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é ciéncia como produtq da atividade humana e; portanto,
pertence ao seu sistema cultural. Pode-se, melhor, dizer que
a ciéncia faz parte do todo sdcio-cultural da humanidade.
Ela, como qualquer dos seus ramos, n3o ¢ “boa" ou “mat, e um
produto, uma conseqﬂénciafdo homem. Este podera ser bom ou
mau. NHo ' guero resvalar pelos dificeis caminhos da ética,
para mim essencialmente antropuﬁéntrica (bom ou mau & tudo ¢

tudo que faca bem ou wal ao homem ou sua "alma"). "

Benedicto de Campos Vidal
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misteérios e toda a ciBncia; mesmo que eﬁ tivesse toda a fé,
a ponto de remaQér montan%as... Ainda que eu distribuisse
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todos os meus bens em sustento dos pobres e ainda gque eu

entregasse ©0 meu cCcoOorpo a ser  queimado, se niao tiver

caridade, de nada wvaleria!” (I Cor. 13, 1-3).
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ESTUDO ESTRUTURAL, ULTRA-ESTRUTURAL E
CITOQUEMICO DA ESPERMATOGENESE, COM ENFASE NA
ESPERMIOGENESE DE Hula ranki (AMPHIBIA,
'ANURA, HYLIDAE).
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INTRODUCEO

1. Panorama Geral dos anfibios

‘A classe Amphibia esta dividida em trés
subclasses: Labyrinthodontia, Lepsospondilis e Lissamphibia
(DUELLMAN & TRUEB, 1984).

As duas pfimeiras subclasses foram as
#ioneiraa sobre a face da Terra ha cérca dé 35@ milhaes de
anos,’tendo S8 exFinguido apds 200 hilhﬁes de anos (ALMEIBA,
1984) . |

A subclasse Lissamphibia apareceu ho
periodo Jurdssico da era Mesozdica, ha cerca de 158 milhBes

de anos. Expandiu—-se rapidamente 2 apresenta atualmente

. cerca de 3.000 espécies distvibuidas em trés Ordens: Anura
(Salient ia), Urodela <(Caudata) e Apoda (Gymnophipna). Do

total de espécies vivas, B85% s8o Anuros, 18% sio Urodelos e

5% apodos (ALMEIDA, 1984).
€. A Ordem Anura

A ordem Anura, a mais bem sucedida dos
anfibios, apresenta 77% de suas familias com centro de
distribuig¢io tropical, 14X em &dreas sub~tropicais do

hemisfério norte e 9% distribuidas pela restante do Blobo.



Os Anura, também chémados de Salientisa,
530 an fibios sem cauda, possuindo membros posteriores
modific=dos para o 531&5; cs‘individung desta Ordem si0
#onhecicioﬁ como sapos, rds e pererecas (DRR, 198&).

Uma ddvida comum a leigos & até mesmo a
bioldgos nan ecspecialistas em anfibios € o uso'd95;E5 names .
populares. A grosso modo, sapos seriam anfibios anuros que
apresent am pele rqgosa-e de aspecto seco, ras teriam pele
lisa e de aspecto dmido e pererecas poésuiriam discos
adesivosd na ponta dos dedos, os quais facilitam a locomogio
em super ficies inclinadas (MARTING & BEaZIMA, 1989).

A -unifcrmiﬂade morfoldgica dos anurps @
caracteristica, o que  explica a féci} i&entificacﬁo da
érdem_ Entretanta, as ;emelhan;és éxibidés-dentru 4o grupo
tornam dificeis as anéligealdas_tendéncias Filqgenétiﬁaa e a
~distribui¢ioc dos caracteres coﬁvergentes dentro da Ordem

(aLHEIDé, 1984 .
| Os estudos taxondmicos comegaram em
meados do sééuln XVITI com LAURIENTI (17468}, introdutor do
termo sindnimo Salientia para danaminaﬁﬁa do  agrupo {(apud

CGRIFFITHS, 1242},
| Na década de 49, o conhecimento e melhor
‘entendimento dos padrBes de distribuicio’ =zoogeogrifica
(SAUQGE; 19?3) e a melhor a?aliacﬁo dos critérios
filogengéticos dentro do grupo (GRIFFITHS, 1%42), permitiram
melhor classificacS3o0 dos anuros. Porém, uma ¢lassificag3o

ideal e completa nzg foi ainda alcangada (ALMEIDA, 1984) . E

3



mesmo  algumas familias apresentam - dificuldades de
posicionamento taxondmico (BOGART, i??i; MORESCALCHI, {£948).

'Estudos mais abrangéntea e a)
desanvplvimento‘ de novos critérins associandog aspectos
ginldgicos[ ecaidgicos,campcrtamentais, bioacdsticos,
citogenéticos, déntre outros poder3o ajudar a cont ornar
estes problemas, levando a uma melhor compreensioc da

takonomia & evolucio dos anuros.

