
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA ESTRUTURAL E 

FUNCIONAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DO PROCESSO ESPERMATOGÊNICO NOS MORCEGOS 

HEMATÓFAGOS Desmodus rotundus E Diphylla ecaudata 

(CHIROPTERA: PHYLLOSTOMIDAE) 

 

 

 

 

SORAIA FONSECA MARINHO DA SILVA 

 

 

 

 

  

Natal-RN 

2018 



 
 

 Estudo do processo espermatogênico nos morcegos hematófagos Desmodus rotundus e 

Diphylla ecaudata (Chiroptera: Phyllostomidae) 

 

 

 

 

SORAIA FONSECA MARINHO DA SILVA 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Biologia Estrutural e 

Funcional da Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte, como requisito à obtenção 

do título de Mestre em Biologia Estrutural e 

Funcional. 

 

 

 

Orientadora: Prof
a 

Dr
a 

Danielle Barbosa 

Morais 

 

 

 

 

 

Natal-RN 

2018 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN  

Sistema de Bibliotecas - SISBI 

Catalogação de Publicação na Fonte. UFRN - Biblioteca Setorial Prof. Leopoldo Nelson Centro de 

Biociências - CB 

Silva, Soraia Fonseca Marinho da.  

   Estudo do processo espermatogênico nos morcegos hematófagos Desmodus 
rotundus e Diphylla ecaudata (Chiroptera: Phyllostomidae) / Soraia 

Fonseca Marinho da Silva. - Natal, 2018.  

   75 f.: il.  

 

   Dissertação (Mestrado) - Universidade Federal do Rio Grande do Norte. 

Centro de Biociências. Programa de Pós-Graduação em Biologia Estrutural e 
Funcional.  

   Orientadora: Profa. Dra. Danielle Barbosa Morais.  

 

 

   1. Morcegos vampiros - Dissertação. 2. Biologia reprodutiva - 

Dissertação. 3. Morfometria testicular - Dissertação. I. Morais, Danielle 

Barbosa. II. Universidade Federal do Rio Grande do Norte. III. Título.  
 

RN/UF/BSE-CB                                      CDU 599.424 

 

 

 

 

Elaborado por KATIA REJANE DA SILVA - CRB-15/351 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Universidade Federal do Rio Grande do Norte e ao Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Estrutural e Funcional, pela oportunidade de crescimento.  

À CAPES pela concessão da bolsa de estudos durante todo o Mestrado. 

À minha orientadora, Profa. Dra. Danielle Barbosa Morais, por acreditar e orientar esse 

trabalho com sabedoria diante dos inúmeros desafios que foram apresentados ao longo dessa 

trajetória. 

Ao professor Dr. Sérgio Luis Pinto da Matta e à doutoranda Fernanda Carolina Ribeiro Dias, 

da Universidade Federal de Viçosa (UFV), pelo apoio no processamento histológico em 

historesina. 

À professora Dra. Sônia Nair Báo e à técnica Ingrid Gracielle Martins da Silva, da 

Universidade de Brasília (UnB), pelo apoio na realização da microscopia eletrônica de 

transmissão.  

Aos funcionários do Laboratório de Técnicas Histológicas da UFRN, pelo suporte e apoio para 

realização deste trabalho. 

Aos biólogos Eugenia Cordero Schmidt e Juan Carlos Vargas Mena, e ao professor Dr. 

Eduardo Martins Venticinque, do Departamento de Ecologia da UFRN, que foram essenciais 

para que as coletas dos animais acontecessem. Muitíssimo obrigada pela parceria e por todos 

os ensinamentos em campo!  

Ao Prof. Dr. Ruthnaldo Rodrigues pelo auxílio na realização das análises estatísticas deste 

trabalho. 

À Eduarda e ao Carlos pelo auxilio nas coletas dos tecidos.  

À Laryssa por ter contribuído diretamente com minhas análises. 

Ao meu companheiro de todas as horas Danilo, que foi meu porto seguro e maior incentivador 

nessa batalha, que me deu suporte nos momentos mais difíceis. Muito obrigada por embarcar 

comigo nessa jornada. 

Aos meus queridos pais, Antônia e Sinval por todo apoio durante essa fase e por entender 

minha ausência em muitos momentos. Cada ida em casa e cada conversa nossa recarregava 

minhas energias. Eu não teria sido tão forte sem vocês. 

Aos meus irmãos, Samuel, Samyr e Sávia e a toda minha família pelo incentivo e torcida. 

A Deus. 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

RESUMO ............................................................................................................................ 1 

ABSTRACT ........................................................................................................................ 2 

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 3 

2. REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................................ 5 

2.1. Características gerais da ordem Chiroptera ............................................................... 5 

2.2. Reprodução em morcegos ......................................................................................... 6 

3.OBJETIVOS ..................................................................................................................... 9 

3.1 Objetivo geral ............................................................................................................. 9 

3.2 Objetivos específicos ................................................................................................. 9 

4. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .......................................................................... 10 

Artigo 1 .............................................................................................................................. 13 

Avaliação sazonal da espermatogênese do morcego hematófago Desmodus rotundus ..... 13 

Resumo .............................................................................................................................. 13 

1. Introdução................................................................................................................... 14 

2. Materiais e métodos.................................................................................................... 15 

2.1 Área de estudo e coleta dos animais ........................................................................ 15 

2.2 Processamento histológico ....................................................................................... 15 

2.3 Morfometria testicular.............................................................................................. 16 

2.4 Quantificação do rendimento espermatogênico ....................................................... 18 

2.5. Análise Estatística ...................................................................................................... 19 

3. Resultados .................................................................................................................. 19 

3.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos ................................................... 19 

3.2 Quantificação do rendimento espermatogênico ....................................................... 21 

3.3 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular ...................................... 24 

3.4 Imunohistoquímica................................................................................................... 27 

4. Discussão .................................................................................................................... 29 

4.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos ................................................... 29 

4.2 Quantificação do rendimento espermatogênico ....................................................... 30 

4.3 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular ................................. 31 

4.4 Ultraestrutura e imunohistoquímica ......................................................................... 32 

5. Referências bibliográficas .......................................................................................... 35 

Artigo 2 .............................................................................................................................. 41 

Caracterização testicular e espermatogênese do morcego hematófago Diphylla ecaudata 41 

Resumo .............................................................................................................................. 41 



 

 

1. Introdução................................................................................................................... 42 

2. Materiais e métodos.................................................................................................... 43 

2.1 Área de estudo e coleta dos animais ........................................................................ 43 

2.2 Processamento histológico ....................................................................................... 43 

2.3 Morfometria testicular.............................................................................................. 44 

2.4 Caracterização dos estádios do ciclo do epitélio seminífero .................................... 46 

2.5 Quantificação do rendimento espermatogênico ....................................................... 46 

3. Resultados .................................................................................................................. 47 

3.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos ................................................... 47 

3.2 Estádios do ciclo do epitélio seminífero .................................................................. 48 

3.3 Quantificação do rendimento espermatogênico ....................................................... 52 

3.4 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular ...................................... 53 

3.5 Imunohistoquímica................................................................................................... 54 

4. Discussão .................................................................................................................... 55 

4.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos ................................................... 56 

4.2 Estádios do ciclo do epitélio seminífero .................................................................. 57 

4.3 Quantificação do rendimento espermatogênico ....................................................... 58 

4.4 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular ...................................... 59 

4.5 Imunohistoquímica.............................................................................................. 60 

5. Conclusões ................................................................................................................. 61 

6. Referências bibliográficas .......................................................................................... 62 

7. CONCLUSOES GERAIS .......................................................................................... 70 



 

1 
 

RESUMO 

Os morcegos hematófagos constituem os únicos mamíferos que se alimentam exclusivamente 

do sangue de mamíferos ou aves. Devido a esta particularidade e sua relação com a transmissão 

do vírus da raiva, despertam grande curiosidade, sendo necessário o desenvolvimento de 

medidas conservacionistas que permitam seu controle racional; o que requer o conhecimento 

de sua reprodução. Objetivamos, portanto, descrever a atividade testicular e a espermatogênese 

das espécies Desmodus rotundus e Diphylla ecaudata. Após eutanásia, seus testículos foram 

processados histologicamente para inclusão em historesina para análises morfológicas e 

morfométricas sob microscopia de luz, em resina Spurr para análise da ultraestrutura celular 

sob microscopia eletrônica de transmissão, bem como em parafina histológica para análise 

imuno-histoquímica da expressão de receptores para andrógeno, aromatase, FGF2 e BCL-2. 

D. rotundus apresentou percentual de epitélio seminífero, número de células de Leydig por 

grama de testículo e população de células de Sertoli e de espermatogônias do tipo A 

significativamente maiores na estação chuvosa, enquanto o índice mitótico, índice de células 

de Sertoli e rendimento geral da espermatogênese foram maiores na estação seca. D. ecaudata 

apresentou índice gonadossomático de 0,49% e comprimento de túbulos seminíferos por grama 

de testículo de 32,20 m. As fases pré-meiótica, meiótica e pós-meiótica representaram, 

respectivamente, 56,20%, 9,30% e 34,50% do seu ciclo do epitélio seminífero. A ultraestrutura 

da espermatogênese de ambas as espécies foi semelhante ao descrito nos demais mamíferos, e 

o perforatorium de acordo com nossas observações está ausente em seus espermatozoides. A 

análise imunohistoquímica revelou atividade da enzima aromatase nas células de Sertoli, de 

Leydig, espermatócitos e espermátides, e a presença de receptores de andrógeno nas células 

de Sertoli e de Leydig. A atividade do FGF2 foi mais evidente nos espermatócitos primários 

em zigóteno e em paquíteno, bem como em espermatócitos secundários e espermátides. Já a 

atividade da proteína pré-apoptótica BCL-2 foi mais evidente nos espermatócitos primários 

em paquíteno e espermátides arredondadas. Conclui-se que D. rotundus e D. ecaudata 

apresentaram padrão testicular semelhante ao de outros mamíferos, e características comuns 

às descritas em outras espécies de morcegos. O estudo sazonal da espermatogênese de D. 

rotundus sugere uma maior produção de espermatozoides na estação chuvosa na Caatinga 

nordestina. Este estudo constitui ainda o primeiro passo para o conhecimento da reprodução 

de D. ecaudata, sendo esta a primeira descrição acerca de sua espermatogênese.  

Palavras-chave: Morcegos vampiros, Biologia reprodutiva, Morfometria testicular, 

Espermatogênese, Imunohistoquímica. 
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ABSTRACT 

The vampire bats are the only mammals that feeds exclusively on the blood of mammals or 

birds. Due to this peculiarity, and your relationship with the transmission of the rabies viruses, 

they arouse great curiosities, being necessary the development of conservation managements 

that will enable the rational control of these species. To this end, it is essential that their 

reproductive cycles are known. Therefore, we aimed to describe the testicular activity of the 

species Desmodus rotundus and Diphylla ecaudata. After euthanasia procedures, its testicles 

were processed histologically for inclusion in historesin for morphological and morphometric 

analyses under light microscopy, Spurr’s resin for analysis of cellular ultrastructure under 

transmission microscopy electron, as well in histological paraffin for immunohistochemical 

analysis of expression of androgen receptors, aromatase, FGF2 and BCL-2. D. rotundus 

presented the percentage of seminiferous epithelium, number of Leydig cells per gram of 

testicle, and population of Sertoli cells and of A-type spermatogonia significantly higher in the 

rainy season, while the percentage of lumen, mitotic index, support capacity performed by 

Sertoli cell and spermatogenic yield were higher in the dry season. D. ecaudata presented 

gonadossomatic index of 0.49% and length of seminiferous tubules per gram of testis 32.20 

m. Pre-meiotic, meiotic and post-meiotic phases accounted for, respectively, 56.20%, 9.30% 

and 34.50% of the seminiferous epithelium cycle of this species. Ultrastructure of 

spermatogenesis of both species were similar to that described in other mammals, and the 

perforatorium seems to be absent in their sperm. The immunohistochemical analysis revealed 

activity of the enzyme aromatase in Sertoli cells, Leydig cells, spermatocytes and spermatids, 

and the presence of androgen receptors in the cells of Sertoli and Leydig. FGF2 activity was 

more evident in the primary spermatocytes in zygotene and pachytene, as well in secondary 

spermatocytes and spermatids. On the other hand, the activity of the protein BCL-2 was more 

evident in the primary spermatocytes in pachytene and round spermatids. In D. rotundus, while 

the activity of aromatase, BCL-2 and androgen receptors were higher in the dry season, FGF2 

activity was higher in the rainy season. It can be concluded that D. rotundus and D. ecaudata 

presented testicular pattern similar to that of other mammals, and characteristics that are 

common to those described in other bats species. The seasonal study of spermatogenesis in D. 

rotundus suggests a greater production of sperm in the rainy season at the Caatinga biome. 

This study is also the first step toward the knowledge of the reproduction of D. ecaudata, being 

this the first description about its spermatogenesis. 

Keywords: Vampire bats, Reproductive biology, Testicular morphometry, Spermatogenesis, 

Immunohistochemical. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

Os morcegos são mamíferos pertencentes à ordem Chiroptera. Esta é a segunda maior 

ordem de mamíferos do mundo considerando-se a riqueza de espécies, sendo ultrapassada 

apenas pela ordem Rodentia (Simmons, 2005; Reis et al., 2007). São encontrados no Brasil 

nove famílias, 64 gêneros e 172 espécies (Reis et al., 2011). A ocorrência da família 

Phyllostomidae é restrita à região neotropical, sendo esta família formada por espécies que 

apresentam distintos hábitos alimentares, como insetivoria, carnivoria, frugivoria, nectarivoria, 

onivoria e hematofagia (Peracchi et al., 2007). A subfamília Desmodontinae é restrita ao 

continente americano, sendo formada por três espécies hematófagas, sendo elas Desmodus 

rotundus, Diphylla ecaudata e Diaemus youngi (Reis et al., 2007). 

Desmodus rotundus (Fig. 1a) exibe ampla distribuição geográfica e não se encontra 

ameaçado de extinção, ocorre desde o México até a Argentina, Chile, Uruguai e Brasil 

(Peracchi et al., 2007; IUCN, 2016). A única espécie que tem a dieta especializada em sangue 

de mamíferos é Desmodus rotundus, enquanto que Diaemus youngi e Diphylla ecaudata (Fig. 

1b) alimentam-se preferencialmente de sangue de aves (Reis et al., 2007; Mayen, 2003). A 

partir da amplificação por PCR de fragmentos de DNA nas fezes de D. ecaudata, foi revelado 

o consumo regular de sangue de frango e sangue humano, sendo este último uma nova presa 

para esta espécie. O registro de sangue humano e a ausência de sangue de espécies de aves 

nativas pode ter sido ocasionada por uma baixa disponibilidade de aves selvagens na área do 

estudo, refletindo o imenso impacto dos efeitos antropogênicos no equilíbrio ecológico e na 

biodiversidade (Ito et al., 2016). 

As modificações ambientais têm causado alterações na biodiversidade e destruição do 

habitat natural das espécies, aumentando assim o contato entre a vida selvagem e a população 

humana e, portanto, o risco de transmissão de zoonoses (Afelt et al., 2018). A degradação do 

habitat também pode afetar negativamente a fisiologia e a saúde das espécies de vida selvagem, 

o que pode eventualmente levar a uma maior susceptibilidade a agentes infecciosos e/ou 

aumento de patógenos causadores de doenças infecciosas emergentes (DIE’s). Os morcegos 

podem hospedar vírus intimamente relacionados com DIE’s importantes (Seltmann et al., 

2017), sendo a raiva a principal delas (Simmons, 2005; Reis et al., 2007).  
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Figura 1. Espécimes de Desmodus rotundus (a) e Diphylla ecaudata (b) coletados em Lajes-

RN. 

