). O estroma apresentou menores propor¢des nas estacoes outono
(10,68% =+ 5,93) e primavera (11,18% =+ 5,29), e dois picos nas estagdes inverno
(1591% =+ 8,44) e verao (16,00% =+ 7,76), com todos os valores diferindo

significativamente (Fig. 2C).

O epitélio dessa regido ¢ bastante irregular e indefinido (Figs. 2D-E), sendo

assim a mensuragao de sua altura ndo foi possivel.
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Nessa regido observamos que a area do nucleo apresentou uma reducgdo
gradativa do outono até o verao (Fig. 2I). Essa redugdo foi confirmada estatisticamente,
onde, tanto o outono quanto o inverno (Fig. 20), foram diferente significativamente da
primavera e do verdo (Fig. 2P). Demonstrando assim que nesta regido ha uma época
onde a area nuclear ¢ maior (Outono) e outra menor (Verao), ¢ as estagdes inverno e

primavera sdo intermediarias.

De forma similar, o perimetro nuclear também apresentou uma redugao
gradativa do outono até o verdo (Fig. 2J), com apenas a redu¢do da primavera para o

verdo nao sendo estatisticamente significativa.

Analisando o fator-forma observamos que este ficou proximo a 0,81 ao
longo de todas as estacdes, ocorrendo diferencas estatisticamente significantes entre o

outono e o inverno (Fig. 2K).

-Regido Dorsal

Diferentemente do observado para a regido ventral, na regido dorsal
observamos uma predominancia do epitélio em todos os grupos analisados, seguido
pelo limen e o estroma (Figs. 2F-H). Observamos que o epitélio apresenta um
acentuado pico no inverno (Fig. 2F-G; Inverno: 52,32% + 8,43), com significativo
declinio posterior, primavera-verdo (Fig. 2F-H). O lumen apresentou caracteristicas
opostas ao epitélio, com um declinio significativo no inverno (28,25% + 11,90). Ja o

estroma nao apresentou variagoes significativas durante as estagoes (Fig. 2F-G)

Nessa regido, observamos que a altura do epitélio tende a aumentar
gradativamente da primavera (Fig. 2Q) até o inverno (Fig. 2R), sendo essa diferenca
estatisticamente significativamente (Fig. S).
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A area nuclear das células secretoras dessa regido apresentou similaridades
com a da regido ventral, apresentando valores bem proximos em cada estacdo do ano e
também uma tendéncia a reduzir progressivamente da estacdo outono-inverno (Fig. R)
a primavera-verdo (Fig. Q), sendo essa reducdo estatisticamente significante (Fig. 2L).
J& o perimetro nuclear ndo apresentou diferenca significativa ao longo do ano (Fig.

2M).

Observamos ainda que o fator-forma apresentou um valor médio proximo a
0,85, com diferencas estatisticamente significativas entre as estagdes: outono-primavera,
outono-verdo; inverno-primavera e inverno-verao (Fig. 2N). Esse resultado nos leva a
inferir que hd uma tendéncia a um decréscimo no valor do fator forma das estagdes

outono-inverno para primavera-verao.

Censo populacional de células epiteliais

-Regido Ventral

Analisando a freqiiéncia de células epiteliais da regiao ventral identificamos
um declinio gradativo no ntimero de células secretoras do inverno (Fig. 3A-B) até o
outono (Fig. 3A-C), com um pico significativo no inverno (15,33 céls/5733um’ + 4,41)

e apenas a diferenca entre primavera e verdo ndo sendo significativa (Fig. 3A).

As células basais apresentaram um decréscimo significativo entre as
estacdes outono-inverno e primavera-verao, demonstrando assim que, ao longo do ano,
as células secretoras respondem mais as mudangas sazonais que as células basais (Fig.

3A).
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Imunoistoquimica

Receptor de Androgeno (AR)

Observamos que ambas as regides apresentaram uma alta imunorreatividade
ao AR (acima de 70%) em todas as estagdes do ano (Fig. 4A), mostrando assim que
ambas as glandulas (ventral e dorsal) sdo, possivelmente, reguladas/estimuladas
fortemente por androgenos.

A regido ventral apresentou uma média de 73% de células marcadas
positivamente (Fig. 4B-B’), com nenhuma diferenca significativa entre as estagdes do
ano (Fig. 4C). Por outro lado, a regido dorsal apresentou uma maior imunorreatividade,
em média 77% nas estagdes inverno-primavera-verao (Fig. 4D-D’) e um significante
pico no outono (84,95% + 7,91, Fig. 4E).

Assim observamos que a regido dorsal apresenta uma maior
imunorreatividade aos receptores de androgeno do que a ventral e que sua expressao
varia sazonalmente.

As figuras 4F-F’ representam os controles negativos das regides ventral e

dorsal, respectivamente.

Proliferacdo Celular

A porcentagem de células imunorreativas ao PCNA da regido ventral foi
alta, proximo a 10% (Fig. 4J). Essa porcentagem permaneceu constante durante as
estacdes inverno-primavera-verao (Fig. 4I-I’), com um declinio significativo no outono
(Fig. 4H-H’). Por outro lado, a regido dorsal apresentou baixas taxas de proliferagao,
proximas a 2-3% no outono-primavera-verdo (Fig. 4K-K’-N), com um pico

significativo no inverno (10,88%, Fig. 4L-L’-N).
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As figuras 4M-M’ representam os controles negativos das regides ventral e

dorsal, respectivamente.

Apoptose Celular

A imunorreatividade para apoptose mostrou caracteristicas interessantes,
principalmente para a regido ventral. Observamos que essa regido apresenta um enorme
aumento na quantidade de células apoptoticas na primavera (63,46% + 18,30; Fig. 40-
P-R), j& que nas outras estacdes a porcentagem fica em média 1,7% (Fig. 4Q-Q’-R).
Demonstrando assim, que esta regido apresenta uma perda significante de suas células
secretoras.

Por outro lado, a imunorreatividade da regido dorsal ndo apresentou
diferencas significativas ao longo do ano, permanecendo constante com uma média de
0,02% (Fig. 4S-U).

Nas figuras 4S°-T temos os controles negativos do TUNEL e na figura 4T’

o controle positivo.