3. A Familia Hylidae

Os Hylidae s3o té#onomic#mente divididos
ém ﬁuatro subfamilias, contendo 43¢ eapécieﬁ em 37 géneros,
e mais 2 géneros fdsaeié {DUELLMAN & TRUEB, 198&). Muitos
~Hylidae podem ser identificadds pela presenﬁa de discos
adesivos 1na posicio -terminal dos dedos, &ontqdn élguns
ﬂslidée podem ndo possui-los (STORER et alli; 197%)

Os Hs}idae apresentam grande variedade e
distribuigio Qéogré?ica, tende alcangado maior grau de
diferenciacio na regido neo-tropical, que inclui o Brasil
(#LHEIDQ, 1984) . Incluidos nesta familia tém-se alguns
géneros de pererecas de tamanho reduzida @ caracteristicas
de vocalizacio éeculiares, a que a literatura se refere
como complexo ou grupo rubra ~ cstharinae, dos gquais a

especie Hyla ranki, alvo deste estudo, faz parte.



0 grupo rubrs =~ catharinae € considerado
pelos especialistas um grupo bastante complexp
taKxonomicamente, pois apresenta muitas duvidas de ordem

nomenclatural (ANDRADE & CARDOSO, 19875 .

4. A espécie Hula ranki
(ANDRADE & CARDOSO, 1987)

Espeécie de pequeno porte (machos com
E@—EBﬁm), incluida no grupo catharinae, apresenta coloraclo
dorsal castanha} mancha interoccular triangular com dpice
vaoltado para tras e regifio ventral clara com ﬁontuacﬁes
gscuras, pfincipalmente nos membrﬁs 2 regiao gular.

Os inﬁividucs sfio end8micos do Morro do
' Ferro, municipio de Pocos de Caldas, MG, encontrados em
pegquenas ﬁataﬁ ciliares, local ande bs machQEVUOtalizam logo
apos o ocaso solar.

Os E%tiDE de canto sio geralmente
pteridofitas (sémambaiaé) & gramineas numa altuvra wvaridvel
éntre ¢,2 e 1 metro, estando esta vegetagSo & beira de

riachos ou pogas de dgua parada ou renovada (ANDRADE &

CARDDSD, 1987).

i



S5. Os Espermatozdides dos anfibios

A maturéégo dos espermatozdides ocorre em
léculas nos testiculos, que pmderia_ser lobulados (comum em
urodelos ) ou estruturas ovoides (caractéristicn de anuyos),
onde ©o espermatozdide & transportado através de ductos
coletores para um ducto longitudinal gque sai do testiculo e
thega éiqs rins por ductos eferentes (DUELLMAN & TRUEB,
198643 . | '

Os espermatozdides  maduros Fﬁrmam
normalmente um tipo celular alongado e especialmente
modificada para locomogdo ativa (ALMEIDA, 1984). A
morfologia bdsica dos eépermatdzéidea de anfibios consiste:
das seguintes eﬁtruturés lineéres:‘capa acrossomal, cabega,
"colo (pega intermedidria) e flagelo em uma gequépcia linear
~dntero-posterior (DUELLMAN & TRUEB, 1986); contudo algumas
es#écieﬁ 1 podem possulr espermatozdides com estrutura
espiralada  (MIZUHIRA et alii, 198&)_2 piriforme (FURIERI,
1973) . r )

Os espermatozdides dos anfibios anuros
apresentam grande variabilidade de morfologia na depend@ncia
d; espeécie analisada (BARKER 8 BAKER, 1%70; NICANDER, 1970;
WERNER, 1970 e WORTHAM et aiii,i???), € as proporgoes no
tamanﬁo Ha cébeca, pega intermediiria e cauda podem sofrer
variaglies consideriaveis (BERNARDINI et alii., 1984). Até a
decada de 30 acreditava-se que os espermatozéiaes dos

urodelos apresentavam uniformidade morfologica {NOEBLE,

&



1931, porém estudos posteriores indicaram considerdvel
diversidade na estrutura de tais espermatozdides iPICHEﬁép,
1972z; BRANDON et alli, 1974; WORTHAM et allif 1977 ).

A marfolagia dos espermatozdides de
vidrios Hylidae pertencentés aorgénefo Hyla do grupo rubra =~
catharinae foram anazlisados por FOUQUETTE & DELLAHOUSSAYE
(1977, a nivel AE‘ microscopia de luz. Esteé autores
descreveram aspectos comuns . quanto &  estrutura dos
espermata;dides de individuos do complexo acima referido. A
morfologia dos espermatozdides dos animais deste grupo €
fusi?arme, tom seus componentes dispostos linearmente,
sgmelhaﬂte a0 que aCorre na maioria dos demails anuros.