 

É interessante notar que a prevalência do vírus da raiva entre os morcegos é bem menor 

do que se pensa, de modo que apenas cerca de 5% destes animais usualmente são positivos 

para o vírus (Hoffmaster et al., 2016). Foi evidenciado que a exposição ao vírus da raiva 

associada aos morcegos é equivalente à exposição relacionada aos cães; contudo apenas os 

morcegos têm sido considerados vetores de alto risco (Olnhausen e Gannon, 2004). Existe 

ainda um equívoco por grande parte da população ao se considerar que todos os morcegos 

transmitem o vírus da raiva, quando na verdade apenas 3 dentre as mais de 1.100 espécies 

descritas são hematófagas. Assim, muitos morcegos frugívoros e insetívoros são erroneamente 

exterminados, levando a prejuízos consideráveis aos ecossistemas. Todas as espécies têm sua 

importância pensando no equilíbrio ecológico e na biodiversidade, sobretudo frente à grande 

riqueza de espécies encontrada dentro da ordem Chiroptera. Assim, medidas que visam o 

controle populacional devem ser aliadas a medidas conservacionistas, visando a preservação 

das espécies hematófagas. Para tal é fundamental que seu ciclo reprodutivo seja conhecido, 

visando assim o manejo racional da espécie. 

Com base em sua ampla distribuição mundial, diversidade e importância dos pontos de 

vista ecológico, econômico e médico-sanitário, os morcegos são alvos de intensos estudos sob 

múltiplos enfoques. No entanto, ainda existe uma carência de conhecimentos acerca de 

aspectos ecológicos, fisiológicos e sobretudo reprodutivos. São escassas as informações acerca 

das características do sistema reprodutor, com destaque para as espécies hematófagas, 

principalmente no que se refere aos seus padrões de espermatogênese e controle da reprodução.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Características gerais da ordem Chiroptera 

A morfologia dos membros torácicos dos morcegos é inteiramente adaptada para 

permitir o voo verdadeiro, uma das principais características desse grupo. Os morcegos 

utilizam a ecolocalização durante o voo para encontrar abrigo ou forragear. Usualmente 

utilizam como refúgio cavernas, fendas de rochas, minas, árvores, cupinzeiros e construções. 

Nesses abrigos podem formar colônias com muitos ou poucos indivíduos, coabitando 

frequentemente com outras espécies. Grande parte dos morcegos saem de seus refúgios ao 

entardecer para forragear durante a noite, retornando após algumas horas ou ao amanhecer 

(Reis et al., 2011).  

A aptidão de voar permitiu aos morcegos explorar o meio aéreo, onde o número de 

predadores e competidores é relativamente menor, o que lhes permitiu uma vasta distribuição 

e dispersão, assim como proporcionou a possibilidade de utilizar diversos tipos de abrigos e 

alimentos (Marchesin e Morielle-Versute, 2002). Os morcegos destacam-se entre os 

mamíferos pela sua diversidade de hábitos alimentares, onde a vasta abundância de alimentos 

utilizados varia de frutos, néctar, pólen, partes florais, folhas, insetos, outros artrópodes, 

pequenos peixes, anfíbios, lagartos, aves e pequenos mamíferos até sangue (Fenton,1992). 

Os morcegos hematófagos não conseguem resistir por mais de dois dias sem se 

alimentar, e por possuir uma alta especialização alimentar, algumas características são 

adaptadas para o consumo de sangue. Por exemplo, possuem sensores de calor, a partir de 

pequenas cavidades termicamente isoladas localizadas no focinho, que o ajudam a detectar 

pontos quentes, onde os vasos sanguíneos estão mais próximos da superfície da pele, 

permitindo a seleção correta do lugar para a mordida (Greenhall et al.,1983; Sodré, 2010). A 

regurgitação pode estar relacionada ao aumento de chances de sobrevivência de animais que 

não saíram para se alimentar, o que se relaciona à sua grande sensibilidade à privação alimentar 

(Delpietro e Russo, 2002).  

Os abrigos utilizados pelos morcegos hematófagos podem ser identificados pela 

presença de fezes pastosas de coloração castanho avermelhada, que depois escurecem, e 

possuem um forte odor característico, misturado com odor amoniacal. Esse cheiro pode ser 

sentido à distância, facilitando a localização dos abrigos (Trajano, 1984). Os abrigos 

constituem usualmente cavernas, fendas em formações rochosas e ocos de árvores, construções 

abandonadas, pontes e bueiros (Gomes e Uieda, 2004), e podem ser ocupados por outras 
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espécies de morcegos. No entanto as colônias não se misturam, estando localizadas em 

diferentes áreas no mesmo abrigo (Trajano, 1984).  

Esta característica de ocupação de diferentes áreas no abrigo permite a coexistência das 

três espécies de morcegos hematófagos, o que provavelmente também ocorre devido à divisão 

de recursos alimentares (Sodré, 2010). O morcego hematófago sai para forragear à noite 

preferencialmente depois de escurecer completamente, evitando as horas com a luz da lua. 

Usualmente têm preferência pelas primeiras horas da noite (Trajano, 1984). Contudo, em 

condições ambientais favoráveis, a atividade alimentar destes animais pode ocorrer durante a 

noite, iniciando aproximadamente uma a duas horas após o pôr-do-sol e finalizando uma hora 

antes da alvorada (Uieda, 1992). Os morcegos distribuem o tempo durante a noite entre as 

atividades de alimentação, exploração do habitat, conhecimento de fontes potenciais de 

alimentos e de abrigo, e também para interações sociais e reprodutivas (Uieda, 1996).  

D. rotundus apresenta grande importância epidemiológica nas áreas tropicais e 

subtropicais da América Latina, por ser um dos reservatórios silvestres do vírus da raiva, que 

pode ser transmitida pelo contato com a saliva contaminada de morcegos infectados para 

animais domésticos e humanos (Langoni et al., 2008). A predação crescente de herbívoros 

domésticos por D. rotundus foi facilitada devido a ampliação de áreas de desmatamento, 

expansão das áreas de criação de gado, migração do homem para áreas inexploradas e 

abandono de abrigos artificiais como casas, túneis e minas (Kotait et al., 2007; Schneider et 

al., 2009). Assim como alguns países da América Latina, o Brasil sofre com prejuízos 

econômicos causados pela infecção da raiva em herbívoros, com a morte de até 40.000 cabeças 

de gado por ano (Kotait et al., 2007). 

 

2.2. Reprodução em morcegos 

A estrutura macroscópica e microscópica dos testículos e demais componentes do 

sistema reprodutor masculino dos morcegos segue o padrão descrito para os demais mamíferos 

(Crichton e Krutzsch, 2000). Apesar de quase 25% de todos os mamíferos do mundo serem 

morcegos, sabemos muito pouco sobre como os fatores abióticos e bióticos interagem para 

regular os padrões anuais da reprodução neste grupo (Crichton e Krutzsch, 2000). Sabe-se que 

seu ciclo reprodutivo está intimamente associado à estação chuvosa em regiões tropicais. Isto 

porque a temperatura e a precipitação pluviométrica, quando associadas, influenciam 

diretamente a disponibilidade de alimento, interferindo assim no ciclo reprodutivo dos 

morcegos (Fleming et al., 1972; Racey et al., 1982). 
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Os morcegos apresentam padrões reprodutivos bem variáveis, sendo encontradas 

espécies que apresentam desde a monoestria sazonal à poliestria não sazonal. Geralmente são 

poliéstricos, gerando apenas um filhote por gestação, todavia existem espécies poliéstricas 

capazes de gerar até cinco filhotes numa única gestação (Reis et al., 2011). A gestação dura 

em média 44 dias e o nascimento dos filhotes ocorre preferencialmente em épocas de 

abundância de recursos alimentares (Reis et al., 2007). 

Desmodus rotundus é considerada uma espécie poliéstrica onde as fêmeas ciclam ao 

longo do ano sem período definido de reprodução (Alencar et al., 1994; Crichton e Krutzsch, 

2000). Embora não haja um período de reprodução definido, os filhotes nascem geralmente na 

estação quente e chuvosa (Gomes e Uieda, 2004). O período gestacional é de sete meses, 

nascendo geralmente um filhote e raramente gêmeos (Reis et al., 2007). O nascimento é 

seguido de um longo período com alto grau de investimento parental, por aproximadamente 

um ano. Durante o primeiro mês os filhotes somente são amamentados, e em seguida, o sangue 

é introduzido via regurgitação pelas mães. Ao fim do quarto mês os animais já acompanham a 

mãe até a presa para aprenderem a se alimentar (Greenhall, 1970).  

Geralmente as colônias de D. rotundus são constituídas essencialmente por fêmeas e 

seus filhotes, e por um macho dominante. Existem ainda indivíduos isolados e pequenos 

grupos de machos solteiros difundidos pelo refúgio, à espera de uma ocasião para copular com 

as fêmeas do agrupamento principal (Gomes e Uieda, 2004). Machos de D. rotundus em 

atividade sexual plena foram registrados em todos os períodos do ano Crichton e Krutzsch, 

2000). Machos desta espécie podem ser classificados como sexualmente ativos quando 

apresentam os testículos no escroto, e sexualmente inativos quando os testículos se localizam 

na cavidade abdominal (Greenhall, 1970).  

Dentre as poucas informações existentes acerca da espermatogênese de D. rotundus, 

foi demonstrado no sudeste do Brasil que este apresentou alto investimento em tecido gonadal 

e em túbulos seminíferos quando comparado a mamíferos de maior porte. Já as células de 

Leydig apresentaram distribuição mediana no intertúbulo, quando comparado a outras espécies 

de morcegos, como Molossus molossus e Sturnira lilium (Morais et al., 2013; Morais et al., 

2014; Morais et al., 2017). Com duração total da espermatogênese estimada em 

aproximadamente 37 dias e reserva espermática por grama de testículo de aproximadamente 

71x107 espermatozoides, estes animais exibiram uma alta produção espermática quando 

comparado a outros mamíferos, o que é comumente observado em espécies com sistema de 

acasalamento promíscuo (Morais et al., 2017).  



 

8 
 

O conhecimento acerca da reprodução de D. ecaudata, conhecido como morcego 

vampiro de patas peludas, por possuir pelos compridos nos membros pélvicos (Peracchi et al., 

2007) é bem mais escasso. Sabe-se que apresentam um período de gestação de 

aproximadamente 5,5 meses e os nascimentos ocorrem durante a primavera e verão, o que 

coincide com o nascimento das aves domésticas e nativas na América Latina. Nasce 

geralmente um filhote por gestação e ocasionalmente podem ser gerados dois descendentes 

por ano. A prole permanece por cerca de 220 dias sob os cuidados da mãe e os indivíduos 

tornam-se sexualmente ativa a partir dos 9 meses de idade (Delpietro e Russo, 2002; Scheffer, 

2015). Comportamentos altruístas foram observados em cativeiro, como a fêmea compartilhar 

alimentos por regurgitação com os filhotes (Delpietro e Russo, 2002). Não foram encontrados 

na literatura informações acerca da biologia reprodutiva dos machos desta espécie. 

Conhecermos a função testicular através de medidas morfométricas, incorporadas à 

análise morfológica das gônadas, nos possibilita inferir sobre a dinâmica gonadal e 

consequentemente sobre a capacidade reprodutiva de um animal, provendo-nos assim, 

informações a respeito do seu ciclo reprodutivo e de sua produção espermática, bem como 

sobre sua variação reprodutiva sazonal (Morais et al., 2013). 
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3.OBJETIVOS  
 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar morfofuncionalmente o processo espermatogênico dos morcegos hematófagos 

Desmodus rotundus e Diphylla ecaudata, através da caracterização histológica e morfométrica 

dos componentes do parênquima testicular de espécimes coletados no estado do Rio Grande 

do Norte, a fim de se conhecer sua capacidade reprodutiva.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 Caracterizar morfologicamente e morfometricamente os testículos das duas espécies; 

 Estimar as taxas de produção espermática de D. rotundus e de D. ecaudata; 

 Realizar a caracterização sazonal da espermatogênese de D. rotundus; 

 Conhecer aspectos da espermatogênese de D. ecaudata. 
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Artigo 1 

Avaliação sazonal da espermatogênese do morcego hematófago Desmodus rotundus 

 

Resumo 

Este estudo teve por objetivo caracterizar o processo espermatogênico de Desmodus rotundus, 

bem como sua variação sazonal, através de analises morfológicas, morfométricas, 

ultraestruturais e imunohistoquímicas. Os animais foram coletados no município de Lajes-RN, 

nas estações seca e chuvosa. Após procedimentos de eutanásia, seus testículos foram 

processados histologicamente para inclusão em historesina para análises morfológicas e 

morfométricas sob microscopia de luz, em resina Spurr para análise da ultraestrutura celular 

sob microscopia eletrônica de transmissão, bem como em parafina histológica para análise 

imuno-histoquímica da expressão de receptores para andrógeno, aromatase, FGF2 e BCL-2. 

D. rotundus apresentou percentual de epitélio seminífero, número de células de Leydig por 

grama de testículo e população de células de Sertoli e de espermatogônias do tipo A 

significativamente maiores na estação chuvosa, enquanto o percentual de lúmen, índice 

mitótico, capacidade de suporte desempenhada pelas células de Sertoli e o rendimento geral 

da espermatogênese foram maiores na estação seca. A ultraestrutura da espermatogênese foi 

semelhante ao descrito nos demais mamíferos, e o perforatorium está ausente em seus 

espermatozoides. A análise imunohistoquímica revelou atividade da enzima aromatase nas 

células de Sertoli, células de Leydig, espermatócitos e espermátides, assim como a presença 

de receptores de andrógeno nas células de Sertoli. Estas marcações foram observadas nas duas 

estações, porém os receptores de andrógeno foram mais evidentes nas células de Leydig na 

estação seca. A atividade do FGF2 foi detectada nos espermatócitos primários em zigóteno e 

em paquíteno, bem como em espermatócitos secundários e espermátides arredondadas e 

alongadas, enquanto a proteína BCL-2 foi expressa nos espermatócitos primários em zigóteno 

e em paquíteno, e em espermátides arredondadas. Aparentemente, a atividade do FGF2 e da 

BCL-2 foi semelhante nas duas estações. O estudo sazonal da espermatogênese de D. rotundus 

indica um padrão de espermatogênese contínua, e sugere uma maior produção de 

espermatozoides na estação chuvosa na Caatinga nordestina. 

 

Palavras-chave: Morfometria testicular, Epitélio seminífero, Imunohistoquímica, 

Ultraestrutura. 
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1. Introdução 

 

Desmodus rotundus é a mais abundante espécie de morcego vampiro, ocorrendo desde 

o México até a Argentina, Chile e Uruguai, incluindo todo o território brasileiro (Reis et al., 

2007). Possui hábito alimentar exclusivamente hematófago, com preferência pelo sangue de 

mamíferos de grande porte, sendo um potencial vetor do vírus da raiva (Mayen et al., 2003). 

O fato de usualmente habitarem próximos a rebanhos, possuindo assim abundância de recursos 

alimentares, e o fato de possuírem sistema de acasalamento promíscuo, têm sido apontados 

como alguns dos fatores responsáveis por permitir que esta espécie se reproduza durante todo 

o ano (Wilkinson, 1985; Chricton e Krutzsch, 2000). Assim, aparentemente, não há influência 

expressiva da temperatura ou da disponibilidade de alimentos sobre sua reprodução quando 

comparado a outros morcegos neotropicais (Wilson e Findley, 1970; Neuweiler, 2000).   

Apesar de sua ampla distribuição e dos numerosos estudos sobre sua ecologia e 

fisiologia adaptada à hematofagia, poucos estudos abordam aspectos reprodutivos de D. 

rotundus machos, em particular na Caatinga. Este é um bioma altamente antropizado, onde 

normalmente a maior disponibilidade de forragem ocorre na estação chuvosa, e à medida em 

que ocorre a estiagem, as folhas senescentes das plantas lenhosas são incorporadas à dieta dos 

animais, podendo representar o único recurso forrageiro disponível a estes em algumas áreas. 

Deste modo, a dificuldade no manejo do gado no período de estiagem pode ocasionar a 

diminuição de rebanhos, afetando consequentemente a dieta dos morcegos hematófagos 

(Pereira Filho et al., 2013). Não foram encontrados estudos acerca da reprodução desta espécie 

na Caatinga. 