Razdo PCNA/TUNEL

Quando calculamos a razao PCNA/TUNEL da regidao ventral observamos
que esta apresenta sua maior taxa no outono (102), e esta vai decaindo até atingir o
minimo na primavera (0,18) (Fig. 4V). Ja a taxa da regido dorsal acompanhou a

porcentagem do PCNA apresentando um pico no inverno (362, Fig. 4W).
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Citoquimica enzimdtica — Atividade da Fosfatase Acida Prostitica

Observamos que as regides prostaticas responderam diferentemente a
exposicao a reatividade a fosfatase acida (Fig. 5). A regido ventral ndo apresentou
reatividade epitelial em nenhuma das estacdes do ano (Figs. 5A-B), indicando que
possivelmente esse epitélio ndo produz essa enzima, por outro lado alguma atividade foi
observada em seu estroma em todas as estacdes do ano (Figs. SD-E). De forma
completamente oposta, a regido dorsal apresentou 100% de seus acinos reativos a
fosfatase em todas as estagcdes do ano (Figs. 5G-H), mostrando que seu epitélio produz
essa enzima em alta quantidade. Nessa regido observamos que a regido de entrada dos
ductos deferentes apresenta uma menor reatividade a fosfatase (Figs. 5J-K).

As figuras SF, I e L correspondem aos controles negativos da reacao.
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DISCUSSAO

Segundo Willig (1985), 4. planirostris apresenta no nordeste brasileiro um
ciclo reprodutivo poliéstrico bimodal, com dois picos de nascimentos, um em junho-
julho (outono-inverno) e outro em marco (verdo). Taddei (1976) descreve fémeas
gravidas durante todo o ano para o estado de Sdo Paulo e Graham (1987) prediz que A.
planirostris € capaz de se reproduzir em qualquer época do ano. Dados controversos
também foram observados para essa espécie no Peru (DAVIS e DIXON, 1976) e na
Argentina (BARQUEZ, 1988), mostrando que, possivelmente, essa espécie apresenta
padrdes reprodutivos varidveis de acordo com o ambiente em que estd inserida
(FLEMING et al., 1972). No presente estudo, apesar de ter sido realizado no estado de
Sdo Paulo, observamos fémeas gravidas apenas no intervalo inverno-verdo, com um
pequeno pico no inverno € um alto no verao, o que nos leva a crer que em nossa regido
tanto a temperatura quanto a pluviosidade sdo pressoes seletivas para a reproducao, pois
o maior pico de fémeas gravidas ocorreu no verdao €época mais quente e umida.

Todos esses trabalhos levam em conta dados ecologicos baseados
principalmente no ciclo reprodutivo feminino, sendo poucas informagdes baseadas no
masculino. Segundo alguns autores, machos escrotados podem ser observados em
vérios meses do ano (BARQUEZ, 1988; BARQUEZ et al., 1991; BARQUEZ ¢ OJEDA
1992; MARES et al., 1995) e espermatozdides armazenados na cauda do epididimo
podem ser observados durante todo o ano (TADDEI, 1976), mostrando que,
possivelmente, os machos estariam aptos a reprodugdao em qualquer época do ano. No
entanto, nao encontramos na literatura dados relativos a fisiologia e funcionamento do

trato reprodutivo masculino (gonadas e glandulas anexas) para essa espécie.
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A ativagdo espermatogénica dos testiculos (producdo de espermatozoides)
por si sO ndo garante o sucesso reprodutivo masculino, uma vez que todo
espermatozodide deve passar por um seriado processo de maturagdo e ativacdo. Esse
processo ocorre durante seu deslocamento até o meio externo e tem total
influéncia/regulacdo do epididimo, na regido caudal (RUSSELL et al, 1989), e
principalmente das glandulas reprodutivas acessorias (GUYTON, 1984; VILAMAIOR
et al.,2003).

Como cada animal esta inserido em um ambiente diferente, ¢ esperado que
as GRAs ndo apenas auxiliem na sobrevivéncia, viabilidade de motilidade dos
espermatozodides, mas que elas também sofram influéncia e modulagdo do tipo de
reproducdo que cada animal apresenta e das mudancas do ambiente em que estd
inserido. Neste trabalho observamos que o complexo glandular prostatico (CGP) de 4.
planirostris apresentou nitidas variagdes ao longo do ano.

Observamos que a dosagem de testosterona plasmatica aumentou
sincronicamente com o aumento da temperatura e da pluviosidade, do outono até o
verao. Dados referentes as dosagens hormonais para morcegos estdo relacionados
apenas a espécies hibernantes de clima temperado (GUSTAFSON e DAMASSA, 1985;
GUSTAFSON e SHEMESH, 1976) e relatam de um a trés picos de testosterona, que
variam conforme a espécie, tempo de hibernacdo e o ambiente a qual a mesma estad
inserida. Assim notamos que a produgdo de testosterona em morcegos tropicais sofre,
possivelmente, influéncia ambiental direta, em um feed back positivo com a
temperatura, pluviosidade e conseqiiente maior disponibilidade de alimento.

O peso do CGP e o testicular também aumentaram sincronicamente do
outono até o verdo, demonstrando que ambos os 6rgaos sao regulados pela testosterona

circulante, em um feed back positivo. Por outro lado, essa variacdo apresentou dois
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picos, 0 menor no inverno € o maior no verao, sugerindo que esta espécie apresenta dois
ciclos reprodutivos principais, nestes periodos. Assim podemos propor que A.
planirostris apresenta um ciclo reprodutivo poliéstrico bimodal para a regido noroeste
do estado de Sao Paulo.

Krutzsch e Nellis (2006) estudando os aspectos reprodutivos de
Brachyphylla cavernarum, também observaram uma sincronia entre o peso testicular e o
das GRAs, porém esta espécie apresentou um unico pico reprodutivo nos meses de
novembro e dezembro. Estas diferencas no ciclo reprodutivo entre as espécies sdo
devido, possivelmente, a diferengas no ambiente em que cada espécie estd inserida.

Além dessas variagdes observamos que cada regido do CGP (ventral e
dorsal) apresenta caracteristicas unicas e distintas, por exemplo: a regido ventral
apresenta o limen como componente glandular predominante, em contrapartida a dorsal
apresenta o epitélio; a imunorreativadade a fosfatase acida foi observada no epitélio de
todos os acinos da regido dorsal, mas apenas no estroma da regido ventral; além de que
as duas regides respondem diferentemente as variacdes do ambiente e da testosterona
circulante.