é rééiﬁo anterior (cabega e peca.
intérmediéria) | dos éspermafuzdiﬁes destes animais 12
" assemelha & de butréa Hylidae . A diferenﬁa cnnéiﬁte Fris
presenca de dois filamentos caudais hms egpermatazdideé dos
animais do arupo rubrs -~ catharinae, engquanto 08 outros
Hylidae possuem apenas um filamento caudal (ALMEIDA, 1984).

A presenca de dois filamentos caudais
sugere certo érau de pr;.mitividac;e, quando se compara com
espermatozoides possuidores de Bpenas um filamento caudal
fﬁﬁUGUETTE & DELLAHOUSSAYE, 1977, ALﬁEIDR, i9684; THIAW et
alli, 19863 . 0 conservaﬁorismo nas estruturas dos
espermatozdides e as diferencas morfoldgicas e morfomdtricas
encontradas entre cmmpbnentes de espermatozdides - de
individuos da familia Hylidae tém sido wutilizados como

referéncia tawondOmica para a separachio das espécies do grupo

——— ’ . ?



rubra - _:atharinan' dos demais Hylidae. FOQUQUETTE &
DELLAHOUSSAYE (41977) propbem inclusive o vresgate de -um
génerao, que estava em deéusu; para os aﬂima;s do referido
grupo, o Dloluygon, baseadqs nas diferencas morfologicas das
espermat ozdides. Contudo, a aceitacgio do glnero Ololugon
para as espécies do grupo rubra - catharinae € discutivel;
alguns autores aceitam a proposta (HEYER, 1980, DUELLMAN &
TRUEDB, 1984) e outros a questianQM'(CéRDDSD & SAZIMA, 1986¢;
ANDRADE & CARDOSO, 1987; CRUZ & PEIXOTO, 1982) .

| Em estudos com Hula fuscovaria. HLHEIDﬁ &
CARDOSO (19835) detectaram que na maioria dos casos
ohservados, apenas um . dos filamentos - caudais dos
esQEfmatnzéides apreaenfava batimentos do tipo ondulatdric,.
qnde - movimeﬁtacﬁn lda caudé se realizava como um todo,
" visto que os filamentos se apresentavam paraielcé.r-

FOUQUETTE & DELLAHDUSBQYE (1977} ,artaves

da  micro%copia de luz, descrevem que pelo aspecto parazlelo
QQs filamentos, ambos devem estar envolvidos poy membrana
comum aos dois, fato confirmado posteriormente por DOLDER
& CAREGSD‘ fi?éﬁ) atravéﬁ d= microscnpia eletrénica de
transmissao.
_ ALMEIDA (1984) e ALMEIDA & CARDOSO (31983)
obtiveram vresultados acerca aa morfologia e morfometria dos
Espeééatézdidéﬁ de Huls fuscovaria, os quais demostraram
yariagﬁes significativas no comprimento das varias regides
dos espermatozdides. Estes dados levaram 05 aufarea a

proporem que tal parimetro €& discutivel, e deve ser

8



utilizado como élemgnto auxiliar nos estudos taxondmicos e
nio como critério sistematico de exclusio.

A importincia da proposta de
FOUQUETTE & ‘UELLAHOUSSQYE (1977) pafa a sistematica e a
existénc ia de considerdvel wvariabilidade morfoldgica ja
demonst rada nos espermatozdides das diversas espécies de
vertebrados (BARKER & BAKER, 1970; NICANﬁER,i??@;RéSTDGI et
alii,1988; PHILLIPS & ASA, 1989 e FAWCETT, 1975),tornam de
grahde interesse o estudo morfoldgico e Qltraestrutural dos
espermat ozdides dos Hylidae do grupo rubra - catharinae, ©
qual <inc1ui as especies cujos espermatozoides _apresentam
duplo fi lamento caudal.
| Dois: oau mais filamentos caﬁdais €

espermat ozdides ocorrem na maioria das especies das familias

Aacaphidae, Liopelmatidae, Discnglossidae, Pipidae &
'VPelobatidae, ronsideradas familias primitivas em outros
caracterﬁé. Mesmo que paregam conhstituir uma cauda dnica
{com um tnico filamentod & microscopia de luz, em muitos

destes taxa primitivas,_pudem de fato ser dois filamentos
compelidos juntﬁs. o qual foi detectado no géneroc Scaphiopus
iMQRRISETT, 1974 - apud FOUQUETTE & DELLARDUSEAYE, 19?7),
a; ent3o0 um dos dois filamentos caudais, isto €, o bastio
elétrmdeﬁén, se apreaentarhelicn§daimente disposto ao longo
do  axon &na (DALTON et alii, 1989). ﬁutrng.aﬁimais,' ainds,
como os da familia Ranidae, nao apresentam bastio axial
eletrodenso & microscopia eletrdnica. €& o caso de Rana

pipiens e R. clamitans (ZIRKIN, 1971; POIRRIER & SPINK,

——
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1?715. BERNARDINI et alii (198Bé), estudando espermatozdides
de Xenopus também n8o detectaram a presenga de nenhuma
estrutura em forma de bastao axial ou qualquer acessdrio
caudal associado ao.axonema, |