Embora aspectos da histologia testicular de D. rotundus sejam conhecidos, o 

comportamento sazonal das células que compõem o parênquima testicular, e 

consequentemente as taxas de produção espermática na espécie, não foram avaliados. Destaca-

se ainda a carência de informações acerca da reprodução de mamíferos em geral no estado do 

Rio Grande do Norte. Deste modo, este estudo objetivou caracterizar o processo 

espermatogênico de D. rotundus, considerando-se os aspectos morfológicos, volumétricas, 

histomorfométricas e ultraestruturais dos testículos, a partir do estudo de espécimes capturados 

em diferentes períodos do ano em uma região de Caatinga, no estado do Rio Grande do Norte. 

A partir dos conhecimentos gerados espera-se tanto contribuir para o conhecimento sobre sua 

biologia reprodutiva quanto apoiar o desenvolvimento de métodos para controle populacional 

que respeitem a importância ecológica da espécie, além de seu impacto econômico e 

epidemiológico sobre a pecuária e sobre a saúde humana.  
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2. Materiais e métodos 
 

2.1 Área de estudo e coleta dos animais 

As capturas foram realizadas no município de Lajes, Rio Grande do Norte (05º 42' 00" 

S e 36º 14' 41" W) no ano de 2017. Foi obtida autorização para captura e transporte dos animais 

junto ao Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio, licença Nº 

55562-1) e para os procedimentos de eutanásia junto à Comissão de Ética no Uso de Animais 

da UFRN (CEUA, licença Nº 056/2016).  

Foram estabelecidas duas estações anuais para as coletas: uma seca, de setembro a 

fevereiro, e outra chuvosa, de março a agosto (Lima Junior et al., 2014). Assim, os espécimes 

foram capturados sazonalmente e foram estabelecidos os grupos estação seca (n=7) e estação 

chuvosa (n=7). Espécimes de D. rotundus machos e adultos foram capturados ao anoitecer, 

com a utilização de redes de neblina armadas nas entradas de galerias de minérios 

abandonadas, utilizadas pelos os animais como abrigos. Os animais adultos foram 

identificados com base na observação da fusão da cartilagem epifisária do quarto dedo, na 

junção metacarpo-falangeal (Kunz e Anthony, 1982).   

Os animais foram transportados à cidade de Natal-RN na manhã seguinte à captura, em 

sacos apropriados para contenção e transporte de morcegos, e a eutanásia foi feita no mesmo 

dia. Realizou-se anestesia por via intraperitoneal com 50 mg/kg de Xilasina e 80 mg/kg de 

Cetamina, seguindo-se a pesagem dos animais e remoção do sistema reprodutor. A eutanásia 

foi realizada em seguida por aprofundamento do plano anestésico, utilizando-se 150 mg/kg de 

Xilasina e 240 mg/kg de Cetamina. 

 

2.2 Processamento histológico 

Um testículo de cada animal foi fixado em solução de Karnovsky (1965) e destinado 

às análises morfológicas e morfométricas sob microscopia de luz e microscopia eletrônica de 

transmissão, enquanto que o outro testículo foi fixado com Paraformaldeído a 4% e destinado 

a análises imunohistoquímicas. Após 24 h os testículos foram transferidos para etanol 70%, 

pesados e encaminhados ao Laboratório de Biologia Estrutural e da Reprodução, 

Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Viçosa (UFV), onde foram 

processados histologicamente para inclusão em Glicol-Metacrilato (Historesin®, Leica). Os 

testículos foram desidratados em série etanólica crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), 

seguindo-se pré-infiltração com glicol-Metacrilato overnight, infiltração por 2 horas e 

emblocamento. Os blocos foram secos em estufa e foram obtidas secções com 3 μm de 
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espessura usando micrótomo rotativo automático (Leica RM2255). As preparações foram 

coradas com azul de toluidina / borato de sódio 1% (Merck) para as análises morfológicas e 

morfométricas. 

Fragmentos teciduais foram encaminhados ao Laboratório de Microscopia Eletrônica, 

Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasília (UnB), onde foram processados 

para análise ultraestrutural. As amostras foram pós-fixadas por 1h em tetróxido de ósmio 2% 

e ferricianeto de potássio 1,6%, em tampão cacodilato de sódio 0,2 M, seguido por contrastação 

em solução aquosa de acetato de uranila 0,5% overnight. A desidratação foi realizada em séries 

crescentes de acetona, de 30% a 100%, e os fragmentos foram embebidos em resina Spurr 

(Sigma-Aldrich®). Cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de 

chumbo e observados em microscópio eletrônico de transmissão Jeol 1011 e 80 kV. 

Para as análises imuno-histoquímicas foram obtidas secções testiculares a 4 μm de 

espessura, em lâminas sinalizadas. Cada secção foi desparafinizada, reidratada, lavada com 

Triton X-100 a 0,3% em tampão fosfato e incubada com peroxidase endógena (3% peróxido 

de hidrogênio). Procedeu-se a incubação durante a noite a 4° C, com os anticorpos primários 

(Santa Cruz Biotechnology, Inc. EUA) contra a proteína pré-apoptótica BCL-2 (1:400), contra 

o Fator de Crescimento de Fibroblastos FGF2 (1:400), contra a enzima Aromatase (1:200) e 

contra o receptor de Aandrógeno (1:200). As lâminas foram lavadas com tampão fosfato e 

incubadas com anticorpo secundário estreptavidina/HRP-conjugados (Biocare Medical, EUA) 

por 30 min. A imunorreatividade para os anticorpos foi visualizada por detecção colorimétrica, 

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante (TrekAvidin-HRP Label + Kit da Biocare 

Medical, Dako, EUA). As secções foram contracoradas com hematoxilina e as áreas que 

apresentaram imunorreatividade foram fotografadas através do fotomicroscópio Nikon E200 

LED (Departamento de Morfologia, UFRN). Considerando-se as células que apresentaram 

marcação para cada um dos anticorpos utilizados, para cada tipo celular estimou-se o número 

de células que apresentaram marcação positiva em relação ao número destas mesmas células 

que não apresentaram marcação, em uma área de aproximadamente 40.000 µm2 por secção 

tubular avaliada. Utilizou-se, portanto, a equação: [(nº de células marcadas / no de células não 

marcadas) / nº de secções analisadas]. 

 

2.3 Morfometria testicular 

Para realização das análises morfométricas, foram realizadas capturas de imagens das 

lâminas histológicas em diferentes aumentos, utilizando-se fotomicroscópio Olympus BX50 

(Departamento de Biologia Geral, UFV) ou BEL Bio2/3 Eurekam 5.0 (Departamento de 
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Morfologia, UFRN). A análise das imagens foi realizada com base na estereologia testicular, 

utilizando-se o software Image-Pro Plus®.  

O índice gonadosomático (IGS) foi calculado para quantificar o investimento em 

testículos em relação a massa corporal, dividindo-se o peso dos dois testículos pelo peso 

corporal, sendo esse valor multiplicado por 100. As proporções volumétricas entre os 

elementos que constituem os compartimentos tubular e intertubular dos testículos foram 

mensuradas a partir da contagem de 3.520 pontos por animal, a partir de uma grade com 352 

pontos projetada sobre 10 imagens histológicas, na objetiva de 10x, obtidas em cortes 

histológicos distintos do testículo de cada animal. Assim, no túbulo seminífero foram 

determinados os pontos coincidentes sobre a túnica própria, o epitélio seminífero e o lúmen, 

bem como os pontos sobre o compartimento intertubular. Estimou-se ainda o percentual 

representado pela túnica albugínea, a partir da contagem do número de pontos coincidentes 

sobre esta ou sobre o parênquima testicular. 

Posteriormente foram projetados 1.000 pontos sobre o compartimento intertubular, na 

objetiva de 40x, sendo quantificadas as células de Leydig, vasos sanguíneos, vasos linfáticos 

e tecido conjuntivo, determinando-se assim as proporções volumétricas entre cada 

componente. Os percentuais destes componentes no intertúbulo foram estimados a partir da 

multiplicação do número total de pontos coincidentes sobre cada componente por 100, dividido 

por 1000. Já o percentual desses componentes no testículo foi obtido a partir da multiplicação 

do percentual de intertúbulo pelo percentual de cada componente no intertúbulo, dividindo-se 

por 100. Para o cálculo do volume total de cada um dos componentes intertubulares no 

parênquima testicular, o percentual de cada componente no testículo foi multiplicado pelo peso 

gonadal e este valor foi dividido por 100. Os valores médios foram expressos em µL. 

Considerando que a densidade do testículo é em torno de 1 (Johnson et al., 1981), o peso do 

testículo foi considerado igual ao seu volume. 

O volume dos túbulos seminíferos (VTS) foi obtido multiplicando-se o peso gonadal 

pelo percentual de túbulos seminíferos, sendo este valor dividido por 100. O índice 

tubulosomático (ITS) foi calculado para quantificar o investimento nos túbulos seminíferos em 

relação à massa corporal total, e foi obtido dividindo-se o VTS pelo peso corporal, 

multiplicando o resultado por 100. O diâmetro dos túbulos seminíferos e a altura do epitélio 

seminífero foram obtidos medindo-se 20 secções transversais tubulares, que apresentaram a 

forma mais circular possível, independentemente do estágio do ciclo do epitélio seminífero. 

Nas mesmas secções utilizadas para mensurar o diâmetro foi mensurada a altura do epitélio 

seminífero, a qual foi tomada da túnica própria até o lúmen tubular. O comprimento dos túbulos 
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seminíferos (CT) por testículo foi estimado utilizando a fórmula: CT=VTS/лR2, onde лR2 = 

área da secção transversal dos túbulos seminíferos e R = diâmetro tubular/2. Esse valor foi 

dividido pelo peso dos testículos para calcular o comprimento dos túbulos seminíferos por 

grama de testículo. 

 O diâmetro médio do núcleo da célula de Leydig foi obtido a partir da mensuração de 

30 células por animal, sendo analisadas aquelas com os núcleos mais esféricos e nucléolos 

evidentes. O volume nuclear foi obtido pela fórmula 4 / 3πR3, onde R = diâmetro nuclear / 2. 

O volume citoplasmático foi estimado pela multiplicação da porcentagem de citoplasma pelo 

volume nuclear, dividido pela porcentagem nuclear. O volume individual de cada célula foi 

estimado pela soma dos volumes nucleares e citoplasmáticos. Estes valores foram expressos 

em μm3. O número de células de Leydig por testículo foi estimado a partir dos volumes 

individuais da célula de Leydig e o volume total ocupado pelas células de Leydig no 

parênquima testicular. Esse valor foi dividido pelo peso dos dois testículos, para se estimar o 

número de células de Leydig por grama de testículo, o que permite comparações entre 

diferentes espécies. O índice Leydigossomatico, que quantifica o investimento em células de 

Leydig com relação à massa corporal, foi estimado dividindo o volume total de células de 

Leydig no parênquima testicular pelo peso corporal, multiplicado por 100. 

 

2.4 Quantificação do rendimento espermatogênico 

A população de cada tipo de célula germinativa foi estimada contando-se os núcleos 

das células germinativas e nucléolos das células de Sertoli presentes no estágio 1 do CES, pela 

análise de 10 seções transversais tubulares por animal. Os diâmetros nucleares de 30 

espermatogonias tipo A (A), espermatócitos primários em pré-leptoteno/leptoteno (PL-L), 

espermatócitos primários em paquíteno (P), espermátides arredondadas (Ar) e nucléolos de 

células de Sertoli (S) foram medidos. As contagens foram corrigidas considerando-se a 

espessura de corte histológico e os diâmetros nucleares ou nucleolares, de acordo com a 

metodologia proposta por Abercrombie (1946), modificada por Amann e Almquist (1962).  

A eficiência intrínseca da espermatogênese foi calculada a partir das taxas encontradas 

entre os números corrigidos das células germinativas, a fim de se quantificar a eficiência da 

espermatogênese. Calculou-se assim o índice mitótico, (PL-L / A), a fim de se determinar a 

perda ou degeneração ocorrida durante a fase espermatogonial; o índice meiótico (Ar / P), a 

fim de se determinar a eficiência das divisões meióticas; e o rendimento geral da 

espermatogênese (Ar / A), quantificando-se a eficiência do processo espermatogênico como 

um todo. Determinou-se também o índice de células de Sertoli, que indica a capacidade de 



 

19 
 

suporte destas células pelo número total de células germinativas (A + PL-L + P + Ar) / S). O 

número total de células de Sertoli por testículo foi obtido multiplicando seu número corrigido 

pelo comprimento tubular por testículo (em μm) e dividindo-se esse valor pela espessura do 

corte histológico (Johnson et al., 1981). O número de células de Sertoli por grama de testículo 

foi obtido dividindo o valor anterior pelo peso testicular total.  

Levando em consideração que a perda celular não é significativa na espermiogênese, a 

reserva espermática testicular (RET), ambos por testículo ou por grama de testículo, foram 

calculados com base na população de espermátides arredondadas no estágio 1 do CES, 

utilizando a fórmula: RET= (comprimento dos túbulos seminíferos / espessura do corte 

histológico) x número corrigido de espermátides arredondadas por seção transversal 

(Berndtson, 1977).  

A produção espermática diária (PED) foi estimada a partir do conhecimento da duração 

de um CES de D. rotundus, estimada em 8,23 dias (Morais et al., 2017). Assim, a PED foi 

calculada dividindo-se a RET obtida no presente estudo por 8,23, conforme fórmula proposta 

por Amann (1970). 

 

2.5.  Análise Estatística  

 

As variáveis foram submetidas ao Teste t de Student, considerando-se um nível de 

significância de 5% (p≤ 0,05), utilizando-se o software SPSS versão 12.0 para Windows (SPSS 

Inc.; Chicago, IL, USA). Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. Os 

resultados da imunohistoquímica foram submetidos à estatística descritiva.  

 

3. Resultados 

 

3.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos 

O arranjo do parênquima testicular de D. rotundus é mostrado na Figura 1, e na tabela 

1 encontram-se os valores médios referentes à biometria e às proporções volumétricas dos 

componentes do parênquima testicular, nas estações seca e chuvosa. Considerando-se as 

médias das duas estações, os animais apresentaram peso corporal médio de 33,51 g e peso 

testicular médio de 0,19 g, resultando em um IGS médio de 0,56 %. O parênquima testicular 

apresentou-se composto por 95,69 % de túbulos seminíferos e 4,31 % de intertúbulo. O 

compartimento tubular foi composto por 4,37 % de túnica própria, 69,31 % de epitélio 

seminífero e 22,01 % de lúmen. Houve diferença estatística significativa entre as estações 
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quanto aos percentuais do compartimento tubular representados por epitélio seminífero e 

lúmen, de modo que o percentual de epitélio seminífero foi significativamente maior na estação 

chuvosa, enquanto o percentual de lúmen foi significativamente maior na estação seca. 

Não houve variação significativa entre as estações nos demais parâmetros. Deste modo, 

o volume tubular médio entre as duas estações foi de 0,18 ml, resultando em um ITS médio de 

0,53 %. O diâmetro tubular e a altura do epitélio seminífero apresentaram valores médios de 

432,17 μm e 91,26 μm, respectivamente. Os animais deste estudo apresentaram 1,23 m de 

túbulos seminíferos por testículo e 6,65 m de túbulos seminíferos por grama de testículo. 

 

 

Figura 1. Secções transversais do testículo de Desmodus rotundus na estação chuvosa. CT: 

Compartimento tubular; CI: Compartimento intertubular; ES: Epitélio seminífero; L: Lúmen 

; : Vaso linfático;  : Vaso sanguíneo; *: Núcleo da célula de Leydig; C: Citoplasma de 

Leydig; Seta preta : Tecido conjuntivo; Seta branca:  Túnica própria. Barras: (a): 30 µm; 

(b): 10 µm.  
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Tabela 1. Médias por estação da biometria e morfometria de componentes testiculares do 

morcego Desmodus rotundus. Dados expressos em média ±desvio padrão. 