Esses dados nos levam a corroborar estudos prévios (PUGA et al., 2011)
que indicavam que o complexo glandular de A. planirostris ¢ formado por uma prostata
unica, dotada de duas regides distintas, e refutar a literatura, a qual predizia a presenca
de uma prostata ventral e vesicula seminal dorsal (CRINCHTON e KRUTZSCH, 2000).
A grande imurreatividade da regido dorsal a fosfatase acida indica essa regido como
uma regido prostatica ja que, segundo Cerri e colaboradores (1999), as fosfatases acidas
estdo presentes em grande concentragdo no tecido e secre¢do prostatica, e ausentes na
vesicula seminal. Por outro lado a auséncia de imurreatividade da regido ventral ¢

intrigante e merece futuros estudos. As marcagdes do estroma dessa regido podem estar
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relacionadas com a presenca de macrofagos - células estas que apresentam atividade
desta enzima.

As diferengas na respostas de ambas as glandulas as variagcdes do ambiente
e da testosterona circulante sdo bem acentuadas ao longo do ano. Observamos que
ambas as regides expressam receptores de androgeno em grande quantidade, porém a
regido ventral ndo apresenta variacdo significativa ao longo do ano, ja a regido dorsal
apresenta uma grande expressao no outono, que diminui gradativamente até o verao.
Quando cruzamos estes dados com o da dosagem hormonal, observamos que estes sdo
inversamente correlacionados, ou seja, quando temos um maior nivel de testosterona no
sangue, temos uma menor expressao de receptores nas células epiteliais.

Singh e Krishna (2000) propuseram que as glandulas sexuais acessorias
masculinas de Taphozous longimanus (um morcego embalonurideo) apresentam uma
relacdo dose-dependente da testosterona circulante e que, assim como em 7. georgianus
(JOLLY e BLACKSHAW, 1989) e Myotis lucifugus (vespertilionideo - GUSTAFSON
e SHEMESH, 1976), a atividade dessas glandulas necessita de altos niveis de
testosterona circulante, niveis bem mais altos do que os necessarios a espermatogénese.
Assim, observamos que essa relacdo inversa pode ter sido desenvolvida de forma a
facilitar o estimulo dessa glandula, onde quando os niveis hormonais estdao baixos a
sintese de receptores aumenta para que as células prostaticas maximizem a captagdo da
pouca testosterona circulante. Por outro lado, quando os niveis hormonais estao altos,
essa grande producao pode se estabilizar.

Observamos também que a regido dorsal apresenta uma menor porcentagem
de células PCNA positivas e também de TUNEL positivas que a ventral, e que durante

0 ano essa regido apresenta apenas um aumento da razdo PCNA/TUNEL no inverno,
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que esta diretamente relacionado com o aumento da porcentagem e da altura do epitélio
nessa estacao.

Por outro lado, a regido ventral apresentava uma perceptivel flutuagdo no
numero de células ao longo das estagdes do ano, a qual foi comprovada pelo censo
populacional de células, pela alta taxa de células PCNA+ do inverno ao verdo e do
elevado numero de células apoptdticas observados na primavera. Podemos identificar
que esta flutuagdo ocorre tanto nas células basais quanto nas secretoras, porém com
maior impacto nas secretoras. Esta regido apresenta um maior nimero de células no
inverno, sendo esse aumento provavelmente devido ao aumento da taxa de testosterona
circulante que estimula a ativagdo da glandula e a uma grande producdo de secrecdes
necessarias aos picos reprodutivos observados no inverno e verdo. Este nimero decai
acentuadamente na primavera, devido a grande mortalidade celular observada nesse
periodo, e o alto nivel de células proliferativas (PCNA+) reconduzem ao aumento do
proximo inverno. Essa alta mortalidade, somada ao fato de que as células dessa regido
eliminam grande parte de seu citoplasma com a secrecdo (PUGA ef al., 2011), nos leva
a confirmar a natureza holdcrina desta regido prostatica.

Apesar das diferencas observadas entre as duas regides, notamos que ambas
apresentam uma preparagdo funcional para a reproducao semelhante, onde no periodo
outono-inverno, com o estimulo do aumento da testosterona circulante o componente
epitelial assim como a altura do epitélio e a area nuclear aumentam, iniciando a sintese
de seus componentes e elevando o peso glandular. Essa secre¢ao parece ser armazenada
no interior das células por certo periodo, provavelmente um periodo de maturagdo. Apos
esse periodo, as células comecam a liberar a secrecdo no interior do lumen, fato que
demonstra o aumento no componente limen na primavera, ¢ fica armazenada até a

liberag¢ao na época de reproducao, provavelmente o maior pico reprodutivo, no verao.
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Assim observamos que ambas as glandulas possivelmente produzem em
larga escala durante o inverno, estimuladas pelo aumento da testosterona. Certa parte
dessa producdo ¢ liberada ja no inverno, propiciando assim o menor pico de reproducdo
observado nessa estacdo, e a outra parte ficando armazenada para o maior pico
reprodutivo, observado no verao.

Concluimos assim que A. planirostris apresenta um padrao de reproducdo
poliéstrico bimodal para espécimes do noroeste do estado de Sdo Paulo e que esse
padrdo aparenta ser intimamente regulado por um aumento gradativo da taxa de
testosterona circulante, que estimula ambas as regides prostaticas a se prepararem para
os dois periodos reprodutivos (inverno e verdo). Ainda confirmamos a natureza
prostatica da regido dorsal e a holdcrina da regido ventral, fato este nunca antes descrito

para a glandula prostatica.
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Figura 1. Variacdo na temperatura (A), precipitagdo pluviométrica (B), peso corporal
(C), peso gonadal (D), peso do complexo glandular prostatico (E) e nivel plasméatico de
testosterona circulante (F) de 4. planirostris nas diferentes estagdes do ano. Os valores
correspondem & média + desvio padrio. *™“Letras sobrescritas distintas indicam