HDRRISETT (1974 apud FOUQUETTE &
| DELLAHOUISSAYE, 19771, em estudos ultraestruturais - de
espermat ozoides de vdrias familias de aﬁuraﬁ, detectou no
enemplo de génern Hyla uma cauda constituida verdadeiramente
Pof um simpies flagelo. |

Estudos ultra-estruturais em varios
antibios . tanto em urodelos (BARKER & BAKER, 1976 ;
WERNER, 1278), como em anuros (SANDDOZ, 1973; NICANDER, 1976;
RASTOGI et alil, 1988 ;féﬁTENBY, 1941; DALTON gt alii, 1989)
mostraram uma peca eletrodensa due se dispunha paralela ou
helicoidalmente & cauda, muitas vezes acsscumindo a forma de
" bastio. Principalmente nos anuros esta pega era bastante
uniforme Wem seu diamétro e separava-se do axonema por uma
membrana ondulante. Além deste bastio awxial ocorria tambéem
com frequiéncia a presenga de um filamento marginal de origem
semelhante zao béstﬁo, que podia estar preaenté nim altura do
39 par de microtdbulos do axonema {(DALTON et alii, 198?5 no
anuro Odontophrinus cultripes ou na altura do _89 par
(PICHERAL, 1972a) no urodela Pleurodelis waltlii.

‘ Em espérmatoédideé de Hyla caldarum foi

demonstrado que o flagelo apresentava apenas um axonema
tipico de vertebrados, e n8o dois filamentos caudais cComo

visto a microscopia de qu-CDﬂLBER & LCARDOSD, 1988).
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Estes mesmos autores encontraram témbém um bastonete
eletrodenso disposto paralelamente ao axonema e também.Aa
filamento marginal, ambos estando Envalvidcs_pela membrana
plasmat ica, o que podia se sugerir, a nivel de wmicroscopia
de luz wuma cauda de duplo filaméntn.

DALTON e colaboradores (1989}, estudando

o ‘anuro QOdontophrinus cultripes, determinaram a natureza

proteindcea do bast3do axial,_ sendo este constituido
principalmente por proteinas badsicas (E-PTA positivas).
Entretanto, neste animal o bastonete dispSg—se
helicoidalmente a0 akonema e nao paralelamente Como

encontrado por DOLDER & CARDOS0O (19883, . analizando os
espermat ozdides de Hyla caldarum.

| | A natureza ﬁésica das pratefnaﬁ do bastio
" eletrodenso de ‘espermatozdides da salamandra -Triturug
alpestrise L. foi determinada citnquiﬁita e bioquimicamente,
assim como o seu sequenciamento de aminodcidos a partir de
fragoes das referidas proteinas (WERNER gt slii, 1978).

Este tipo de egtrutura de bastonete
eletrodenso foi abﬁervaao emn egﬁermatozéidaﬁ do anfibio
Discoglossus pictus, (SANDOZ, 1973) e também de Pachumedusa
dia‘cnicalﬁr‘ (RASTOGI et walli, 1988), de Bufo arenarum em
réplicas de criofratura (CAQICCHIA_&'MDUIGLIﬁ, 1982 e de
Bufo wvulgaris (NICANDER, 197@). Contudo a disposiclo
helicoidal ou paralela do bastonete niao ficou bem

estabelecida.
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RASTOGI et =alii (198B8), estudando a
reprodug¢ 20 em P, dacnicolor, determinaraﬁ o desenvolvimento
do seu espermatozdide e as fases que enval&em a
diferenc iagio de tal célula.

"Quanto & espermiogénese dos anfibios,-
outros enfoques ultra-estruturais tem sido dados, dentre
eles a formacio do acrossoma (SANDOZ, 1970; PICHERAL, 1978b
e GANDOZ, 1973), modificag8es citoplasmiticas & elimina¢io
de memby anas (PICHERAL, 1972c e SPRANDO & RUSSELL,{98Bal). No
entanto os estudos s80 aprésentadoﬁ con certa
compartimentalizacio e nio como um todo.

Da mesma forma, embora RASTOGI et alii
(1988) tenham determinado todo um curso da espermatogeénese,
eﬁ ﬁ. dacnicoler, muitas Sﬁo'ainda_as questfies acerca do
égtudu da espermatogénésg e éspermiogénese em Hylidae,
principa Imente o0s que se referem hs espécies do grupo rubra
- ¢cathar inae.