Parâmetros Estação seca Estação chuvosa Média anual 

Peso corporal (g) 33,02±5,22 34,01±1,52 33,51±3,37 

Peso gonadal (g) 0,18±0,04 0,20±0,04 0,19±0,04 

Índice gonadossomático (IGS) (%) 0,53±0,10 0,58±0,10 0,56±0,10 

Túnica albugínea (%) 10,49±2,40 10,13±1,68 10,31±2,04 

Túbulos seminíferos (%) 95,76±1,01 95,63±1,60 95,69±1,31 

Volume tubular (mL) 0,17±0,04 0,19±0,04 0,18±0,04 

Túnica própria (%) 4,23±0,93 4,50±0,68 4,37±0,80 

Epitélio seminífero (%) 66,59±6,10b  72,04±2,39a 69,31±4,25 

Lúmen (%) 24,94±4,99a 19,09±1,81b 22,01±3,40 

Intertúbulo (%) 4,24±1,01 4,38±1,60 4,31±1,31 

Índice tubulossomático (%) 0,51±0,10 0,56±0,10 0,53±0,10 

Diâmetro do túbulo seminífero (μm) 441,37±26,70 422,97±38,46 432,17±32,58 

Altura do epitélio seminífero (μm) 97,58±15,29 84,94±8,62 91,26±11,95 

Comprimento tubular por testículo (m) 1,10±0,27 1,37±0,30 1,23±0,29 

Comprimento tubular por grama de testículo (m/g) 6,32±0,71 6,98±1,41 6,65±1,06 

Letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferença estatística significativa. A ausência de 

letras na mesma linha indica que não houve diferença estatística significativa pelo Teste t (p>0,05). 

Dados expressos em Média ± DP. 

 

3.2 Quantificação do rendimento espermatogênico 

Na Tabela 2 são apresentas as médias por estação das contagens corrigidas para os tipos 

celulares encontrados no estádio 1 do CES, bem como os índices indicativos de produção 

espermática de D. rotundus. A contagem de espermatogônias e de células de Sertoli, foi 

significativamente maior durante a estação chuvosa, assim como o número de células de Sertoli 

por testículo e por grama de testículo. Já o índice mitótico, o rendimento geral da 

espermatogênese e índice de células de Sertoli foram maiores durante a estação seca.  

Os animais apresentaram reserva espermática testicular média por grama de testículo 

de 11,93 x107 células, e estimou-se uma produção espermática diária média por grama de 

testículo de 14,49 x106 células. Estes valores permaneceram sem alterações significativas ao 

longo do ano.  
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Tabela 2. Médias da população celular do estádio 1 do ciclo do epitélio seminífero e índices 

indicativos de produção espermática por estação climática no morcego Desmodus rotundus. 

Dados expressos em média ±desvio padrão. 

Parâmetros Estação seca Estação chuvosa Média anual 

Célula de Sertoli 2,29±0,52b 3,51±0,74a 2,90±0,63 

Espermatogônia tipo A 0,67±0,24b 1,00±0,12a 0,84±0,18 

Espermatócito primário em Pré-leptóteno/Leptóteno 16,58±3,11 16,32±3,54 16,45±3,32 

Espermatócito primário em Paquíteno 18,19±3,05 16,89±2,23 17,54±2,64 

Espermátide arredondada 58,90±14,47 49,24±7,28 54,07±10,87 

Índice mitótico 25,43±4,66a 16,50±4,59b 20,97±4,63 

Índice meiótico 3,23±0,42 2,93±0,37 3,08±0,39 

Rendimento geral da espermatogênese 90,79±19,32a 49,87±10,90b 70,33±15,11 

Índice de células de Sertoli 44,71±22,55a 24,57±5,24b 34,64±13,90 

No de células de Sertoli por testículo (x105) 8,34±2,43b 15,31±3,49a 11,83±2,96 

No de células de Sertoli por grama de testículo (x106) 4,86±1,26b 8,07±3,28a 6,46±2,27 

Reserva espermática testicular (x106) 21,55±7,06 23,23±6,17 22,39±6,62 

Reserva espermática por grama de testículo (x107) 12,22±1,56 11,64±1,64 11,93±1,60 

Produção espermática diária (x105) 26,18±8,58 28,22±7,50 27,20±8,04 

Produção espermática por grama de testículo (x106) 14,85±1,89 14,14±2,00 14,49±1,94 

Letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferença estatística significativa. A ausência de 

letras na mesma linha indica que não houve diferença estatística significativa pelo Teste t (p>0,05). 

Dados expressos em Média ± DP. 

A ultraestrutura de todos os tipos de células presentes no epitélio germinativo no 

estádio 1 do CES, bem como sua organização sob a microscopia de luz é mostrada na Figura 

2a. Células de Sertoli com núcleos característicos e nucléolos fragmentados eram evidentes 

(Fig. 2b). Estas células estavam localizadas perto da lâmina basal. As espermatogônias do tipo 

A apresentaram forma elíptica, com núcleo oval contendo cromatina granular; nucléolo único, 

grande, granular e irregular, localizado centralmente. Estas células estiveram aderidas 

firmemente à lâmina basal, com a qual formaram projeções e depressões (Fig. 2c). Núcleos de 

espermatócitos primários em Pré-leptóteno-Leptóteno mostraram regiões de cromatina linear. 

Nessa fase, o espermatócito não está mais em contato com a lâmina basal (Fig. 2d). 

Espermatócitos primários em paquíteno estiveram localizados na região mediana do epitélio, 

e apresentaram nucléolo compactado e denso, indicando que a desorganização morfológica do 

nucléolo começa mais tarde (Fig. 2e). Espermátides arredondadas foram observadas próximo 

ao lúmen dos túbulos seminíferos, com núcleos esféricos e regulares, contendo aglomerados 
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filamentosos de cromatina. O nucléolo foi visível nas espermátides iniciais, porém com a 

entrada destas em processo de espermiogênese o nucléolo se desorganizou e nenhum material 

nucleolar foi observado nas próximas fases (Fig. 2f).  

 
 

 

   

 

 
 

Figura 2. Secções transversais dos testículos de Desmodus rotundus evidenciando as células 

que compõem o estádio 1 do ciclo do epitelio seminifero na estação chuvosa sob a microscopia 

de luz (a) e sob microscopia eletrônica de transmissão (b-f). a: Espermatogônia do tipo A (A); 

Espermatócito primário na transição Pré-leptóteno/Leptóteno (PL-L); Espermatócito primário 

em Paquíteno (P); Espermátide arredondada (Ar); b: Célula de Sertoli; c: Esprermatogônia do 

tipo A; d: Espermatócito primário na transição Pré-Leptóteno/Leptóteno; e: Espermatócito 

primário em Paquíteno; f: Espermátide arredondada; N: núcleo; LB: Lâmina basal; M: 

mitocôndrias; Mi: Célula mióide; Se: Célula de Sertoli; *:  Nucléolo; Seta preta:  Acrossoma. 

Barras: (a): 10 µm; (b-f): 2 µm. 

 

Na figura 3 é apresentada a ultraestrutura das espermátides alongadas e dos 

espermatozoides de D. rotundus. As principais alterações observadas durante essa fase foram 

o maior alongamento e compactação do núcleo dos futuros espermatozoides, o 

desenvolvimento do acrossoma (Figs. 3a-c) e do flagelo (Fig. 3d-e). O axonema se forma na 

porção caudal do núcleo da espermátide (Fig. 3d), enquanto que o acrossoma se condensa em 
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sua porção cranial. A fossa nuclear, que permite o desenvolvimento do flagelo, pode ser vista 

na figura 3d, enquanto que os microtúbulos podem ser visualizados nas figuras 3c e 3e.   

 

 
Figura 3. Aspectos ultraestruturais da espermiogênese em Desmodus rotundus. a-c: 

espermátides alongadas em fase final de formação do capuz acrossômico; d: espermátide tardia 

com o início da organização da peça intermediária; e: secções transversais dos flagelos. Ax: 

axonema; BF: bainha fibrosa; FA: filamento axial; FN: fossa nuclear; Mt: microtubulos; N: 

núcleo; Seta preta:  acrossoma. 

 
 

3.3 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular 

Na tabela 3 são apresentadas as médias referentes à morfometria do compartimento 

intertubular de D. rotundus.  O compartimento intertubular mostrou-se composto por células 

de Leydig, vasos sanguíneos, vasos linfáticos e tecido conjuntivo (Figura 1b). As células de 

Leydig foram os tipos celulares predominantemente nas duas estações, representando em 

média 67,26 % do intertúbulo e 2,87 % do parênquima testicular como um todo. Nenhum dos 

componentes intertubulares apresentou variação significativa entre as estações.  
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Tabela 3. Percentuais e volumes de células de Leydig, vasos sanguíneos, vasos linfáticos e 

tecido conjuntivo no intertúbulo e no parênquima testicular do morcego Desmodus rotundus, 

por estação climática. Dados expressos em média ±desvio padrão. 

Parâmetros Estação seca Estação chuvosa Média anual 

Volume do intertúbulo (mL) 0,007±0,002 0,009±0,003 0,008±0,002 

Percentual no intertúbulo (%)    

      Células de Leydig 69,63±8,45 64,89±12,84 67,26±10,65 

      Vasos sanguíneos 17,06±8,40 23,54±11,20 20,30±9,80 

      Vasos linfáticos 7,79±4,42 6,77±3,93 7,28±4,17 

Tecido conjuntivo 5,53±1,69 4,80±2,89 5,16±2,29 

Percentual no parênquima testicular (%)    

      Células de Leydig 2,90±0,55 2,83±1,06 2,87±0,80 

      Vasos sanguíneos 0,74±0,42 1,01±0,59 0,88±0,51 

      Vasos linfáticos 0,35±0,24 0,32±0,27 0,33±0,25 

Tecido conjuntivo 0,24±0,12 0,21±0,15 0,23±0,13 

Volume total por parênquima testicular (μL)    

      Células de Leydig 5,01±1,18 5,58±2,20 5,29±1,69 

      Vasos sanguíneos 1,25±0,68 1,95±1,08 1,60±0,88 

      Vasos linfáticos 0,60±0,38 0,59±0,45 0,59±0,42 

       Tecido conjuntivo 0,42±0,17 0,42±0,28 0,42±0,22 

A ausência de letras na mesma linha indica que não houve diferença estatística significativa pelo Teste 

t (p>0,05). Dados expressos em Média ± DP. 

As médias referentes à morfometria das células de Leydig de D. rotundus são 

apresentadas na Tabela 4, e sua morfologia é apresentada na figura 4, onde observamos um 

núcleo elipsoide, gotículas lipídicas e grânulos de lipofucsina dispersos pelo citoplasma das 

células de Leydig. Não foram observadas diferenças significativas quanto aos seus percentuais 

e volumes nucleares e citoplasmáticos entre as estações, bem como quanto aos seus volumes 

individuais e totais e ILS. Já o número total de células de Leydig por grama de testículo foi 

maior durante a estação chuvosa, onde foram encontradas cerca de 48,14x105 células.  
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Tabela 4. Morfometria sazonal das células de Leydig do morcego Desmodus rotundus. Dados 

expressos em média ±desvio padrão. 

Parâmetros Estação seca Estação chuvosa Média anual 

Diâmetro nuclear (μm) 15,31±0,96 15,72±3,38 15,51±2,17 

Percentual do núcleo (%) 27,02±12,34 25,51±11,73 26,27±12,03 

Volume do núcleo (μm³) 1896,75±349,83 2301,70±1801,30 2099,22±1075,56 

Percentual do citoplasma (%) 72,98±12,34 74,49±11,73 73,73±12,03 

Volume do citoplasma (μm³) 6097,88±2543,90 7653,70±5171,65 6875,79±3857,77 

Volume individual da célula (μm³) 7994,63±2795,80 9955,40±6813,34 8975,01±4804,57 

No de células de Leydig por testículo (x105) 7,99±4,69 9,67±6,08 8,83±5,38 

No de células de Leydig por grama de testículo (x105) 47,28±29,92b   48,14±25,57a  47,71±27,74 

Índice Leydigossomático (%) 0,015±0,004 0,016±0,006 0,016±0,005 

Letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferença estatística significativa. A ausência de 

letras na mesma linha indica que não houve diferença estatística significativa pelo Teste t (p>0,05). 

Dados expressos em Média ± DP. 

 

 

Figura 4. Morfologia da célula de Leydig de Desmodus rotundus sob a microscopia de luz (a) 

e sob a microscopia eletrônica de transmissão (b) na estação chuvosa. CT: compartimento 

tubular; N: núcleo; *:  nucléolo; Seta branca:  gotícula lipídica no citoplasma da célula de 

Leydig; Seta preta: grânulos de lipofuscina no citoplasma da célula de Leydig. Barras: (a): 10 

µm; (b): 2 µm. 
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3.4 Imunohistoquímica 

Os receptores de andrógeno (Fig. 5a-b) estavam distribuídos igualmente nos núcleos 

das células de Sertoli entre as estações seca e chuvosa, enquanto a distribuição destes 

receptores no citoplasma das células de Leydig mostrou-se mais frequente na estação chuvosa 

(Tabela 5). Já a Aromatase (Fig. 5c-d) apresentou distribuição homogênea nas duas estações, 

tanto nos núcleos das células de Sertoli quanto no citoplasma das células de Leydig, 

espermatócitos primários em Paquíteno e espermátides arredondadas. Porém, a atividade da 

Aromatase foi mais frequente nos espermatócitos primários na transição Pré-

Leptóteno/Leptóteno na estação chuvosa (tabela 5).  

  

Figura 5. Detecção imunohistoquímica de receptores de Andrógeno (a-b) e Aromatase (c-d) 

nos testiculos de Desmodus rotundus. Se: Célula de Sertoli; PL-L: Espermatócito primário na 

transição Pré-Leptóteno/Leptóteno; P: Espermatócito primário em Paquíteno; Ar: 

Espermátide arredondada; Al: Espermátide alongada; *: Citoplasma de Célula de Leydig. 

Barras: (a-d): 10 µm. 

A atividade do FGF2 (Fig. 6a-b) e da BCL-2 (Fig. 6c-d) mostrou ser semelhante entre 

as estações seca e chuvosa no citoplasma dos espermatócitos primários em Paquíteno e em 

Zigóteno, espermatócitos secundários, e espermátides arredondadas (Tabela 5). As 

espermátides alongadas apresentaram um padrão semelhante de imunomarcação para o FGF2 

em ambas estações. 
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Figura 6. Detecção imunohistoquímica para FGF2 (a-b) e BCL-2 (c-d) nos túbulos 

seminíferos de Desmodus rotundus. Z: Espermatócito primário em Zigóteno; P: 

Espermatócito primário em Paquíteno; S: Espermatócito Secundario; Ar: Espermátide 

arredondada; Al: Espermátide alongada. Barras: (a): 20 µm; (b): 10 µm; (c): 20 µm. 

 

Tabela 5. Frequência da expressão dos Receptores de andrógeno, Aromatase, FGF 2 e BCL-

2 nas células dos testículos de Desmodus rotundus. Dados expressos em média ±desvio padrão. 

 

Tipo celular marcado Estação  Andrógeno Aromatase FGF 2 BCL-2 

Célula de Sertoli 
S 1,00 ± 0,22 1,00 ± 0,32 --- --- 

C 1,19 ± 0,34 1,00 ± 0,50 --- --- 

Célula de Leydig 
S --- 1,00 ± 0,46 --- --- 

C 0,88 ± 0,40 1,00 ± 1,17 --- --- 

Espermatócito primário em Zigóteno 

S --- --- 1,00 ± 1,22 1,00 ± 0,25 

C --- --- 1,00 ± 0,47 1,00 ± 0,66 

Espermatócito primário na transição 

Pré-leptóteno/Leptóteno 

S --- 1,00 ± 0,55 --- --- 

C --- 6,67 ± 2,64 --- --- 

Espermatócito primário em Paquíteno 

S --- 1,00 ± 0,48 1,00 ± 0,49 1,00 ± 0,31 

C --- 1,00 ± 1,00 1,00 ± 0,16 1,00 ± 0,23 

Espermatócito secundário 
S --- --- 1,00 ± 1,00 1,00 ± 1,00 

C --- --- --- --- 

Espermátide arredondada 
S --- 1,00 ± 0,53 1,00 ± 0,36 1,00 ± 0,18 

C --- 1,11 ± 1,16 1,00 ± 0,51 1,00 ± 0,00 

Espermátide alongada 
S --- --- 1,00 ± 0,75 --- 

C --- --- 1,00 ± 0,30 --- 
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4. Discussão 
 

4.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos 

O padrão testicular encontrado nos animais utilizados neste estudo apresentou-se, de 

um modo geral, semelhante ao observado em outros mamíferos, sendo este o primeiro estudo 

acerca da quantificação sazonal da morfometria testicular e espermatogênese em D. rotundus. 