diferencas significativas entre as estacdes do ano (p<0,05).
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FIGURA 1.
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Figura 2. Morfologia do complexo glandular prostatico (CGP) de Artibeus planirostris
corados com hematoxilina-eosina e avaliados estereologica, morfométrica e
caiometricamente ao longo de um ano. A-B. Vista geral do CGP, observe as duas
diferentes regides ventral e dorsal. C-D-E. Regido Ventral. Nesta regido observamos, na
estereologia (C), que ocorre uma diminui¢do na porcentagem de epitélio e um aumento
na de limen na estacdo do outono (D), quando comparamos com as outras estagdes
(verao — E). I-J-K. Graficos da cariometria da regido ventral, nesta regido observamos
uma reducdo da area do ntcleo (I) gradativa do outono (O) até o verao (P). O perimetro
nuclear também apresentou uma redugdo gradativa do outono até o verdo (J). Ja o fator
forma ficou préximo a 0,81 ao longo de todas as estagdes, ocorrendo diferengas
estatisticamente significantes entre o outono e o inverno (K). Na estereologia da regido
dorsal (F-G-H) observamos que o epitélio apresenta um acentuado pico no inverno (F-
G), com significativo declinio posterior, na primavera-verao (F-H), o limen apresentou
caracteristicas opostas ao epitélio (F-G-H) e o estroma ndo apresentou diferencas
significativas (F-G-H). L-M-N. Graficos da cariometria da regido dorsal, em L
podemos notar que essa regido apresenta um aumento significativo da area nuclear das
estacdes primavera-verdo (Q) para as estagdes outono-inverno (R). O perimetro nuclear
nao teve diferenca estatistica (M), ja o fator-forma (N) teve um descréscimo no seu
valor das estagdes outono-inverno para primavera-verdo. Ainda na regido dorsal,
observamos que a altura do epitélio tende a diminuir gradativamente da primavera (Q-
S) até o inverno (R-S). Os valores escritos logo abaixo do grafico correspondem a
média da variavel. **“Letras sobrescritas distintas indicam diferencas significativas

entre as estagdes do ano (p<0,05).
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FIGURA 2.
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Figura 3. Censo populacional das células epiteliais da regido ventral do complexo glandular
prostatico de Artibeus planirostris. A. Grafico da média do niimero de células por unidade de area
(5733pm?). B-C. Fotomicrografias da regido ventral coradas com hematoxilina-cosina. Observe
que as células secretoras sdo mais abundantes no inverno (B), quando comparada com as outras
estacoes (C — fotomicrografia de um espécime do outono) - (RD, regido dorsal; RV, regido ventral,
Ur, uretra). Os valores escritos logo abaixo do grafico correspondem & média da variavel. “>“Letras
sobrescritas distintas indicam diferengas significativas entre as estagdes do ano (p<0,05).
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FIGURA 3.
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Figura 4. Reacdes imunoistoquimicas para receptor de androgeno (AR: A-G),
proliferacdo celular (PCNA: I-N) e apoptose (TUNEL: O-U) realizadas em ambas as
regides glandulares para as quatro estacdes do ano de Artibeus planirostris;
Contracoloracdo: Hematoxilina. V-W. Gréficos referentes a taxa de proliferacdo celular
(PCNA/TUNEL) de ambas as regides. A. Observe a imunorreatividade do AR em
ambas as regides glandulares (seta escura), e algumas células da regido dorsal ndo
marcadas (cabega de seta). B-B’-C. Observe a alta expressdao de AR da regido ventral.
D-E-G. Regido dorsal. Observe a diferenga significativa de reatividade ao AR (G) entre
as estacdes verdo (D-D’: seta escura — células positivas; cabeca de seta — células
negativas) e outono (E). F-F’. Controles negativos da reagdo: regido ventral e dorsal,
respectivamente. I-J. Regido ventral. Observe a alta imunorreatividade ao PCNA nas
estagdes inverno-primavera-verdo (I-I’-J) e o declinio significativo no outono (H-H’-J).
K-K’-L-L’-N. Regido dorsal. Note a baixa imunorreagdo no outono-primavera-verao
(K-K’-N) e o pico de proliferagao celular do inverno (L-L’-N). M-M’. Controles
negativos da reacdo: regido ventral e dorsal, respectivamente. O. Note a grande
diferenca de marcacdo para apoptose entre as duas regides (ventral e dorsal) na estagdo
da primavera. Nesta estacdo observamos uma alta taxa de apoptose (P-R) quando
comparada as outras estagoes (Q-Q-R’). S-U. Regido dorsal. Observe a baixa marcagao
ao longo das estagdes do ano. S’-T. Controles negativos da reagdo: regiao dorsal e
ventral, respectivamente. T’. Controle positivo. (RD, regido dorsal; RV, regido ventral;
Setas escuras: células positivas; cabecas de setas: células negativas). Os valores escritos
no interior das barras ou logo abaixo da mesma, correspondem a média da variavel.
=5 etras sobrescritas distintas indicam diferencas significativas entre as estagdes do

ano (p<0,05).
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FIGURA 4.
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Figura 5. Criocortes do complexo glandular prostatico de Artibeus planirostris
submetidos a reagao para fosfatase acida prostatica. Contracoloragdo: Metil-Green. A-B.
Visdo geral do complexo prostatico. Observe a auséncia de marcagdes na regido ventral,
a marcacao positiva para a regido dorsal e a regido de ductos (seta). C. Detalhe da
regido dorsal. Note a regido de ductos (D). D-E. Regido ventral. Note a marcaciao de
pontos no estroma (setas). F. Controle negativo da regido ventral. G-H. Regidao Dorsal.
Observe a forte marcagdo para fosfatase acida (setas claras). I. Controle negativo da
regido dorsal. J-K. Regido de desembocadura de ductos. Note a fraca reatividade da
reacdo. L. Controle negativo da regido de desembocadura de D, Regido de

desembocadura dos ductos deferentes; RD, regido dorsal; RV, regido ventral.
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FIGURA S
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Tabela 1. Descricdo do niimero de espécimes utilizado em cada parametro analisado ao longo
do trabalho.