Estudos de basofilia nﬁc}ear em
gspermat ozdides, bem como tipos de camplenae DNA-proteinas
néstas células,' tem sido estudados em Triatoma infestans
(MELLO, 1987, boi (BRITOD & MELLO, 1988) & gafanhoto (MELLO
.3_'UIDﬁL, 1977 . Também_em outros tipos celulares, como
células do tuibulo de Malpighi de T. infestsns testes de
interacdo DNA-protaminas tem sidao feitos, promovendo
diferent es respostas de basofilia e met&crmmasia na eu &
heterocromatina (HELLD,‘ 1983). Embora trabalhos de

caracter izagao de proteinas basicas nucleares tenham sido
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feitos em anfibios (BLOCH, 1969; ZIRKIN, 1970; KASINSKY,
1989) nada existe na literatura a respeito de basofilia
nuclear & caracterizacﬁu citoquimica de complexns DHNA-
proteinas em egﬁermétozdides destes aﬁimais.

A caractérizacﬁu citoguimica de
ACYOSSOQMOS em microscopia de luz tem sido feita - em
espermat ozdides de urodelos pelas técnicas do Proteinato de
Prata e PA&S (PICHERAL, 1972b). Entretanto, em anuros, devido
ag seu tamanho reduzido pouﬁo se cnnﬁeme sobre &  Sua
estrutura e composigac quimica. Por isso o nosso interesse,
além da caracteri;acﬁo estrutural e ultra—-estrutural, tambem
o estudo ;itaqimicm da espermatogénese com principal enfoque

na citndiferenciacio espermatica em Hyela ranki.
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OBJETIVOS

Tendo em vista a caréncia de informagdes

5% cerca da morfologia tecidual dos testiculos e Processons

que envolvem a maturac¢So dos espermatozdides, o objetivo
principal deste trabalho € contribuir para a analise
estrutural, citogquimica =3 ultra-estrutural da

eapermat ogénese de Hyla ranki.

A referida espeécie, descrita
recenteménte por ANDRADE & CARDOSD (1987), & endémica de uma
regiio com e]eﬁada taxka de radicatividade natural.(ﬁorro do
Férrp - MGy, fato que.disperta‘inteféﬁse nos estudos destes
animais. Também a caréncia de informacles écerca da biologia
reprodut iva deste aﬂimBIVIEVGu—ﬂﬁﬁ é gscolha do mesmo.

ND pfasente sestudo sera dado enfoque nos

seguintes tdpicos:
| 1. Estudso histoldgico dos testiculos
bem como anélisé estrutural e ultra-
est}utural das células germinativas

ao lonagao da espermatogénese.

2. Estudos citogquimicos relacionadaos com
a formagso e maturacso dos
espermatozoides durante o processo de

espermiogdnese .



Exstudos ritpquimicos e

ultraestruturais do bastonete que se
dispbe para]elamente ao axonema
flagelar.

Estudo citoquimico e ultraestrutural

do comportamento nuclear (compactagio
cromatinica e tipos de complexos DNA-
proteinas) ao longo do processo de

espermiongénese.

Para atingir o0s objetivos propostos

serino utilizadas metodologias para a analise 28 microscopia

de luz e eletrfnica de transmissao, asg quails estio descritas

pormennr izadamente no capitulo seguinte.

15



MATERIAL E METODOS



MaTERIaAaL E M&&TODOS

1. MAaTERIAL

Machos adultos de Hela ranki (foto: 1)
foram coletados em pequenas matas ciliares por wvolta de
290:2090 horas, quaadc, estes animais vocalizavam para a
atragio das fémeas. i local de coleta $f0i a regido
endémica da espécie, Morro do Ferro, municipio de Pogos de
Caldas, Minas Gerais.

D¢ animzis coletados faram idanti#icadmﬁ"
pelo Prof. Or. Adio José Cardoso do Departamento de Zoologia
QG  Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (I.B.— UNICAMP).

Tendo sido os animais coletados e
devidam&h%e classificados, nao se ultrapassaram 12 horas
éara quEe &8 Pprocessasse a sua  dissecagio. Durante este
periodo, até o momento da dissecagio para a rvetivada dos
testiculos, oﬁ"animais foram mantidos em sacos pliEasticos
Qotejadﬂs com dgua em caixas de isopor com algumas pﬁdraé de

gélo,para a manutensio da temperatura e umidade prdprias do

local de coleta.
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) Foto 1. Macheo adulto de Myla ranki

(H.Dalder).



2. MeETOoDoOs
2.1. Preparo dos testiculos para microgcapi§
de luz

Os animais anestesiados com eter
sulfirico foram dissecados ao microscdpio estereoscdpio
Zeiss em solugdao fixadora de Paraformol - Glutaraldeido 4%
preparada em tampio fosfato pH 7,2. O0Os testiculos depois de
removidos foram mantidos no fixador por 24 horas a 4°C.