O IGS obtido foi semelhante ao encontrado em um estudo realizado em uma área de 

Mata Atlântica no Sudeste do Brasil (0,54%; Morais et al., 2017), e maior do que o encontrado 

em outras espécies de morcegos, tais como no frugívoro Sturnira lilium (0,27%; Morais et al., 

2014b) e no insetívoro Molossus molossus (0,47%; Morais et al., 2013a). Seu IGS reflete, 

assim, um maior investimento em massa testicular, o que é coerente com a necessidade de 

manutenção do harém, sendo a poliginia a organização social comumente encontrada na 

espécie (Crichton e Krutzsch, 2000). 

O maior percentual de epitélio seminífero observado na estação chuvosa levou 

diretamente ao menor percentual de lúmen nesta mesma estação. Este parâmetro na estação 

chuvosa se aproximou do descrito para a espécie em uma região de Mata Atlântica (Morais et 

al., 2017) e ao encontrado para Sturnira lilium na estação seca (Morais et al., 2014b). Este 

achado indica que o maior percentual de epitélio seminífero verificado na estação chuvosa está 

associado a uma maior atividade espermática durante este período do ano.  

O diâmetro tubular médio anual foi consideravelmente maior quando comparado tanto 

com o encontrado em outras espécies de morcegos quanto quando comparado com o 

encontrado na mesma espécie, em outra região geográfica do país, tendo a altura do epitélio 

seminífero seguido a mesma tendência (Morais et al., 2013a; Morais et al., 2014b; Morais et 

al., 2017). Ainda, enquanto a maioria dos mamíferos usualmente apresenta diâmetro tubular 

médio variando de 180 a 300 µm (Roosen-Runge, 1977; França e Russel, 1998), o valor aqui 

encontrado (432,17 µm) destaca-se por ser o maior valor já registrado. Este achado refletiu 

diretamente no comprimento dos túbulos seminíferos, que se apresentou consideravelmente 

menor quando comparado aos animais supracitados. Enquanto a média do comprimento 

tubular por grama de testículo na maioria dos mamíferos é de aproximadamente 20 m, e foram 

registrados 35 m em D. rotundus, neste estudo este valor foi de 6 m (França e Godinho, 2003; 

Bittencourt et al., 2004; Morais et al., 2014b; Morais et al., 2017). 

Já o ITS esteve coerente com o encontrado em outros animais de comportamento 

reprodutivo monogâmico e poligínico, tais como o lobo-guará e o cachorro-do-mato, bem 

como outras espécies de morcegos, como M. molossus, S. lilium e Artibeus lituratus (Barros 
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et al., 2013; Bittencourt et al., 2004; Caldeira et al., 2010; Miranda, 2012; Morais et al., 2014b), 

quando comparado a aqueles de comportamento poliândrico, como o sagui-de-cara-suja 

Saguinus fuscicollis (Reis et al., 2011). O ITS apresentado por D. rotundus sugere, portanto, 

um grande investimento em túbulos seminíferos, relacionado ao padrão reprodutivo promíscuo 

e poligínico, o que requer maior investimento nos túbulos seminíferos para apoiar a 

espermatogênese ao longo do ano.  

 

4.2 Quantificação do rendimento espermatogênico 

A população celular presente no estádio 1 do CES dos animais deste estudo foi maior 

do que o encontrado em outros morcegos (Morais et al. 2013c; Morais et al, 2014b). A maior 

contagem de células de Sertoli observada na estação chuvosa indica que houve um maior 

suporte estrutural e aporte nutricional às células germinativas. Já o aumento na população de 

espermatogônias do tipo A observado na estação chuvosa indica que houve maior 

diferenciação e proliferação destas células nesta estação, embora este aumento não tenha sido 

acompanhado por um aumento na população de espermatócitos primários na transição de pré-

leptóteno para leptóteno. No entanto, essa maior proliferação de espermatogônias do tipo A na 

estação chuvosa pode estar relacionada com o maior percentual de epitélio seminífero 

observado nesta mesma estação. 

Por outro lado, o índice mitótico e o índice de células de Sertoli foram maiores na 

estação seca, indicando que os túbulos seminíferos estavam se preparando para uma intensa 

produção espermática na estação chuvosa. O aumento no número de células germinativas que 

uma célula de Sertoli pode dar suporte nutricional e estrutural, também observado na estação 

seca, corrobora com esta hipótese de preparação para uma fase de intensificação na produção 

de gametas na estação seguinte.  

Enquanto a reserva espermática testicular e a produção espermática diária, tanto na 

estação seca quanto na chuvosa, foram consideravelmente inferiores ao visto anteriormente 

para D. rotundus, o rendimento geral da espermatogênese na estação seca foi notavelmente 

superior ao encontrado anteriormente tanto para esta espécie quanto para outras espécies de 

morcegos (Morais et al., 2013a; Morais et al., 2014b; Morais et al., 2017). Isto indica que 

mesmo o número de espermatozoides contidos no testículo e a produção diária de 

espermatozoides sendo inferiores ao visto na literatura, a eficiência do processo 

espermatogênico como um todo, desde a espermatogônia A até as espermátides arredondadas, 

foi superior na estação seca. O índice mitótico e o rendimento geral da espermatogênese 
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maiores na seca indica que a cópula ocorre nesta estação, para que assim os nascimentos 

ocorram no início da chuvosa. 

A capacidade de suporte total realizada pelas células de Sertoli, sobretudo na estação 

seca, cujo índice foi de aproximadamente 44 células, foi maior do que o observado em outros 

mamíferos, cuja média varia de 10 a 22 células (Zhengwei et al., 1997; Zhengwei et al., 1998; 

França e Russell, 1998; Costa et al., 2011), indicando uma maior eficiência destas células em 

D. rotundus na referida área de estudo, visto que em outra região do país este índice foi de 

aproximadamente 20 células (Morais et al., 2017). Este valor relaciona-se com o baixo número 

de células de Sertoli por grama de testículo encontrado neste estudo (média anual de 6,46x106 

células) quando comparado a outros morcegos (13,10x107 em D. rotundus, Morais et al., 2017; 

28,09x107 em M. molossus, Morais et al., 2013a; 22,31x1013 em S. lilium, Morais et al., 2014b), 

indicando que cada uma destas células precisou aumentar sua capacidade de suporte às células 

da linhagem germinativa visando prevenir prejuízos ao processo de espermatogênese. Apesar 

de o índice de células de Sertoli ter sido maior na estação seca, seu menor número nesta mesma 

estação também indicam a necessidade de estas células aumentarem sua capacidade de suporte 

individual. 

 

4.3 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular 

Os elementos que compõem o compartimento intertubular não variaram 

significativamente entre as estações do ano avaliadas. Seus percentuais no parênquima 

testicular, no entanto, estiveram entre os menores valores registrados, considerando-se sua 

média anual (França e Russell, 1998; Morais et al., 2013b; Morais et al., 2014a), porém 

próximo do descrito anteriormente para a espécie (Morais et al., 2017).  

As células de Leydig constituíram o principal componente do intertúbulo, assim como 

encontrado em outras espécies de morcegos (Morais et al., 2013b; Morais et al., 2014a). O 

maior investimento nestas células também está diretamente relacionado ao sistema de 

acasalamento poligínico apresentado por D. rotundus. Sendo assim, estes animais necessitam 

de um maior investimento androgênico, quando comparados com espécies monogâmicas como 

o cachorro-do- mato e o veado-catingueiro (Caldeira et al., 2010; Costa et al., 2011). No 

entanto, o número total de células de Leydig por grama de testículo, cuja média anual foi de 

47,71x105 células, esteve bem abaixo do encontrado tanto nos morcegos M. molossus (48,49 

x106; Morais et al., 2013b) e S. lilium (11,3x107 células; Morais et al., 2014a) quanto no próprio 

D. rotundus (23,77x106; Morais et. al., 2017). Este parâmetro foi significativamente maior na 



 

32 
 

estação chuvosa, sugerindo que seriam necessários altos níveis de testosterona tanto para a 

manutenção da espermatogênese quanto da dominância nos haréns.  

O ILS encontrado em D. rotundus (0,016%) foi semelhante ao observado em outros 

morcegos e superior ao observado em animais de maior porte, como a onça pintada e a 

jaguatirica (0,0036%, Azevedo et al., 2008; Sarti et al., 2011), o que também reforça a ideia 

de maior investimento em produção de gametas em prol da manutenção dos haréns. Por 

considerar a massa corpórea e não somente a massa testicular, o índice Leydigossomatico pode 

ser considerado um parâmetro mais apropriado para se comparar a atividade funcional das 

células de Leydig entre diferentes espécies do que o seu número total por grama de testículo. 

 

4.4 Ultraestrutura e imunohistoquímica  

A análise ultraestrutural das células que compõem o estádio 1 do CES mostrou-se 

semelhante ao observado em outras espécies de morcegos. Assim, a espermatogônia tipo A 

apresentou um alto grau de adesão à lâmina basal, assim como exibido por Platyrrhinus 

lineatus e Myotis nigricans (Beguelini et al., 2011; Beguelini et al., 2013). O típico aspecto 

irregular do núcleo das células de Sertoli e a ocorrência de fragmentação nucleolar nos 

espermatócitos primários em paquítenos também foram semelhantes ao observado em outras 

espécies (Beguelini et al., 2011; Bueno et al., 2014; Morais et al., 2014). 

Durante a espermiogênese, alguns eventos únicos ocorrem, incluindo a formação do 

acrossoma, a condensação da cromatina nuclear, a eliminação do citoplasma residual e o 

desenvolvimento do flagelo (Suphamungmee et al., 2008). Embora esse processo seja similar 

na maioria dos animais, não se observou em D. rotundus a presença de vesículas pró-

acrossômicas contendo materiais eletrondensos, o que pode estar relacionado à ausência de um 

perforatorium, estrutura responsável por penetrar o oócito (Shalgi e Phillips, 1982), de modo 

que esses materiais eletrondensos podem ser a substância básica de sua organização. Como em 

D. rotundus não foi observada a presença de perforatorium, assim como Myotis nigricans 

(Beguelini et al., 2013), não possuem esse tipo de secreção. O perforatorium está ausente ou 

pouco desenvolvido em Vespertilionidae (Fawcett e Ito, 1965) e Noctilionidae (Phillips et al., 

1997), pouco desenvolvidos em Rhinolophidae (Lee et al., 1992; Oh et al., 1985), e bem 

desenvolvidos em Molossidae (Breed e Leigh, 1985) e Platyrrhinus lineatus (Phyllostomidae) 

(Beguelini et al., 2011). 

No que se refere às analises imunohistoquímicas, a expressão de receptores de 

andrógeno mais frequente no citoplasma das células de Leydig na estação chuvosa indica uma 

sincronia com o pico de atividade espermatogênica nessa estação, conforme observado quanto 
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a maior porcentagem de epitélio seminífero e número de células de Leydig por grama de 

testículo observados nesta mesma estação, propondo assim, uma forte ligação entre a 

testosterona e o ciclo reprodutivo em D. rotundus. Esta relação também foi observada no 

morcego Myotis nigricans, em que a elevada expressão de receptores de andrógeno foi 

detectada no período de recrudescência testicular, e o período de regressão testicular esteve 

associado com a baixa expressão desses receptores (Beguelini et al., 2014b). A expressão de 

receptores de andrógeno em células de Sertoli e Leydig está associada com a diferenciação das 

espermatogônias e com a espermiogênese (Beguelini et al., 2014b; Holdcraft e Braun, 2004; 

Wang et al., 2009).  

De modo semelhante, a Aromatase também apresentou maior expressão no citoplasma 

dos espermatócitos primários na transição Pré-Leptóteno/Leptóteno na estação chuvosa. Deste 

modo, D. rotundus obteve o aporte hormonal tanto de andrógenos como de estrógenos 

necessário para o seu processo espermatogênico no período de maior produção de gametas.  

Os fatores de crescimento dos fibroblastos (FGFs) são reguladores locais que afetam a 

proliferação celular, a meiose e a diferenciação celular (Niederberger et al., 1993). Foi 

observado anteriormente a expressão da proteína FGF2 no citoplasma de espermatogônias, de 

células de Leydig em bovinos, de espermatogônias em roedores adultos, humanos e cervídeos 

(Abd-Elmaksoud et al., 2005; Han et al. 1993; Steger et al. 1998; Wagener et al. 2003). No 

entanto, nosso estudo mostrou marcação em espermatócitos e espermátides, o que corrobora 

com a atuação do FGF2 na meiose e na diferenciação celular.  

A proteína anti-apoptótica BCL-2 é um dos mais importantes reguladores da via 

intrínseca do apoptose. Sua expressão nos testículos de D. rotundus foi semelhante ao 

observado no roedor Lagostomus maximus, em que a expressão de BCL-2 foi detectada apenas 

em espermatócitos e espermátides arredondadas, no período ativo da espermatogênese 

(González et al. 2018). No entanto, esta proteína foi expressa em espermatogônias no período 

inativo, tanto em L. maximus quanto no hamster Phodopus sungorus (Furuta et al. 1994; 

González et al. 2018), o que difere do encontrado em D. rotundus no presente estudo, onde 

não se observou variação sazonal da expressão do BCL-2, possivelmente devido à ausência de 

um período de inatividade espermatogênica, conforme ocorre em L. maximus e Phodopus 

sungorus. A expressão semelhante tanto do FGF2 quanto da BCl-2 ao longo das estações seca 

e chuvosa indica ausência de um período de regressão testicular em D. rotundus na área de 

estudo. 

Pode-se concluir que D. rotundus apresentou, de um modo geral, elevada população 

celular no epitélio seminífero e maiores diâmetros tubulares e desenvolvimento epitelial, tanto 
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quando comparado a outras espécies de morcegos quanto a outros grupos de mamíferos. O 

aumento do índice mitótico, índice de células de Sertoli, e do rendimento geral da 

espermatogênese na estação seca indicaram preparação para uma maior ocorrência de 

espermiação na estação chuvosa subsequente, o que pôde ser comprovado pelo aumento de 

parâmetros como o percentual dos túbulos seminíferos representados pelo epitélio seminífero 

e do número de células de Sertoli e de Leydig por grama de testículo, assim como a expressão 

de receptores de andrógeno mais frequente no citoplasma das células de Leydig e a maior 

expressão da aromatase no citoplasma dos espermatócitos primários na transição Pré-

Leptóteno/Leptóteno na estação chuvosa. Estes resultados indicam, portanto, espermatogênese 

contínua ao longo do ano e sugerem uma maior produção de espermatozoides por D. rotundus 

na estação chuvosa na Caatinga nordestina. 
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Artigo 2 

Caracterização testicular e espermatogênese do morcego hematófago Diphylla ecaudata 

 

Resumo 

Diphylla ecaudata é um morcego vampiro de distribuição restrita, e que possui preferência 

alimentar pelo sangue de aves. Não foram encontrados estudos acerca da atividade reprodutiva 

desta espécie. Assim, objetivou-se neste estudo descrever a morfologia e a histomorfometria 

dos testículos de D. ecaudata, a fim de se conhecer sua biologia reprodutiva e 

espermatogênese. Os animais foram coletados no município de Lajes-RN. Após 

procedimentos de eutanásia, seus testículos foram processados histologicamente para inclusão 

em historesina para análises morfológicas e morfométricas sob microscopia de luz, em resina 

Spurr para análise da ultraestrutura celular sob microscopia eletrônica de transmissão, bem 

como em parafina histológica para análise imuno-histoquímica da expressão de receptores para 

andrógeno, aromatase, FGF2 e BCL-2. D. ecaudata apresentou índice gonadossomático de 

0,49%, índice tubulossomático de 0,47% e comprimento de túbulos seminíferos por grama de 

testículo de 32,20 m. As fases pré-meiótica, meiótica e pós-meiótica representaram, 

respectivamente, 56,20%, 9,30% e 34,50% do ciclo do epitélio seminífero desta espécie. A 

ultraestrutura da espermatogênese foi semelhante ao descrito nos demais mamíferos, e o 

perforatorium não foi observado em seus espermatozoides. Os receptores de andrógeno foram 

detectados nos núcleos das células de Sertoli e no citoplasma das células de Leydig, enquanto 

que a Aromatase foi detectada apenas nos núcleos das células de Sertoli. Foi detectada 

atividade do FGF2 e da BCL-2 no citoplasma dos espermatócitos primários em Zigóteno e em 

Paquíteno, bem como nas espermátides arredondadas e alongadas. Conclui-se que D. ecaudata 

apresentou padrão testicular semelhante ao de outros mamíferos, e características comuns às 

descritas em outras espécies de morcegos. Esta espécie destacou-se por apresentar grande 

eficiência de células de Sertoli, as quais desempenharam uma alta capacidade de suporte às 

células da linhagem germinativa, e uma elevada reserva espermática testicular. Este estudo 

constitui o primeiro passo para o conhecimento da reprodução de D. ecaudata, sendo esta a 

primeira descrição acerca de sua espermatogênese.  