Estacoes do Ano

Pardmetros Outono Inverno  Primavera Verao
Biometria 9 13 13 8
Dosagem Hormonal 8 12 12 8
Estereologia/Morfometria/Cariometria 4 5 4 4
AR 3 4 3 3
PCNA 3 3 3 3
TUNEL 3 3 3 3
Fosfatase acida 3 3 3 3
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V- Al‘tigO 3: Morfologia das glandulas reprodutivas acessérias masculinas de uma

espécie de Phyllostomidae, Platyrrhinus lineatus (Chiroptera: Phyllostomidae).
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RESUMO

A ordem Chiroptera ¢ a segunda maior ordem dentro de mamiferos e apresenta uma
variada distribuigdo geografica e conseqiiente variacao de fatores abioticos, tais como:
latitude, temperatura, umidade, precipitagdo e disponibilidade de alimentos,
provavelmente influenciam na variedade de padrdes e caracteristicas reprodutivas de
morcegos tropicais. Entretanto, raros sdo os relatos relacionados com as glandulas
reprodutivas acessorias (GRAs) masculinas de morcegos brasileiros. Assim, o objetivo
do presente estudo foi caracterizar e comparar a morfologia das GRAs de um morcego
exclusivamente Neotropical, Platyrrhinus lineatus (Chiroptera: Phyllostomidae), no
intuito de comparar com nossos estudos anteriores. As GRAs foram investigadas
usando macroscopia e microscopia de luz. Este estudo mostrou que as GRAs sdo
compostas por um complexo prostatico, com duas regides distintas (ventral e dorsal),
glandulas parauretrais dispersas e um par de glandulas bulbouretrais, e ndo apresentam
vesiculas seminais. Comparando as GRAs de P. /ineatus com uma espécie descrita pelo
nosso grupo de pesquisa, Artibeus planirostris, notamos uma grande semelhanca tanto
na macroscopia quanto na microscopia. Assim, quando comparando nossos dados
anatomicos e fisioldgicos com a literatura e estudos prévios do nosso laboratorio,
podemos inferir que as GRA de Phyllostomidae (Stenodermatinae) apresentam um

padrao morfoldgico comum.

PALAVRA-CHAVE: Chiroptera, Phyllostomidae, Prostata, Bulbouretral, Parauretral.
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INTRODUCAO

A Ordem Chiroptera no Brasil é representada por nove familias, 64 géneros
e 167 espécies, isto torna essa a 2° maior ordem em riqueza de espécies, sendo superada
apenas pela Ordem Rodentia, com 235 espécies. As familias brasileiras com seu
respectivo numero de espécies sdo: Phyllostomidae (90), Molossidae (26),
Vespertilinidae (24), Emballonuridae (15), Mormoopidae (4), Thyropteridae (4),
Noctilionidae (2), Furipteridae (1) e Natalidae (1). Estas habitam todo o territorio
brasileiro, ocorrendo na Amazodnia, no Cerrado, na Mata Atlantica, no Pantanal, no

nordeste, nos pampas gatchos e até nas areas urbanas (REIS et al., 2007).

A variada distribui¢do geografica e conseqliente variacdo de fatores abidticos,
tais como: latitude, temperatura, umidade, precipitagdo e disponibilidade de alimentos,
provavelmente influenciam na variedade de padrdes e caracteristicas reprodutivas de
morcegos tropicais (FLEMING et al., 1972). Exemplos dessas caracteristicas sdo, o
armazenamento de espermatozdides em um prolongamento da cauda do epididimo nos
machos, € nas fémeas nos cornos uterinos; assincronia da espermatogénese e periodo de
copula, e atraso no implante no trato reprodutivo feminino (CRICHTON E
KRUTZSCH, 2000; BEGUELINI et al., 2009).

Crinchton e Krutzsch (2000) ao compilarem dados sobre reproducdo de
morcegos, afirmam que a estrutura, tanto anatémica quanto microscopica, dos o6rgaos
reprodutivos (testiculos e glandulas acessorias) segue o padrao dos mamiferos, ou seja,
estes apresentam um par de testiculos, e as glandulas acessorias, tais como: prostata,
vesiculas seminais, glandulas ampulares e glandulas de Cowper podem ou nao estar
presentes no sistema reprodutor. Em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa,

observamos que Artibeus planirostris, outro filostomideo da subfamilia
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Stenodermatinae, apresentou um par de glandulas bulbouretrais, ¢ um complexo
glandular prostatico compacto, este ¢ dividido em duas regides um dorsal e outra

ventral, e auséncia de vesicula seminal (Puga ef al., submetido 2011-a)

Platyrrhinus lineatus ¢ uma espécie também da subfamilia Stenodermatinae,
a qual, segundo Peracchi e Albuquerque (1971) apresenta um periodo de reproducdo
prolongada e poliestria na populagdo paulista, indicadas pelas fémeas gravidas e
lactantes simultaneamente, nos meses de novembro e dezembro. Willig (1983) afirma,
também baseado em estudos ecologicos, que P. lineatus apresenta proporg¢des sexuais
desiguais em suas populagdes, sendo que esta espécie manteve pequenos haréns
pequenos de 7 a 15 fémeas em pequenas cavernas graniticas. Colonias similares 6 a 20
individuos também foram relatadas por Peracchi e Albuquerque (1971). O fato desta
espécie apresentar semelhangas ecologicas e ser um grupo proximo de A. planirostris, e
com isso nos permitir inferir em qual nivel ocorrem as diferengas nas GRAs de

morcegos, nos levou a eleger esta espécie neste estudo.

Assim, o objetivo do presente estudo foi caracterizar e avaliar a morfologia das
glandulas reprodutivas acessorias masculinas (GRAs) de um morcego exclusivamente
Neotropical, Platyrrhinus lineatus (E. GEOFFROY ST.-HILAIRE, 1810) (Chiroptera:

Phyllostomidae), no intuito de comparar com nossos estudos anteriores.
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MATERIAIS E METODOS

Animais, Coletas e Licencas

Foram analisados 10 espécimes machos, sexualmente maduros de
Platyrrhinus lineatus (E. GEOFFROY ST.-HILAIRE, 1810). Estes espécimes estdo
arquivados na Colecdo de Chiroptera da Universidade Estadual Paulista (DZBSJRP —
UNESP). Os animais foram coletados no noroeste do estado de Sao Paulo, Brasil
(49°22°45”W; 20°49°11”S) entre julho 2009 a junho 2010. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) (Processo: 017/2009 — CEEA), e a coleta e captura dos animais foi autorizada

pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente, IBAMA (Processo: 21707-1).