Apds =a lavagem em dgua destilada. os
testicuios foram desidratados em uma série creacenté' de
élcoéi etilico, epartindo de 784% até 1004 (2 banhos),
permanecendo 1 hora &m cada banho.

Depuié, o testiculos foram submetidos a
3. Banhes em misturas de slcooi etilicao-xilol (U/V), em
" concentracBes de mistura  crescentes para Qilol, isto e,
7 alcool-wxilol 2:1 por 1 hora, élcaml—kilol 1:1 por 1.hufa =
dlcool-»xilol 1:2 par i hora.

A diafanizacﬁq se deu em xilol P.A., onde
os testiculos Pérmaneceram imersos até a clarificacao do
material (imersﬁo nao supérior a i.hnra).

0 emblocamento se deu em parafina p. .
S;bC depois do material ter permanecido em parafina fundida
(3 banhos de 1 hora cada) em éstufa a 409,

- Uma wez incluidos, os testiculos foram
seccionadma em cortes seriados de 6-Fm en micrdtomo manual

R. Jung - Heidelberg e distendidos em banho-Maria =&

aproximadamente 4@0¢ |
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Depois de distendidos em l3minas de vidro
previaménte preparadas com albumina 10%, (s}] cortes
permaneceram em estufa a 370C por 3¢ minutos e &m geladeirsa
por 24 horas para mefhmr adesSo nas liminas. Retirados da
estufa, ns cortes fpram imersos em 2 banhos de ®ilol por 45
minutos cada e subseqlientemente em uma mistura de metanol-
clorofdrmio 1:1 (VU/V), onde pe?manecefam por 2 horas a fim
de se yemover a gordura dos testiculos. Posteriormente se
procedeu & hidratacSoc do material em uma serie decrescente
de slcool etilico, partindo da concentragio 1004 até a de

se%. Depois os cortes foram lavados em agua destilada por 16

minutos e em agua corrente por 5 minutos. Uma vesr
hidvatados, o5 cortes estavam prontos para proceder-—-se as
colaoracbes. bs testiculos assim processados foram

submetidos 4as coloragbes por Hematowilina-Eosina e Azul de
Toluidina a pH 4,8. Tais técnicas foram utilizadas
respect ivamente com a finalidade de estudar a histologis do

6rg8c e = basofilia nuclear das células germinativas.

g 4. 4. Coloraclo por hematoxilina-eosina:
Os cortes depois de hidratados foram

‘ctorados pela hematoxilina de Harris por 4 minutos e entio

lavados em =agua corrente por 1@ minutos. Posteriormente
foram contra-corados com solucio de eosina diluida em
ilcool etilico 95% por 15 minutos. Em seguida, os cortes

foram lavados em alcool efilicu o5y o 100% e clavificados em

xilol PA. A montagem do material se deu em balsamo do Canada.
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g.1.2. Tratamento pelo azul de toluidina a pH 4,0

{ls. cortes devidamente hi&ratadas, foram
carados pelo azﬁ} de toluidina em tampdo MclIlvaine a pH 4,0
por 15 minutua, segundo o metodo de Vidal (MELLDO & WVIDAL,
1986} e depois Iévados rapidamente em égqa corrente & secos
ap  ar. Foram <clarificados em wxilol PA. e a montagen das

laminulas se deu em balsamo do Canada.

2.4.3. Teste do PAS

‘Para o procediﬁénto déste tegte, os
{esticulos tforam fiwados en uma7sulug§o:3£1 de etanol -
acido acdtico (U/V) ﬁar 2¢ minutos a 49C, condi¢Bes
escolhidas apds testes preliminares.

Bepois de lavados por déa minutos em
dgua corrente,  o0s testiculos fnram desidratados,
clarificados em wilol, melucadaa em parafina, cortados,
montados e reid;atados como descrito no item 2.1,

0s cortes hidratadeos, foram oxidados
pelo Acido Periddico ©,5% pov 10 minutos. Apds Eersm_lavadma
em varios banhos de Agua destilada por S5 minutos e levemente
SEeC0E8, hs co?tea-faram tratados pein reativo Schiff segundo
Lillie (MELLD & VIDAL, 41%88) por @ minutos. Com a finalidade
de se remover as moléculas do reativo axaedentes' e nao

ligadas ag substrato, processou-se 3 lavagem dos cortes em

e
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pelos menps 3 banhos de dgua sulfurosa {metabissulfito de
sddic: dcido cloridrico iMN: dgua destilada, 1:1:18, V/V/U) .
Depmis'rda lavagem em agua destilada por
5‘ minut os, desidratacio rdpida e diafanizacdo em xilol PA.,
aos cortes foram montados sob iaminulés com balsamo do

Canada.