 

Palavras-chave: Biologia reprodutiva, Morfologia, Ultraestrutura, Imunohistoquímica. 
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1. Introdução 
 

Diphylla ecaudata é uma espécie relativamente rara de morcego hematófago, e data de 

2017 o primeiro registro para a espécie no estado brasileiro do Rio Grande do Norte (Vargas-

Mena et al., 2018). Ocupando o segundo lugar em frequência de capturas, atrás de Desmodus 

rotundus, esta espécie não causa grandes impactos econômicos e epidemiológicos, o que se 

deve principalmente ao fato de possuir preferência alimentar pelo sangue de aves (Greenhall 

et al., 1984 Uieda, 1992; Reis et al., 2007).  

Uma vez que a disponibilidade natural de presas selvagens para D. ecaudata foi 

severamente reduzida na Caatinga, um dos biomas mais antropizados no Brasil, aves 

domésticas passaram a figurar como presas mais acessíveis e abundantes (Uieda, 1994; Leal 

et al., 2003). Esta flexibilidade alimentar, associada à escassez de aves nativas na Caatinga, 

refletiu no primeiro registro de sangue humano na dieta dessa espécie em condições naturais 

(Ito et al., 2016). Assim, o impacto dos efeitos antropogênicos no equilíbrio ecológico de D. 

ecaudata refletem não apenas em sua importância ecológica como também medico-sanitária e 

econômica, lançando à luz a necessidade de se conhecer melhor a espécie, visando um manejo 

racional. Para tal, é fundamental o conhecimento sobre sua reprodução. 

Este conhecimento é extremamente limitado, o que se relaciona à sua distribuição mais 

restrita (Reis et al., 2007). Os poucos estudos acerca de sua reprodução abordam aspectos das 

fêmeas. Assim, sabe-se que D. ecaudata apresenta um período de gestação de 

aproximadamente 5,5 meses, com os nascimentos ocorrendo durante a primavera e verão, o 

que coincide com o nascimento das aves domésticas e nativas na América Latina. Nasce 

usualmente um filhote por gestação e ocasionalmente podem ser gerados dois descendentes 

por ano. A prole permanece por cerca de 220 dias sob os cuidados da mãe e os indivíduos são 

sexualmente ativos a partir dos 9 meses de idade (Delpietro e Russo, 2002; Scheffer, 2015). 

Não foram encontrados estudos acerca da atividade reprodutiva dos machos desta espécie, bem 

como quaisquer relatos acerca de sua atividade gonadal.  

Neste sentido, objetivou-se neste estudo descrever a morfologia e a ultraestrutura dos 

testículos de D. ecaudata, bem como a realização da histomorfometria testicular, a fim de se 

conhecer sua biologia reprodutiva e espermatogênese. 
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2. Materiais e métodos 

 

2.1 Área de estudo e coleta dos animais 

As capturas foram realizadas no município de Lajes, Rio Grande do Norte (05º 42' 00" 

S e 36º 14' 41" W) no ano de 2017. Foi obtida autorização para captura e transporte dos animais 

junto ao Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio, licença Nº 

55562-1) e para os procedimentos de eutanásia junto à Comissão de Ética no Uso de Animais 

da UFRN (CEUA, licença Nº 056/2016).  

Seis espécimes de D. ecaudata machos adultos foram capturados ao anoitecer, com a 

utilização de redes de neblina armadas nas entradas de galerias de minérios abandonadas, que 

os animais utilizam como abrigos. Os animais adultos foram identificados com base na 

observação da fusão da cartilagem epifisária do quarto dedo, na junção metacarpo-falangeal 

(Kunz e Anthony, 1982).   

Os animais foram transportados à cidade de Natal-RN na manhã seguinte à captura, em 

sacos apropriados para contenção e transporte de morcegos, e a eutanásia foi feita no mesmo 

dia. Realizou-se anestesia por via intraperitoneal com 50 mg/kg de Xilasina e 80 mg/kg de 

Cetamina, seguindo-se a pesagem dos animais e remoção do sistema reprodutor. A eutanásia 

foi realizada em seguida por aprofundamento do plano anestésico, utilizando-se 150 mg/kg de 

Xilasina e 240 mg/kg de Cetamina. 

 

2.2 Processamento histológico 

Um testículo de cada animal foi fixado em solução de Karnovsky (1965) e destinado 

às análises morfológicas e morfométricas sob microscopia de luz e microscopia eletrônica de 

transmissão, enquanto que o outro testículo foi fixado com Paraformaldeído a 4% e destinado 

a análises imunohistoquímicas. Após 24 h todos os testículos fixados em solução de Karnovsky 

foram transferidos para etanol 70%, pesados e encaminhados ao Laboratório de Biologia 

Estrutural e da Reprodução, Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de 

Viçosa (UFV), onde foram processados histologicamente para inclusão em Glicol-Metacrilato 

(Historesin®, Leica), sendo obtidas secções com 3 μm de espessura usando micrótomo rotativo 

automático (Leica RM2255). As preparações foram coradas com azul de toluidina / borato de 

sódio 1% (Merck) para as análises morfológicas e morfométricas. 

Fragmentos teciduais foram encaminhados ao Laboratório de Microscopia Eletrônica, 

Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasília (UnB), onde foram processados 
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para análise ultraestrutural. As amostras foram pós-fixadas por 1h em tetróxido de ósmio 2% 

e ferricianeto de potássio 1,6%, em tampão cacodilato de sódio 0,2 M, seguido por contrastação 

em solução aquosa de acetato de uranila 0,5% overnight. A desidratação foi realizada em séries 

crescentes de acetona, de 30% a 100%, e os fragmentos foram embebidos em resina Spur 

(Sigma-Aldrich®). Cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de 

chumbo e observados em microscópio eletrônico de transmissão Jeol 1011 e 80 kV. 

Para as análises imuno-histoquímicas foram obtidas secções testiculares a 4 μm de 

espessura, em lâminas sinalizadas. Cada secção foi desparafinizada, reidratada, lavada com 

Triton X-100 a 0,3% em tampão fosfato e incubada com peroxidase endógena (3% peróxido 

de hidrogênio). Procedeu-se a incubação durante a noite a 4° C, com os anticorpos primários 

(Santa Cruz Biotechnology, Inc. EUA) contra a proteína pré-apoptótica BCL-2 (1:400), contra 

o Fator de crescimento de fibroblasto FGF2 (1:400), contra a enzima Aromatase (1:200) e 

contra o receptor de andrógeno (1:200). As lâminas foram lavadas com tampão fosfato e 

incubadas com anticorpo secundário estreptavidina/HRP-conjugados (Biocare Medical, EUA) 

por 30 min. A imunorreatividade para os anticorpos foi visualizada por detecção colorimétrica, 

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante (TrekAvidin-HRP Label + Kit da Biocare 

Medical, Dako, EUA). As secções foram contracoradas com hematoxilina e as áreas que 

apresentaram imunorreatividade foram fotografadas através do fotomicroscópio Nikon E200 

LED (Departamento de Morfologia, UFRN). Considerando-se as células que apresentaram 

marcação para cada um dos anticorpos utilizados, para cada tipo celular estimou-se o número 

de células que apresentaram marcação positiva em relação ao número destas mesmas células 

que não apresentaram marcação, em uma área de aproximadamente 40.000 µm2 por secção 

tubular avaliada. Utilizou-se, portanto, a equação: [(nº de células marcadas / no de células não 

marcadas) / nº de secções analisadas]. 

 

2.3 Morfometria testicular 

Para realização das análises morfométricas, foram realizadas capturas de imagens das 

lâminas histológicas em diferentes aumentos, utilizando-se fotomicroscópio Olympus BX50 

(Departamento de Biologia Geral, UFV) ou BEL Bio2/3 Eurekam 5.0 (Departamento de 

Morfologia, UFRN). A análise das imagens foi realizada com base na estereologia testicular, 

utilizando-se o software Image-Pro Plus®.  

O índice gonadosomático (IGS) foi calculado para quantificar o investimento em 

testículos em relação a massa corporal, dividindo-se o peso dos dois testículos pelo peso 

corporal, sendo esse valor multiplicado por 100. As proporções volumétricas entre os 
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elementos que constituem os compartimentos tubular e intertubular do testículo foram 

mensuradas a partir da contagem de 3.520 pontos por animal, a partir de 352 pontos projetados 

sobre 10 imagens histológicas, em aumento de 10x, obtidas em cortes histológicos distintos do 

testículo de cada animal. Assim, no túbulo seminífero foram determinados os pontos 

coincidentes sobre a túnica própria, o epitélio seminífero e o lúmen, bem como os pontos sobre 

o compartimento intertubular. Estimou-se ainda o percentual representado pela túnica 

albugínea, a partir da contagem do número de pontos coincidentes sobre esta ou sobre o 

parênquima testicular. 

Posteriormente foram projetados 1.000 pontos sobre o compartimento intertubular, em 

aumento de 40x, sendo quantificadas as células de Leydig, vasos sanguíneos, vasos linfáticos 

e tecido conjuntivo, determinando-se assim as proporções volumétricas entre cada 

componente. Os percentuais destes componentes no intertúbulo foram estimados a partir da 

multiplicação do número total de pontos coincidentes sobre cada componente por 100, dividido 

por 1000. Já o percentual desses componentes no testículo foi obtido a partir da multiplicação 

do Percentual de intertúbulo pelo Percentual de cada componente no intertúbulo dividindo-se 

por 100. Para o cálculo do volume total de cada um dos componentes intertubulares no 

parênquima testicular, foi utilizada a fórmula: (Porcentagem de cada componente no testículo 

x Peso gonadal líquido) / 100. Os valores médios foram expressos em µL. Considerando que 

a densidade do testículo é em torno de 1 (Johnson et al., 1981), o peso do testículo foi 

considerado igual ao seu volume. 

O volume dos túbulos seminíferos (VTS) é uma função do volume do testículo e da 

proporção volumétrica destes túbulos no parênquima testicular. O índice tubulosomático (ITS) 

foi calculado para quantificar o investimento nos túbulos seminíferos em relação à massa 

corporal total. O ITS foi obtido dividindo-se o VTS pelo peso corporal e multiplicando o 

resultado por 100. O diâmetro dos túbulos seminíferos e a altura do epitélio seminífero foram 

obtidos medindo-se 20 secções transversais tubulares, que apresentaram a forma mais circular 

possível, independentemente do estágio do ciclo do epitélio seminífero. Nas mesmas secções 

utilizadas para mensurar o diâmetro foi mensurada a altura do epitélio seminífero, a qual foi 

tomada da túnica própria até o lúmen tubular. O comprimento dos túbulos seminíferos (CT) 

por testículo foi estimado utilizando a fórmula: CT=VTS/лR2, onde лR2 = área da secção 

transversal dos túbulos seminíferos e R = diâmetro tubular/2. Esse valor foi dividido pelo peso 

dos testículos para calcular o comprimento dos túbulos seminíferos por grama de testículo. 

 O diâmetro médio do núcleo da célula de Leydig foi obtido a partir da mensuração de 

30 células por animal, escolhendo aquelas com os núcleos mais esféricos e nucléolos evidentes. 
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O volume nuclear foi obtido pela fórmula 4 / 3πR3, onde R = diâmetro nuclear / 2. O volume 

citoplasmático foi estimado pela multiplicação da porcentagem de citoplasma pelo volume 

nuclear, dividido pela porcentagem nuclear. O volume individual de cada célula foi estimado 

pela soma dos volumes nucleares e citoplasmáticos. Estes valores foram expressos em μm3. O 

volume total ocupado pelas células de Leydig no parênquima testicular foi obtido através da 

multiplicação da porcentagem de células de Leydig no testículo pelo peso gonadal, e em 

seguida dividido por 100. O número de células de Leydig por testículo foi estimado a partir 

dos volumes individuais da célula de Leydig e o volume total ocupado pelas células de Leydig 

no parênquima testicular. Esse valor foi dividido pelo peso dos dois testículos, para se estimar 

o número de células de Leydig por grama de testículo, o que permite comparações entre 

diferentes espécies. O índice Leydigossomatico, que quantifica o investimento em células de 

Leydig com relação à massa corporal, foi estimado dividindo o volume total de células de 

Leydig no parênquima testicular pelo peso corporal, multiplicado por 100. 

 

2.4 Caracterização dos estádios do ciclo do epitélio seminífero 

Os estágios do ciclo do epitélio seminífero (CES) foram caracterizados pelo método de 

morfologia tubular (Berndtson, 1977). Foram caracterizados oito estágios baseados na forma 

e localização do núcleo das espermátides e espermatócitos, bem como na morfologia das 

espermatogônia e na ocorrência de figuras da divisão meiótica. A frequência relativa de cada 

um dos estágios foi calculada com base na identificação e ocorrência de cada estágio em 200 

seções transversais de túbulos seminíferos analisadas em cada animal. Assim, a frequência de 

cada estádio foi obtida a partir da fórmula: (contagem obtida para cada estádio / número de 

animais do grupo) / 2. 

 

2.5 Quantificação do rendimento espermatogênico 

A população de cada tipo de célula germinativa foi estimada contando-se os núcleos 

das células germinativas e nucléolos das células de Sertoli presentes no estágio 1 do CES, pela 

análise de 10 seções transversais tubulares por animal. Os diâmetros nucleares de 30 

espermatogônias tipo A (A), espermatócitos primários em pré-leptoteno/leptoteno (PL-L), 

espermatócitos primários em paquíteno (P), espermátides arredondadas (Ar) e nucléolos de 

células de Sertoli (S) foram medidos. As contagens foram corrigidas considerando-se a 

espessura de corte histológico e os diâmetros nucleares ou nucleolares, de acordo com a 

metodologia proposta por Abercrombie (1946), modificada por Amann e Almquist (1962).  
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A eficiência intrínseca da espermatogênese foi calculada a partir das taxas encontradas 

entre os números corrigidos das células germinativas, a fim de se quantificar a eficiência da 

espermatogênese. Calculou-se assim o índice mitótico, (PL-L / A), a fim de se determinar a 

perda ou degeneração ocorrida durante a fase espermatogonial; o índice meiótico (Ar / P), a 

fim de se determinar a eficiência das divisões meióticas; e o rendimento geral da 

espermatogênese (Ar/A), quantificando-se a eficiência do processo espermatogênico como um 

todo. Determinou-se também o índice de células de Sertoli, que indica a capacidade de suporte 

destas células pelo número total de células germinativas (A + PL-L + PC + Ar) / S). O número 

total de células de Sertoli por testículo foi obtido multiplicando seu número corrigido pelo 

comprimento tubular por testículo (em μm) e dividindo-se esse valor pela espessura do corte 

histológico (Johnson et al., 1981). O número de células de Sertoli por grama de testículo foi 

obtido dividindo o valor anterior pelo peso testicular total.  