Processamento e documentacdo dos animais

Os animais foram sacrificados por compressdo cervical e acomodados em
decubito dorsal na mesa de dissec¢do. Foi realizada uma incisdo na regido abdominal
em direc¢ao caudal, a pele e o tecido subcutaneo foram seccionados para expor a area. A
posicdo das GRAs foi fotodocumentada, e os orgaos foram retirados para analise
histolégica. A documentagao macroscopica foi realizada com uma camera digital HP
Photosmart M627 (6.0 mm - 18.0 mm), com 7.0 megapixels e 3x zoom O&ptico e 5x

zoom digital.

Histologia
As GRAs foram imediatamente fixadas por imersdao em Solucdo fixadora
Karnovsky’s por 48 horas (0.1 M Sorensén Tampao Fosfato, pH 7.2, contendo 5% de

paraformoldeido e 2.5% glutaraldeido). Em seguida, o material foi desidratado em uma
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série crescente de etanol e incluido historesina (Historesin embedding Kit — Leica).
Cortes de 3pm foram produzidos em micrétomo rotativo (Leica RM 2155) e coletados
em laminas de vidro para as devidas coloragdes. Os tecidos obtidos a partir de cortes
seriados foram corados com hematoxilina-eosina (RIBEIRO ¢ LIMA, 2000), com Azul
de Toluidina (MELLO e VIDAL, 1980) e submetidos a reticulina de GOmori
(GOMORI, 1937) e 4cido periédico de Schiff (PAS) (BEHMER, 1976). As analises
microscopicas foram realizadas em um microscopio Olympus BX60 acoplado com o

Image-Pro-Plus for Windows software para analise das imagens.

Reconstrucdo tridimensional

Apo6s o processamento histoldgico, toda a extensdo do complexo glandular
foi seccionada na espessura de 3um e corados com hematoxilina-eosina. A captura e
processamento das imagens foram realizados utilizando o software de analise 3.2 (Build
743; Digivision-SIS, San Diego, CA). Apds o alinhamento, as regides ventral e dorsal,
glandulas parauretrais, o musculo e no limen da uretra foram isoladas em cada imagem
e depois processados para se obter um limite de interface em cada sec¢do, gerando um

modelo tridimensional (3D).
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RESULTADOS

Anatomia e modelo tridimensional das GRAs.

As GRAs de P. lineatus sdao formadas por um complexo glandular compacto
localizado logo abaixo da vesicula urinaria (Fig. 1A-B-C), o qual circunda a uretra; e
um par de glandulas bulbouretrais (Fig. 1I) localizadas na raiz peniana.

O complexo glandular ¢ composto por uma glandula prostatica, esta
apresenta duas regides bem definidas: uma ventral e outra dorsal (Fig. 1D). Ainda neste
complexo observamos glandulas parauretrais associadas com a submucosa da uretra
(Fig. 1G-H). Macroscopicamente, as duas regidoes da prostata apresentam diferencas na
cor, formato e textura (Fig. 1A-B-C). A regido ventral apresenta uma coloragdo
esbranquicada e aparéncia compacta, e esta localizada em ambos os lados da uretra,
circundando parcialmente a parte ventral da uretra. J4 a regido dorsal apresenta uma
coloragdo rosa e aparéncia translucida, ela circunda a parte dorsal da uretra e recebe os
dois ductos deferentes. Esses ductos adentram dorsalmente na regido dorsal, e converge
para o centro do complexo glandular, desembocando na uretra prostatica (Fig. 1E-F).

As glandulas parauretrais sao isoladas na submucosa da uretra, dispersa no
tecido conjuntivo (Fig. 1G). Essas pequenas glandulas tém um epitélio simples colunar,
e apresenta secre¢ao PAS positiva (Fig. 1H).

Na reconstrugdo tridimensional, a anatomia desta glandula foi confirmada
(Fig. 2). A regido ventral circunda parcialmente a uretra em todo o seu comprimento.
Foi observado que a uretra prostatica ¢ um tubo linear que transpassa o complexo
prostatico e ¢ circundada por tecido conjuntivo e de uma regido de desembocadura de

ductos. A regido distal a uretra ¢ circundada por musculo (Fig. 2A-B-C).
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A regido dorsal estd posicionada atras da uretra e recebe os dois ductos

deferentes, os quais desembocam na uretra (Fig. 2D-E).

Histologia

Histologicamente, as duas regides prostaticas também foram confirmadas
(Fig. 3A-B-C). A regido ventral apresenta um epitélio indefinido, as células secretoras
apresentam nucleos basais, e poucas células basais. O citoplasma contém numerosas
vesiculas secretoras, e o lumen € repleto de pequenos granulos de secrecao (Fig. 3B). A
regido dorsal tem um epitélio pseudoestratificado colunar o qual também apresenta dois
tipos celulares: basal e secretora. As células basais sdo menos frequentes, e estdo
aderidas a lamina basal e apresentam ntcleo alongado. As células secretoras sdo
colunares e apresentam ntcleo parabasal e um Complexo de Golgi evidente no
citoplasma perinuclear (Fig. 3C).

No método PAS, 3 tipos de secrecdo foram observadas (Fig. 3D-E-F-G). A
secrecao da regido ventral ¢ formada por granulos PAS positivos (Fig. 3E), ja a regiao
dorsal apresenta dois tipos de secrecao: uma basofila (Fig. 3F) e outra mista, basofila e
PAS-positiva (Fig. 3G), esta ultima ¢ a regido a qual recebe os ductos deferentes. Ainda
nesta regido de ductos temos alguns acinos que apresentam espermatozoides no interior
do lumen, fato este que pode estar relacionado pelo refluxo dos ductos deferentes ou da
uretra.

Usando a coloragdo de Azul de Toluidina, observamos que a maioria das
células da regido ventral apresenta uma massa de cromatina condensada em uma Unica

regido central, e algumas células apresentam a cromatina concentrada em duas regioes

103



Morfofisiologia das gldndulas reprodutivas acessorias masculinas de morcegos.

(Fig. 3H). Por outro lado, as células secretoras da regido dorsal apresentam a cromatina
dispersa no nucleo, se associando com o envelope nuclear (Fig. 31).

Com o método reticulina de GOmori, observamos que o complexo prostatico
¢ um oOrgdo compacto com uma capsula Unica de tecido conjuntivo (Fig. 3J). O
arcabouco da céapsula ¢ formado por uma grande quantidade de fibras reticulares,
paralelamente arranjadas, e por fibras de coldgeno tipo I (Fig. 3K-L). Esses dois tipos
de fibras também compdem também o arcabougo da matriz extracelular, circundando os
acinos prostaticos, estas sdo semelhantes em ambas as regides.