2.2, Prépara doe teaticulos para microscopia

eletrénica

Os animaiﬁ foram anestediados com eter
sulfurico e dissecados sob miﬁrmscdpim pestereoscopico. A
dissecag8o e fragment;cﬁo dos testiculos  em pedagos de
aproximadamente é,S mm se deu em solugfio de glutaraldeido
9% em tampio fosfato Sdrensen ©,iM pH 7,4 (GLAUERT, 1975}
coﬁtendo 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de cidlcio.

Guatro procediment os distintos de
finacio foram.deéenvnlvidaa neste trabalho e aeho descritos

abaixop:

2.2.4. FixagBo I

ﬁ 0s fragmentos permaneceram no fixador
acima referido por 3 horas a 4°C. Apos uma lavagem de 1 hora
e 30 minutos no tampio Sorensen em que o fixador foi diluido

(P tvrocas do tampao), os fragmentos foram tratados cCom
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solucio de tetrdxido de dsmio 2% diluido no mesmo tampio
fosfato por 1 hora a 49L, e lavados rapidamente em tam§§0
?osfatﬁ.

Post eriormente submeteu-se os fragmentos
an tratamento pelo dcido ténico é% ‘em tampio fosfato
Shrensen ©,1M, pH 7,4 por 1 hora a 49C, a fim de se obter
maior contraste dé material no momento da anélisé (metodo
sequndo :SIHIQNESEU & SIMIONESCU, 1976 a, b, com algumas
modificagdes).

Ds +Fragmentos passaram por uma vapida
iavaéem em sgua destilada a 49C e foram ent8o, submetidos ao
processo  de desidratac3o em uma série crescente de dlcool

etilico como descrita no item 2.2.5.

B.B.2. Fixaglo II

Os fragmentos de testiculos permaneceram
no gfutaraldeidn 9% em tampio fosfato SHrensen @,IM pH 7.4
contendo 3,5%_de’aacarase 2 tragos dalclaretm de calcio eor
um peridde de 15 horas a éOC (”cvefnigﬁt“):

No dia segu§ﬁte procedeu-se a lavagenm
dgs fragmentos no tampao diluente do fixador por um periodo
de S5 horas a 49C. Depois de‘lavados,.os fragmentos foram
imersos numa solugio de tetvrdxido de dsmio 2% em tampio
Fosfato Sérensen ©,1M oH 7,4 por 1 hora a 49C. Apds rapida

lavagem no mesmo tampio, os fragmentos foram tratados pela

solucio de acido tdnico 2% no mesmo tamp30 por 1 hora a 4°9C
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(SIMIONESCY & SIMIONESCU, 1974 a} b, com algumas
modificagdes) . | ‘

| ‘Depois de uma rdpida lavagem em dgua
destilada a 49C processou-se 3 desidratacSo em concentragdes

crescentes de dlcool etilico (descrita no item 2.2.5.).

2.2.3, Fixagio III . Deteccio de proteinas bdsicas

0 ¥ragmentos de testiculos permaneceranm
no fixador (glutaraldeido 3% em tampBo fosfato S&rensen @;iﬂ
pH ?,4' contendo 3,5% de sacarose e tragos de cloretoc de
Cilcia) por 2 horas e 3¢ minutos a 49C, depois lavados por
1 hora e 15 minutos a~408 no tampio diluente; apds uma
répida lavagem em égué destilada a 4°C , procedeu-se &,
desidratacﬁo em uma série treécentg de Zlcool etilico (como
“descyitas no item E.E.s). |

0 dlconl etilico 5% utilizado nesta
desidratacio continha 1% de dcido fosfotidngstico (PTA)
segundo  BLOOM & AGHAJANIAN (1248). Tal metodolnaia promove
.uma, selegio na reletradenéidade das Eroteinas basicas. 0
termo E-PTA ¢ uma abreviécio do nﬁme em inglés "Ethanolic -

Phosphotungstic Acid’.

2.8.4, FixacBo IV - Detecglo de proteinas bisicas
* Os fragmentos - de testiculos
permaneceram no fixador (glutaraldeido 3% em tampio fosfato

Sorensen 9,1iM pH 7,4 contendo 3,5% de sacarose @ trécms de

cloreto de calcio) por 15 horas a 49C (“overnight™). Depois

""' ' B3



de uma lavagem éﬁ tgmpic fosfato SBrensen por 5 horas a 4°C
e vrapida lavagem em 3gua destilada a 4°C, procedeu-se a
desidratacio em concentragdes crescentes de alcool etilico
{item 2.2.57. |

0 ﬁlcoal etilico 954 utilizado nn
desidratagio ﬁeste - material cantinha 1% de acido

fosfotdngstico (PTAY segundo BLOOM & HGHAJQNIAN (12485 .