Tendo em vista que a perda celular não é significativa na espermiogênese, a reserva 

espermática testicular (RET), ambos por testículo ou por grama de testículo, foram calculados 

com base na população de espermátides arredondadas no estágio 1 do CES, utilizando a 

fórmula: RET= (comprimento dos túbulos seminíferos / espessura do corte histológico) x 

número corrigido de espermátides arredondadas por seção transversal (Berndtson, 1977).  

 

3. Resultados 

 

3.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos  

Na tabela 1 encontram-se os valores médios referentes à biometria e às proporções 

volumétricas dos componentes do parênquima testicular de D. ecaudata, e esta organização é 

apresentada na figura 1. Os animais apresentaram peso corporal médio de 24,64 g e peso 

testicular médio de 0,12 g, sendo que 8,39 % dos testículos foram representados pela túnica 

albugínea. O parênquima testicular apresentou-se composto predominantemente por túbulos 

seminíferos, e o compartimento tubular foi composto em sua maior parte pelo epitélio 

seminífero.  

O volume tubular médio foi de 0,12 mL, resultando em um ITS de 0,47 %. Enquanto 

que o diâmetro tubular e a altura do epitélio seminífero apresentaram valores médios de 195,09 

μm e 44,26 μm, respectivamente. Um total de 3,90 m de túbulos seminíferos formaram os 

testículos de D. ecaudata, sendo 32,20 m de túbulos seminíferos por grama de testículo. 

 

Tabela 1. Médias da biometria e morfometria de componentes testiculares do morcego 

Diphylla ecaudata. Dados expressos em média ±desvio padrão. 
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Parâmetros Média ±desvio padrão 

Peso corporal (g) 24,64±1,45 

Peso gonadal (g) 0,12±0,04 

Índice gonadossomático (IGS) (%) 0,49±0,17 

Túnica albugínea (%) 8,39±1,27 

Túbulos seminíferos (%) 95,98±0,92 

Volume tubular (mL) 0,12±0,04 

Túnica própria (%) 4,49±0,61 

Epitélio seminífero (%) 63,37±3,13 

Lúmen (%) 28,13±3,44 

Intertúbulo (%) 4,02±0,92 

Índice tubulossomático (%) 0,47±0,16 

Diâmetro do túbulo seminífero (μm) 195,09±6,00 

Altura do epitélio seminífero (μm) 44,26±4,31 

Comprimento tubular por testículo (m) 3,90±1,31 

Comprimento tubular por grama de testículo (m/g) 32,20±2,00 

        

 

Figura 1. Secções transversais dos testículos de Diphylla ecaudata. C: Citoplasma de Leydig; 

CI: Compartimento intertubular; CT: Compartimento tubular; ES: Epitélio seminífero; L: 

Lúmen ; : Vaso linfático;  : Vaso sanguíneo; *: Núcleo da célula de Leydig; Seta branca:  

Túnica própria; Seta preta:  Tecido conjuntivo. Barra: a: 30 µm, b: 10 µm.  

 

3.2 Estádios do ciclo do epitélio seminífero 

Na figura 2 são apresentados os 8 estádios que compõem o CES de D. ecaudata, de 

acordo com o método da morfologia tubular. Células de Sertoli e espermatogônias tipo A 

foram observadas em todos os estádios. Durante a mitose espermatogonial, a espermatogônia 
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do tipo A passa por transição para o tipo intermediário, o que apareceu no estádio 6, enquanto 

a espermatogônia de tipo B surgiu no estádio 7. A espermatogônia do tipo B origina o 

espermatócito primário em pré-leptóteno no estádio 8 e esse tipo celular inicia a primeira 

divisão meiótica. A transição de pré-leptóteno para leptóteno ocorre nos estádios 1 a 2, 

originando o espermatócito primário em zigóteno no estádio 2. Este espermatócito foi 

observado até o estádio 4, onde originou o espermatócito primário em paquíteno. Neste estádio 

o espermatócito primário em paquíteno originou o espermatócito primário em diplóteno, 

ocorrendo assim o termino da primeira divisão meiótica, seguido pela segunda divisão 

meiótica, originando os espermatócitos secundários. Uma vez que a segunda divisão meiótica 

é mais rápida do que a primeira, o espermatócito secundário originou rapidamente as 

espermátides arredondadas, ainda no estágio 4. Essas espermáticas arredondadas recém-

formadas iniciam o processo de alongamento apenas no próximo estádio 2, sendo, portanto, 

vistas tanto até o final do CES corrente quanto até o início do ciclo seguinte. Assim, a partir 

do estádio 3 surgem as espermátides alongadas, que serão visualizadas até o estádio 8.  

Portanto, enquanto diferentes gerações de espermatócitos podem ser vistas nos estádios 

1 a 8, apenas uma geração de espermátides é observada nos estádios 1 a 3 e duas gerações de 

espermátides podem ser observadas nos estádios 5 ao 8 (Figura 4). O estádio 4 é caracterizado 

pela transição de espermatócitos primários em diplóteno para espermatócitos secundários, e 

destes para espermátides arredondadas. Nos estágios 5 a 8 podem ser observadas tanto estas 

espermátides arredondadas recém-formadas quanto as espermátides alongadas que iniciaram 

seu alongamento no estádio 2, e sofrerão espermiação no estádio 8.  

De acordo com as frequências médias representadas por cada estágio (Figura 3), as 

fases pré-meiótica (estádios 1 a 3), meiótica (estádio 4) e pós-meiótica (estádios 5 a 8) 

representaram respectivamente 56,20%, 9,30% e 34,50% do CES de D. acaudata.  
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Figura 2. Secções transversais dos testículos de Diphylla ecaudata ilustrando os 8 estádios do 

ciclo do epitélio seminífero, de acordo com o método a morfologia tubular. a: Estádio 1; b: 

Estádio 2; c: Estádio 3; d: Estádio 4; e: Estádio 5; f: Estádio 6; g: Estádio 7; h: Estádio 8. CS: 

Célula de Sertoli; A: Espermatogônia do tipo A; I: Espermatogônia do tipo intermediária; B: 

Espermatogônia do tipo B; PL-L: Espermatócito primário na transição de pré-leptóteno para 

leptóteno; Z: Espermatócito primário em zigóteno; P: Espermatócito primário em paquíteno; 

M: Figuras de divisão meiótica; ES: Espermatócito secundário; Ar: Espermátides 

arredondadas; Al: Espermátides alongadas; CR: Corpo residual; L: Lúmen. Barras: 20 µm. 
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Figura 3. Diagrama do processo espermatogênico em Diphylla ecaudata, representando a 

freqüência média (%) de cada um dos oito estágios do ciclo do epitélio seminífero. Cada linha 

corresponde a uma geração de células espermatogênicas e cada coluna corresponde a um 

estádio. Os números romanos indicam os ciclos espermatogênicos. A: espermatogônia do tipo 

A; I: espermatogônia intermediária; B: espermatogônia tipo B; PL-L: espermatócito primário 

na transição de pré-leptoteno para leptoteno; Z: espermatócito primário em zigoteno; P: 

espermatócito primário em paquíteno; D: espermatócito primário em Diplóteno; ES: 

espermatócito secundário; Ar: espermátide arredondada; Al: espermátide alongada. 
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Figura 4. Aspectos ultraestruturais da espermiogênese em Diphylla ecaudata. a: espermátide 

arrredondada sem a presença de capuz acrossômico, no estágio 5 do CES; b-d: espermátides 

em fase inicial de alongamento, com diferentes graus de ocupação nuclear pelo capuz 

acrossômico; e: espermátides alongadas com formação completa do capuz acrossômico; f: 

secções transversais dos flagelos. *: nucléolo; Seta branca: acrossomo; M: mitcôndria; BF: 

bainha fibrosa; FA: filamento axial; Mt: microtubulos. Barras: a: 2 µm, b: 0,5 µm, c: 1 µm, d: 

0,2 µm, e: 0,5 µm, f: 0,2 µm, Detalhe: 0,2 µm.   

 

3.3 Quantificação do rendimento espermatogênico 

A quantificação da população celular presente no estádio 1 do CES é apresentada na 

Tabela 2. Com uma população de espermatogônias A de aproximadamente 0,9 células por 

secção transversal tubular, e uma população de espermatócitos primários em pré-

leptóteno/leptóteno de aproximadamente 15 células, os animais apresentaram um índice 

mitótico de 19,37%. O rendimento obtido quanto ao número de espermátides arredondadas e 

espermatócitos primários em paquíteno levou a um índice meiótico de 2,81%, enquanto o 

número de espermátides arredondadas obtidas a partir da população de espermatogônias A 

levou a um rendimento espermatogênico total de aproximadamente 67%. Considerando todas 

as células da linhagem germinativa, uma única célula Sertoli de D. ecaudata foi capaz de 

suportar cerca de 30,16 células germinativas. Cada testículo de D. ecaudata possuiu em média 

de 37,67x105 células de Sertoli e a reserva espermática testicular encontrada foi de 69,36x106 

células. 

 

Tabela 2. Médias da população celular do estádio 1 do ciclo do epitélio seminífero e índices 

indicativos de produção espermática no morcego Diphylla ecaudata. 

Parâmetros Média ± Desvio padrão 

Célula de Sertoli 2,83±0,63 

Espermatogônia tipo A 0,90±0,40 

Espermatócito primário em Pré-leptóteno/Leptóteno 15,00±4,24 

Espermatócito primário em Paquíteno 17,67±3,39 

Espermátide arredondada 49,33±10,51 

Índice mitótico 19,37±11,13 

Índice meiótico 2,81±0,38 

Rendimento geral da espermatogênese 67,03±41,19 

Índice de células de Sertoli 30,16±7,26 

No de células de Sertoli por testículo (x105) 37,67±14,17 
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No de células de Sertoli por grama de testículo (x106) 59,44±13,36 

Reserva espermática testicular (x106) 69,36±40,06 

Reserva espermática por grama de testículo (x107) 103,65±21,67 

 

3.4 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular 

Na tabela 3 são apresentadas as médias referentes à morfometria do compartimento 

intertubular de D. ecaudata. Este mostrou-se composto predominantemente por células de 

Leydig, seguido por vasos sanguíneos, vasos linfáticos e tecido conjuntivo. A ocupação do 

intertúbulo e do parênquima testicular por vasos sanguíneos e linfáticos apresentou-se 

semelhante, enquanto o volume de vasos linfáticos por parênquima testicular foi maior do que 

o volume de vasos sanguíneos (Figura 1b).  

 

Tabela 3. Percentuais de células de Leydig, vasos sanguíneos, vasos linfáticos e tecido 

conjuntivo no intertúbulo, no testículo, seus volumes por parênquima testicular do morcego 

Diphylla ecaudata.  

Parâmetros Média ±Desvio padrão 

Volume do intertúbulo (mL) 0,006±0,002 

Percentual no intertúbulo (%)  

      Células de Leydig 48,45±14,31 

      Vasos sanguíneos 24,20±9,06 

      Vasos linfáticos 20,27±19,12 

Tecido conjuntivo 7,08±3,25 

Percentual no parênquima testicular (%)  

      Células de Leydig 2,26±1,10 

      Vasos sanguíneos 1,12±0,61 

      Vasos linfáticos 0,97±0,94 

Tecido conjuntivo 0,34±0,18 

Volume total por parênquima testicular (μL)  

      Células de Leydig 2,52±0,86 

      Vasos sanguíneos 1,23±0,38 

      Vasos linfáticos 1,42±1,67 

      Tecido conjuntivo 0,44±0,29 

 

 

As médias referentes à morfometria das células de Leydig e ao índice 

Leydigossomático de D. ecaudata podem ser encontradas na Tabela 4. Estas células 
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apresentaram diâmetro nuclear médio de 13,32 µm, resultando num volume celular individual 

de aproximadamente 5.640 μm³. O Índice Leydigossomático apresentou média de 0,005% e 

foram encontradas cerca de 5,78 x105 células de Leydig por testículo. 

 

Tabela 4. Morfometria das células de Leydig do morcego Diphylla ecaudata.  

Parâmetros 
Média ±desvio 

padrão 

Diâmetro nuclear (μm) 13,32±2,31 

Percentual do núcleo (%) 26,97±7,41 

Volume do núcleo (μm³) 1335,73±758,16 

Percentual do citoplasma (%) 73,03±7,41 

Volume do citoplasma (μm³) 4305,02±3744,37 

Volume individual da célula (μm³) 5640,75±4469,36 

No de células de Leydig por testículo (x105) 5,78±3,05 

No de células de Leydig por grama de testículo (x105) 47,82±16,64 

Índice Leydigossomático (%) 0,005±0,006 

             

3.5 Imunohistoquímica 

Os receptores de andrógeno apresentaram imunorreatividade nos núcleos das células 

de Sertoli (Fig. 5a) e no citoplasma das células de Leydig (Fig. 5b), enquanto que a Aromatase 

foi detectada apenas nos núcleos das células de Sertoli (Fig. 5c). A Imunorreatividade para 

FGF2 (Fig. 6a) e BCL-2 (Fig. 6b) foi detectada no citoplasma dos espermatócitos primários 

em Paquíteno e em Zigóteno, bem como nas espermátides arredondadas (tabela 5). Já as 

espermátides alongadas apresentaram imunorreatividade apenas para o FGF2.  
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Figura 5. Detecção imunohistoquímica de receptores de Andrógeno (a-b) e Aromatase (c) nos 

testiculos de Diphylla ecaudata. Se: Célula de Sertoli; *: Citoplasma de Célula de Leydig. 

Barras: (a-c): 10 µm. 

 

 

Figura 6. Detecção imunohistoquímica de FGF2 (a) e BCL-2 (b) nos túbulos seminíferos de 

Diphylla ecaudata. Z: Espermatócito primário em Zigóteno; P: Espermatócito primário em 

Paquíteno; Ar: Espermátide arredondada; Al: Espermátide alongada. Barras: (a-b): 15 µm. 

 

Tabela 5. Frequência da expressão dos Receptores de andrógeno, Aromatase, FGF 2 e BCL-

2 nas células do testículo de Diphylla ecaudata. Dados expressos em média ±desvio padrão. 

Tipo celular marcado Andrógeno Aromatase FGF 2 BCL-2 

Célula de Sertoli 0,32 ± 0,18 1,00 ± 0,09 --- --- 

Célula de Leydig 0,02 ± 0,04 --- --- --- 

Espermatócito primário em Zigóteno --- --- 1,00±0,79 1,00±1,00 

Espermatócito primário em Paquíteno --- --- 1,00±0,12 1,00±0,16 

Espermátide arredondada --- --- 1,00±0,17 1,00±0,00 

Espermátide alongada --- --- 1,00±0,31 --- 

 

4. Discussão 
 

Considerando-se que D. ecaudata é uma espécie de distribuição restrita, que não foram 

encontrados quaisquer estudos acerca da reprodução dos machos desta espécie, e que o 

primeiro registro de sua ocorrência no estado do Rio Grande do Norte é recente (Vargas-Mena 

et al., 2018), este estudo destaca-se por ser o primeiro a realizar a descrição de seu processo 

espermatogênico.  
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4.1 Biometria e morfometria dos túbulos seminíferos 

Diphylla ecaudata é a menor espécie de morcego hematófago (Reis et al., 2007), 

apresentando peso corporal de 24,64 g, enquanto D. rotundus tem em média 36,53 g (Morais 

et al., 2017) e a média do peso corporal do Diaemus youngi varia entre 30 e 38 g (Aguiar et 

al., 2006). Já o seu peso gonadal do D. ecaudata foi semelhante ao encontrado em outras 

espécies de morcegos (Duarte e Talamani, 2010; Morais et al., 2013a; Morais et al., 2014b). 

Tanto o IGS quanto o ITS de D. ecaudata também foram semelhantes ao observado em 

outras espécies de morcegos neotropicais (Morais et al., 2013a; Morais et al., 2014b; Costa, 

2016; Morais et al., 2017; Roy e Krishna, 2010). Como a maioria destes animais vive em 

sistemas de haréns compostos por um macho dominante e grupos de 8 a 12 fêmeas adultas 

(Crichton e Krutzsch, 2000), é requerido destes um maior investimento em gônadas e em 

túbulos seminíferos quando comparado a animais monogâmicos (Caldeira et al., 2010). 