A glandula bulbouretral ¢ uma glandula acinar de formato oval, ela ¢
parcialmente circundada por tecido muscular (Fig. 4A), apresenta um epitélio cilindrico
com nucleos basais (Fig. 4B), os quais apresentam a cromatina dispersa no nucleo

celular (Fig. 4D). A secrecdo destas glandulas ¢ granular e PAS positivo (Fig. 4C).
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DISCUSSAO

A ordem Chiroptera apresenta um grande numero de espécies, com ampla
distribui¢do geografica, fatores estes que promovem uma grande variabilidade de
padrdes reprodutivos, porém quando consultamos a literatura estes ndo tem sido muito
estudados. Principalmente quando focamos esta busca nas glandulas reprodutivas
acessoOrias masculinas. Estas glandulas sdo 6rgdos que compdem o sistema reprodutor
masculino, os quais sdo de suma importancia por secretarem produtos que garantem a
sobrevivéncia, viabilidade e a motilidade dos espermatozoides, fato este que apresenta
grande influéncia no sucesso reprodutivo dos mamiferos.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa tem estudado aspectos da
reproducdo de morcegos brasileiros, dando enfoque tanto na descri¢do e comparagdes
entre familias e espécies, quanto nas mudangas que ocorrem nestas glandulas durante o
ano. Neste estudo observamos que, macroscopicamente, as GRAs apresentam um
complexo compacto, o qual apresenta duas regides distintas: uma ventral e outra dorsal,
as quais envolvem a uretra, isto também foi descrito pelo nosso grupo para a espécie 4.
planirostris. As glandulas bulbouretrais também sdao encontradas em ambas as espécies
e apresentam semelhangas tanto na localizagdo quanto na forma (Puga et al., 2011-a).
Quando comparamos esses dados macroscopicos com os de outras espécies de familias
diferentes também estudadas em nosso laboratério, tais como Molossidae e
Vespertilionidae, observamos que ha diferengas no grau de compactacao glandular, nos
tipos glandulares, e localizagdo das glandulas bulbouretral. O que nos leva a crer que,
possivelmente, a composicdo e morfologia das glandulas reprodutivas acessorias

masculinas seguem um padrao filogenético, ligado ao nivel de familia.
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Histologicamente, as duas espécies seguem um padrdo geral, este mesmo
padrdo foi descrito por Krutzsch e colaboradores (1976) para outra espécie de
filostomideo, Macrotus waterhousii, estes autores descreveram a intima relagdo entre a
regido ventral e dorsal, e confirmaram que nesta espécie ndo ha uma separagdo entre as
glandulas, essas glandulas sdo descritas por ele como prostata, a regido ventral, e
vesicula seminal, a dorsal. Entretanto, como ja afirmamos na descricio de A.
planirostris, temos evidéncias citoquimicas e histologicas que nos levam a crer que a
regido dorsal ndo ¢ vesicula seminal e sim uma regido prostatica.

A regido ventral desta espécie, assim como a de A. planirostris apresenta
um epitélio distinto de todas as GRAs de outros mamiferos, entretanto quando
comparamos apenas os dois trabalhos descritivos poderiamos afirmar que estas duas
regides apresentam diferencas na regido ventral, ja que a de P. lineatus apresenta o
epitélio muito mais definido que a de 4. planirostris. Porém isso esta relacionado com a
época de coleta destes animais, como ja descrito para A. planirostris, essa espécie
apresenta uma mudanca sazonal destas glandulas, e a regido ventral apresenta uma
maior celularidade em certa estagdo do ano, entdo podemos inferir que provavelmente
isso ocorrerda com P. lineatus também, e que nossa analise foi realizada durante a fase
de maior niamero celular.

Com a descricao de um par de glandulas de bulbouretrais logo abaixo da
raiz peniana em ambas as espécies aqui estudadas e nas espécies Macrotus waterhousii
(KRUTZSCH et al., 1976) e Brachyphylla cavernarum (KRUTZSCH e NELLIS,
2006), podemos afirmar que dentro da familia Phyllostomidae, todas as espécies
analisadas até o presente trabalho apresentam glandulas de bulbouretrais.

Além das regides ventral e dorsal, observamos também a presenca de

glandulas parauretrais, as quais estdo presentes tanto em P. lineatus quanto em A.
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planirostris. Essas glandulas ndo foram descritas na literatura existente para
filostomideos (KRUTZSCH e NELLIS, 2006; KRUTZSCH et al., 1976), porém em
outras espécies analisadas em nosso laboratdrio, tanto de filostomideos (Phyllostomus
discolor) quanto em molossideos (Molossus molossus) estas glandulas foram
encontradas e apresentaram o mesmo padrdo, glandulas PAS positivas localizadas em
volta da uretra, geralmente na regido mais distal a vesicula urinaria.

As GRAs da espécie A. planirostris, estudada pelo nosso grupo, apresentou
importantes mudangas sazonais, tais como: na expressdo de receptor de andrégeno, no
nimero de células secretoras, na porcentagem dos componentes glandulares (epitélio,
limen e estroma), no peso glandular, entre outros (Puga et al, 2011-b). Sabendo a
espécie analisada neste trabalho ¢ da mesma subfamilia que A. planirostris, julgamos
necessario realizar uma analise sazonal de P. lineatus para melhor compreensao tanto
das mudangas sazonais desta espécie, quanto para melhor comparar as diferengas e
semelhangas entre familias e espécies.