Conforme Kenagy e Trombulak (1986), o tamanho testicular está intimamente relacionado ao 

comportamento reprodutivo, sendo que animais monogâmicos apresentam menor investimento 

testicular em relação a espécies com comportamentos reprodutivos promíscuos. Desta forma, 

o IGS e o ITS de D. ecaudata confirmam o relatado na literatura quanto a um sistema de 

acasalamento poligínico em morcegos (Barros et al., 2013; Nowak, 1994; Altringham, 1998;).  

Tanto o arranjo do parênquima testicular quanto seus percentuais representados por 

túbulos seminíferos e intertúbulo também foram semelhantes ao observado em outros 

morcegos, a exemplo de D. rotundus (Morais et al., 2017). Pode-se notar, no entanto, que estes 

filostomídeos da subfamília Desmodontinae tem apresentado percentual de ocupação do 

parênquima testicular por túbulos seminíferos um pouco maior do que o observado em outros 

indivíduos das famílias Phyllostomidae e Molossidae, por exemplo (Morais et al., 2013a; 

Morais et al., 2014b). Já o percentual do compartimento tubular representado por epitélio 

seminífero em D. ecaudata foi inferior à registrada para essas outras espécies de morcegos. 

O diâmetro tubular, cuja média foi de 195,09 μm, foi maior que o observado em outros 

morcegos (137,50 μm-Beguelini et al., 2014b; 139,54 μm-Morais et al., 2014b; 175,00 μm-

Kurohmaru et al., 2002; 188,04 μm-Morais et al., 2017), e próximo ao apresentado por 

Artibeus lituratus (200,7μm-Duarte e Talamani, 2010) enquanto a altura do epitélio seminífero 

esteve dentro da faixa observada nestes animais. A média do comprimento tubular por gama 

de testículo foi inferior ao registrado para outros morcegos, onde observou-se variação de 

48,91 a 79,63 m (Morais et al., 2013a; Morais et al., 2014b), porém se assemelhou ao exibido 

por Desmodus rotundus, com 34,70 m (Morais et al., 2017).  
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4.2 Estádios do ciclo do epitélio seminífero 

Em D. ecaudata, os 8 estágios que compõem o ciclo do epitélio seminífero, de acordo 

com o método da morfologia tubular (Berndtson, 1977), seguiram o padrão encontrado em 

outros morcegos, bem como nos demais mamíferos. O estágio 2 foi o mais frequente, diferindo 

do observado em diversos outros mamíferos, onde usualmente o estádio 1 é o mais frequente 

(Morais et al., 2013a; Morais et al., 2013c; França e Russel, 1998; Paula et al., 2002; Farias et 

al., 2015; Morais et al., 2017). Espermatócitos primários em zigóteno surgiram apenas a partir 

do estádio 2, o que se assemelha ao observado na maioria dos mamíferos já estudados, porém 

difere do observado em outras espécies de morcegos, como Molossus molossus e Sturnira 

lilium, onde estes espermatócitos foram observados já no estádio 1 (Morais et al., 2013a; 

Morais et al., 2013c; França e Russel, 1998; Costa et al., 2011). O espermatócito em paquíteno 

é visto em todos os estádios porque esse estado pode durar horas, dias ou até semanas, 

conforme a espécie. 

Espermatogônias estão presentes em todos os estádios do CES, devido à sua atividade 

mitótica constante. Deste modo, puderam ser observadas espermatogônias do tipo A em todas 

os estádios, bem como as do tipo intermediaria no estádio 6 e as do tipo B no estádio 7, assim 

como observado nos morcegos Sturnira Lilium, Desmodus rotundus e Myotis levis (Morais et 

al., 2013c; Farias et al., 2015; Morais et al., 2017) e em outros mamíferos como o gato 

doméstico e o rato-do-brejo (França e Godinho 2003; Morais et al., 2009), sendo diferente no 

entanto do exibido pelo porco-do-mato, onde espermatogônias intermediarias foram 

observadas no estádio 5 e espermatogônias do tipo B nos estádios 6 e 7 estádios (Costa et al., 

2010). 

Cerca de 4,5 ciclos de divisões celulares são necessários para que o processo de 

espermatogênese seja completado, passando desde uma espermatogônia tipo A à espermiação 

(Amann e Schanbacher, 1983). Considerando-se todos os estádios do CES, usualmente o 

estádio 1 é o escolhido para quantificação da população celular e rendimento da 

espermatogênese por contemplar todos os ciclos espermatogênicos, além de apresentar uma 

única geração de cada tipo celular, especialmente de espermátides. 

A análise ultraestrutural das espermátides mostrou a formação do acrossoma, sendo 

este formado por vesículas pró-acrossômicas do complexo de Golgi, que se aglutinam e aderem 

à superfície nuclear, ocupando cerca de dois terços do núcleo em espermatozoides maduros 

em mamíferos em geral (Christensen e Fawcett, 1966; Holt & Moore, 1984). Os estágios 

iniciais da formação do flagelo também foram evidentes na região que originará a cauda do 

espermatozoide. Nas secções transversais das peças finais da cauda dos espermatozoides foi 
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observado o filamento axial e os microtúbulos, mas ao longo do comprimento das peças finais, 

a organização do filamento axial foi perdida, no término da peça final, havia apenas 11 

microtúbulos, esse padrão de organização dos microtúbulos apresentado por D. ecaudata foi 

semelhante ao encontrado em outras espécies de morcegos (Beguelini et al., 2012; Beguelini 

et al., 2013; Beguelini et al., 2014a; Bueno et al., 2014). 

 

 4.3 Quantificação do rendimento espermatogênico 

Enquanto a população de células da linhagem germinativa presentes no estádio 1 do 

CES de D. ecaudata foi semelhante à observada em outras espécies de morcegos, a quantidade 

de células de Sertoli foi consideravelmente menor, o que refletiu em um menor número destas 

células por grama de testículo. Deste modo, enquanto D. ecaudata apresentou 

aproximadamente 2,8 células de Sertoli por secção transversal tubular no estádio 1 e 59x106  

células de Sertoli por grama de testículo, D. rotundus, M. molossus e S. lilium apresentaram, 

respectivamente, 5,76, 8,48 e 8,51 células de Sertoli por secção do estádio 1 e 13,10x107, 

28,09x107 e 22,31x1013 células de Sertoli por grama de testículo  (Morais et al. 2013a; Morais 

et al, 2014b; Morais et al., 2017). Por outro lado, a capacidade de suporte realizada pelas 

células de Sertoli foi de aproximadamente 30 células, sendo maior do que o observado em 

outros mamíferos, cuja média varia de 10 a 22 células (França e Russell, 1998; Costa et al., 

2007; Costa et al., 2010; Costa et al., 2011; Zhengwei et al., 1998; Zhengwei et al., 1997), o 

que indica uma maior eficiência destas células em D. ecaudata.  

O índice mitótico de D. ecaudata (19,37%) foi maior que o observado em D. rotundus 

(16,93%; Morais et al., 2017), S. lilium (15,48%; Morais et al, 2014b) e M. molossus (13,76%; 

Morais et al. 2013a), enquanto que o índice meiótico, assim como o rendimento geral da 

espermatogênese, foi semelhante entre essas espécies de morcegos. Já a reserva espermática 

encontrada para cada grama de testículo de D. eucadata, de 103,65x107 células, foi 

consideravelmente superior ao encontrado nestas outras espécies de morcegos, cuja média 

variou de 56,64x107 a 76,52x107 células, bem como em outros grupos de mamíferos, cuja 

média variou de 103,80x106 a 165,90x106 células (Bittencourt et al., 2004; Azevedo et al., 

2008). Este índice é calculado a partir do comprimento estimado para os túbulos seminíferos 

e da população de espermátides arredondadas, uma vez que se considera que as perdas 

celulares que ocorrem durante a espermiogênese são mínimas. Assim, a população de 

espermátides arredondadas é considerada um parâmetro seguro para se estimar a quantidade 

de espermatozoides que serão produzidos (França e Russell, 1998). Este achado indica, 
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portanto, que D. ecaudata possui as maiores taxas de produção de espermatozoides dentre as 

já registradas.  

Os morcegos apresentem uma maior longevidade quando comparados a mamíferos de 

tamanho semelhante. Enquanto um rato vive até 2 anos (Reis et al., 2007), D. rotundus pode 

viver aproximadamente 30 anos (Conde-Pérezprina, et al., 2012) e o recorde de longevidade 

nos morcegos é de Myotis brandtii, com 41 anos em vida livre (Lilley, et al., 2014). Como o 

tempo médio de vida de D. ecaudata é de 8 anos (Martino, et al., 2006), esta menor 

longevidade quando comparado a D. rotundus, espécie pertencente à mesma família, pode ser 

um significado evolutivo para que D. ecaudata produza mais espermatozoides, já que sua 

expectativa de vida é menor. 

 

4.4 Morfometria e morfologia do compartimento intertubular 

O compartimento intertubular de D. ecaudata, também apresentou organização 

semelhante ao encontrado em outros mamíferos. Seu percentual no parênquima testicular, no 

entanto, esteve entre os menores valores registrados (França e Russell, 1998; Morais et al., 

2013b; Morais et al., 2014a), porém se aproximando do valor descrito para o morcego 

hematófago D. rotundus (Morais et al., 2017).  

As células de Leydig constituíram o principal componente do intertúbulo de D. 

ecaudata, assim como ao encontrado em outras espécies de morcego (Morais et al., 2013b; 

Morais et al., 2014a; Morais et al., 2017). O maior investimento nestas células está diretamente 

relacionado ao sistema de acasalamento poligínico apresentado por esta espécie (Delpietro e 

Russo, 2002). Sendo assim, necessitam de um maior investimento androgênico, quando 

comparados com espécies monogâmicas como o leão africano e a onça parda (Guião-Leite, 

2003; Barros, 2005). O número médio de células de Leydig por grama de testículo encontrado 

foi de 47,82x105 células, número bem abaixo do encontrado no morcego frugívoro S. lilium, 

cuja média foi de 11,3x107 células (Morais et al., 2014a) e no insetívoro M. molossus, com 

48,49 x106 células (Morais et al., 2013b).  

O ILS encontrado (0,005%) também esteve bem abaixo do encontrado em outras 

espécies de morcegos, cuja média variou de 0,015% a 0,04% (Morais et al., 2013b; Morais et 

al., 2017). Este índice foi próximo do encontrado em outros mamíferos (0,0036 % na onça-

pintada, Azevedo et al., 2008; 0,007 % no camundongo, Morais et al., 2009; 0,0036% na 

jaguatirica, Sarti et al., 2011). Apesar do ILS ter sido baixo em comparação com outras 

espécies de morcegos, tanto o diâmetro nuclear das células de Leydig quanto seus volumes 

foram maiores que o encontrado nestas espécies, bem como em outros mamíferos (Morais et 
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al., 2013b; Morais et al., 2014a; Morais et al., 2017; França e Godinho, 2003; Costa et al., 

2010), ao passo que seu número total por grama de testículo foi menor (Costa et al., 2010; 

Miranda, 2012; Morais et al., 2013b; Morais et al., 2014a; Costa, 2016). Este maior 

investimento no diâmetro nuclear e volume da célula de Leydig quando comparado à sua 

quantidade por grama testicular sugerem um meio encontrado pela espécie para suprir a 

demanda de testosterona que o seu comportamento reprodutivo requer para manutenção dos 

haréns.  

 

4.5 Imunohistoquímica 

Este é o primeiro estudo que descreve a expressão de receptores de andrógeno, 

aromatase, FGF2 e BCL2 nos testículos de D. ecaudata, permitindo assim o conhecimento de 

quais células do parênquima testicular apresentam imunorreatividade para estes importantes 

fatores, relacionados à regulação da espermatogênese.  

D. ecaudata expressou receptores de andrógeno com maior frequência nas células de 

Sertoli em comparação com o detectado nas células de Leydig. Em consonância com esses 

resultados, no morcego Artibeus lituratus, os receptores de andrógeno apresentaram expressão 

mais discreta nas células de Leydig, indicando que essa população celular é mais regulada pelo 

estrogênio do que pelo andrógeno (Oliveira et al., 2009). A aromatase tem sido 

imunolocalizada em células de Leydig, células de Sertoli, espermatócitos, espermátides e 

espermatozóides de camundongos, ratos, ovinos e equinos (Nitta et al., 1993; Almadhidi et al., 

1995; Bilinska et al., 1997; Levallet et al., 1998; Carreau et al., 2011). No entanto, em D. 

ecaudata observou-se sua expressão somente nas células de Sertoli, enquanto no morcego 

Myotis nigricans observou-se sua expressão em espermátides alongadas, células de Sertoli e 

de Leydig (Beguelini et al., 2014c).  

Os fatores de crescimento dos fibroblastos (FGFs) são polipeptídios que atuam na 

proliferação celular, meiose e diferenciação celular (Niederberger et al., 1993). Em D. 

ecaudata observou-se expressão do FGF2 nos espermatócitos primários em Zigóteno e em 

Paquíteno, bem como em espermátides arredondadas e alongadas. Todavia, em outros 

mamíferos como roedores, bovinos, humanos e corsas, o FGF2 foi detectado exclusivamente 

em espermatogônias e células de Leydig (Han et al. 1993; Steger et al. 1998; Wagener et al. 

2003; Abd-Elmaksoud et al., 2005). Já o padrão de expressão da proteína anti-apoptótica BCL-

2 foi semelhante à apresentada pelo roedor Lagostomus maximus, em que o polipeptídio esteve 

localizado nos espermatócitos primários em Paquíteno e em Zigóteno e espermátides 

arredondadas (González et al. 2018).  
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5. Conclusões 

 

Conclui-se que D. ecaudata apresentou padrão testicular semelhante ao de outros 

mamíferos, e características comuns às descritas em outras espécies de morcegos, tais como 

grande investimento em túbulos seminíferos e em células de Leydig. Esta espécie destacou-se 

por apresentar grande eficiência de células de Sertoli, as quais desempenharam uma alta 

capacidade de suporte às células da linhagem germinativa, e uma elevada reserva espermática 

testicular. Esta primeira descrição do processo espermatogênico de D. ecaudata representa o 

primeiro passo para o conhecimento da reprodução desta espécie, em especial no tocante à 

gametogênese dos machos. Esta informação poderá ser útil tanto para sua correlação com a 

reprodução das fêmeas quanto para um manejo consciente da espécie, com vistas à sua 

conservação, além de gerar conhecimento sobre a reprodução de indivíduos pouco conhecidos 

que abitam a Caatinga nordestina. 
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7. CONCLUSOES GERAIS 

 

 Desmodus rotundus apresentou peso corporal, peso gonadal, IGS, ITS, ILS, diâmetro 

tubular e altura do epitélio com médias superiores ao exibido por Diphylla ecaudata, 

tendo sido as maiores diferenças observadas entre estes dois últimos parâmetros, 

refletindo no menor comprimento tubular por grama de testículo de D. rotundus em 

relação a D. ecaudata. 

 A quantificação da espermatogênese nestas duas espécies mostrou que D. ecaudata 

apresentou valores superiores quanto ao número de células de Sertoli por grama de 

testículo e reserva espermática por grama de testículo em relação a D. rotundus. 

 Receptores de andrógenos foram identificados tanto em células de Leydig quanto em 

células de Sertoli, enquanto o padrão de expressão da Aromatase apresentou diferenças 

entre as duas espécies. O FGF2 foi identificado nas duas espécies em espermatócitos 

primários em zigóteno e em Paquíteno, espermátides arredondadas e alongadas. Em 

ambas as espécies houve marcação para BCL-2 em espermatócitos primários em 

zigóteno e em Paquíteno e espermátides arredondadas. No entanto, apenas em D. 

rotundus houve marcação do FGF2 e BCL-2 em espermatócitos secundários. 

 Os resultados obtidos quanto às análises empregadas em D. rotundus indicam 

espermatogênese contínua ao longo do ano e sugerem uma maior produção de 

espermatozoides na estação chuvosa na Caatinga nordestina. 

 Esta primeira descrição do processo espermatogênico de D. ecaudata representa o 

primeiro passo para o conhecimento da reprodução desta espécie, em especial no 

tocante à gametogênese dos machos.  

 

 