Assim, quando comparando nossos dados anatdmicos e fisioldgicos com a
literatura e estudos prévios do nosso laboratorio, podemos inferir que as GRA de

Phyllostomidae (Stenodermatinae) apresentam um padrao morfoldégico comum.
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Figura 1. Fotomicrografias das glandulas reprodutivas acessorias masculinas de
Platyrrhinus lineatus. A.B.C. Macroscopia do complexo glandular prostatico (CGP),
em A vista ventral do CGP, note a regido ventral circundando a uretra, logo abaixo da
vesicula urinaria. B. Vista dorsal do CGP. C. Vista lateral do CPG, note a intima
relacdo entre as duas regides. D. Microscopia geral do CPG, note como as duas regides
prostaticas envolvem a uretra. E. Detalhe do ducto deferente passando pelo interior da
regido dorsal, detalhe (F) para os espermatozoides no interior do ducto. G. Glandulas
parauretrais (seta), as quais se localizam na submucosa da uretra, em H podemos notar
que estas glandulas possuem epitélio simples colunar e secrecdo PAS positiva (cabeca
de seta). I. Glandulas bulbouretrais (seta), que se localizam na raiz peniana. Coloragdes:
D-E-F-G. Hematoxilina-Eosina; H- Acido Periodico de Shiff. (DD, Ducto deferente;
Ep, Epitélio; L, Lumen; M, Musculo; RD, Regido dorsal; RV, Regido ventral; Ur,

Uretra; VU, Vesicula urinaria.
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FIGURA 1.
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Figura 2. Reconstrugdo tridimensional do complexo glandular prostatico (CGP) de Platyrrhinus
lineatus. A.B.C. Vista ventral do CGP, note as partes da uretra destacadas em cores diferentes (luz,
tecido conjuntivo e regido muscular). D. Vista lateral do CGP, note o ducto deferente (seta)
entrando na regido dorsal do CPG. E. Vista dorsal do CPG, nesta foi removida a regido dorsal para
melhor visualizag@o, note que os ductos deferentes (setas) desembocam na uretra prostatica, na
regido mais aumentada de tecido conjuntivo, a qual ¢ a principal regido de desembocadura dos

ductos de ambas as regides. Barra=1mm.
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Figura 3. Histologia do complexo glandular prostatico (CGP) de Platyrrhinus lineatus
corados com Hematoxilina-eosina (A-C); Acido Periédico de Shiff (D-G); Azul de
Toluidina (H-I) and Reticulina de Gomori (J-L). A. Visdo geral do CGP, regides
ventral e dorsal. B. Regido Ventral do CPG, note a morfologia do epitélio. C. Regido
dorsal do CPG, note o epitélio pseudoestratificado colunar com as células secretoras (S)
e basais (B). D. Estrutura geral da regido dorsal do CGP, note os diferentes tipos de
secregOes nesta regido. E. Regido ventral, observe no lumen a secrecdo granular PAS
positiva. F. Regido dorsal, na seta as vesiculas de secre¢do, basofilas. G. Acino da
regido dorsal com uma secre¢do mista, PAS positiva e basofila. H. Regido ventral,
observe que esta regido apresenta a maioria dos nicleos com uma massa de cromatina
condensada em um Unico ponto (seta clara) e alguns concentrada em dois pontos (seta
escura). I. Regido dorsal, na seta observe que as células secretoras da regido dorsal
apresentam a cromatina dispersa no nucleo, associada ao envelope nuclear. J. Estrutura
geral do CGP, na seta observe que a capsula de tecido conjuntivo reveste ambas as
regides do CGP. K-L. Regido ventral e dorsal, respectivamente, note o grande numero
de fibras reticulares arranjadas em paralelo (setas claras), e as fibras de coldgeno tipo I
(setas escuras). (B, células basais; DR, regido dorsal; Ep, epitélio; L, lamen; VR, regido

ventral; S, células secretoras; Es, estroma).
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FIGURA 3.
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Figura 4. Seccdes histologicas da glandula bulbouretral de Platyrrhinus lineatus
coradas com Hematoxilina-eosina (A-B), PAS (C) e Azul de toluidina (D). A. Estrutura
geral, observe o tecido muscular que circunda parcialmente esta glandula. Em, (B) note
o epitélio cilindrico simples da glandula, com nucleos basais. C. Observe na seta que
secrecdo desta glandula é granular e PAS positiva. D. Note que a cromatina se encontra

dispersa. (Ep, epitélio; Es, estroma; GB, glandula bulbouretral; L, limen).
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FIGURE 4.
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VI- CONSIDERACOES FINAIS

Quanto a morfologia das GRAs

-As glandulas reprodutivas acessorias masculinas de ambas as espécies analisadas sao
compostas por: um par de glandulas bulbouretrais, um complexo glandular prostatico e

glandulas parauretrais dispersas na submucosa da uretra;

-O complexo glandular prostatico, em ambas as espécies, estd localizado logo abaixo da
vesicula urinaria circundando a uretra, e este ¢ composto por duas regides distintas, uma
ventral e outra dorsal, as quais sdo diferentes nos niveis morfoldgico, histoquimico e

histoenzimolégico;

-Assim, quando comparamos as duas espécies podemos concluir que ambas
apresentam o mesmo padrio morfofisiologico, o que indica uma conservaciio desta
estrutura ao longo da filogenia de morcegos, mostrando que as GRAs de morcegos
se assemelham quando comparamos grupos mais proximos, podendo usar a sua

morfologia como caractere filogenético.

Quanto as andlises sazonais...

-O complexo glandular prostatico quando analisado sazonalmente, nos revelou uma
grande variacdo de ambas as regides glandulares, sendo esta mudanca muito mais

drastica na regido ventral;
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-O complexo glandular prostitico e os testiculos sdo regulados pela testosterona
circulante, em um feed back positivo, ja que o peso de ambos os 6rgdos e os niveis de

testosterona aumentaram sincronicamente do outono até o verao;

-Cada regido do CGP (ventral e dorsal) apresenta caracteristicas unicas e distintas, como
por exemplo: a regido ventral apresenta o limen como componente glandular
predominante, em contrapartida a dorsal apresenta o epitélio; a imunorreativadade a
fosfatase acida foi observada no epitélio de todos os &cinos da regido dorsal, mas apenas
no estroma da regido ventral; além de que as duas regides respondem diferentemente as

variagdes do ambiente e da testosterona circulante;

-As avaliacdes realizadas na regido ventral nos permitiram concluir que esta glandula ¢

do tipo holodcrina, fato este nunca descrito para GRAs de qualquer outro mamifero;

-Concluimos assim que A. planirostris apresenta um padrio de reproducio
poliéstrico bimodal para espécimes do noroeste do estado de Sao Paulo e que esse
padriao aparenta ser intimamente regulado por um aumento gradativo da taxa de
testosterona circulante, que estimula ambas as regides prostiticas a se prepararem
para os dois periodos reprodutivos. Ainda confirmamos a natureza prostatica da
regiao dorsal e a holocrina da regiao ventral, fato este nunca antes descrito para a

glandula prostatica.
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