2.2.%5, Desidrataclo e Inclusio

Apos a lavagem dos fragmentos em &dgua

destilada a 4°C, em pequeno volume adicionou-se alcool
etilice 95%, gota a gota, durante 13 minuta; é JEC até a
obtengdo do dobro do volume inicial da sgua destilada,
ohtendo—s& portanta, uma concentragdo final de dlcoonl
~etilico proxima de 43%.
ﬁ Desprezou-se metade do vélume do &lcool
_etilica 45% no quay estavam imersos os fragmentos de
testiculos e adicionou-se, gota a gota, alcool etilico ®G5%
durante 1O minﬁfos a 40é, até a obtengio do vélume inicial
ﬂa ilcool etilico 45%, obtendo-se portanto, uma concentraglo
de dlcool etilico final de 75% aproximadamente.

0 volume total de alcool etilico 75% foi
cubstituido por &lcool etilico 95% a 49C, ficando os
fragmentos nele imersos por 15 minutos. Este processo se deu

por mais duas vezes, ficande os fragmentos por 45 minutocs a

407 no referido dlcool.



0 dlcool etilico éS% foi substituido
pelo @lcool etilico 10@¥%, A temperatura ambiente, ficando o
material e contato com o referido dlconl durante 3@ minutos
@3 banhos de 10 mingtos).

Uma wvez deaidrétadus os fragmentos dea
testiculos, desprezou—se metads do volume do dlcool etilico
igey e adicionou-se, acetona até a obtengiEo do wvolunme
inicial do dlcool, conc%ntraaﬁa final 1:1 (U/V), durante 3
minutos em temperatura ambiente. |

Posteriormente imergiu-se oS fragmentos

em dapis banhos de acetona, ficande estes 5 minutos em cada

h;nha.
;09 fragmentos foram ent@o embebidos em
ama -mistura de Epon—a;etana (1:1),'U/U;— 5cverﬁight" 21
frasco aberto inclinado, a2 temperatura ambienté, Na
_manha seguinte PYrocessou=-se 5 inclusio do material em

Epon-B812, utilizando-se a forma dura {mistura B) descrita
por LUFT (1941) para a obtengio da maxima dureza final
dos blocos. 0s blocos permaneceram em estufa a 400C até a

completa polimerizacio do Epon.

2.3. Obtenc8o de cortes semifinos

Os cortes semifinos de aproximadamente
Q,Spm de espessura foram obtidos em ultramicrotomp LKB, com

utilizacio de navalhas de vidro.
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Estes cortes foram coletados em laminas
de vidro, g deﬁmis de secos & aderidos nas referidas
1iminas, erocessou-se & sua coloragdo, gotejando sobre os
mesmos & Solgcﬁo ‘de a=zul de tuluidiha a 1% (diluida em
splugioc a @,5% de carbonato de sddio). Depois de corados 0%
cortes foram lavados rApida e ﬁelicadamente em sgqua corrente
a2 fim de se remover o excesso de corante. Depoic dos cortes
ficarem Sém secos, procedeu-se ao tratamento pelo - xilol

P4 e B montagem das 13minas em balsamo do Canada.

2.4, Db_tenq:ﬁc de cortes ultra-+inos

‘Coftes ultra-finos de aproximadamente
98 =a 56 nm de espessuva; apresentando coloragio que uariavé
do c¢inza ao ]évémante dourado, segundo a escala de caores de
interferéhcia praposta por PEACHEY (1958), foram
ohtidos em ultramicrdtomo LKB com utilizagHe de navalhas de
vidro. )
-Eaté; cortes foram colhidos em telas de
cobre de B£200 "mesh” e contrastados em solugdo aquoga' de
aﬁétatn de wuranila a £X por 30 minutmﬁl a temperatura
ambiente (_NATSDN, 1?58).'Depni5 de rdépida lavagem ém agua
bidestilada e secagem, calocaram‘cs Cortes na superficie de
uma gota de citrato de chumbo a 2% em soluc3ao N de

hidrdrido de soédio (VENABLE & COGBESHALL, 19435, modificada)

por 2 minutos 4 temperatura ambiente & dentro de placa de.
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Petri selada, onde grande pavte do didwido de carbonc &
abhsorvido por pastilhas de hidrdxido de sodic. Depois de
riapida e cuidadosa lavagem em dgua bidestilada, a= telas

foram seCcas ad ar.

2 5, ObservacSo e obtengSo das micrografias

RS }ﬁminaﬁ foram observadas em
Fotomicroscopio ZEISS e fotografadas em _Filme& - Kodak
Panatomi&*%, 42 ASA (135 e Kodacolor II, 1806 ASA (133).

| A observacio das telas sé deu em

microscdpio eletrénico de transmissio ZEISS EM 95 - 2,
@perédu em 66 kV do Centro de Hicrascgéia Elet&nica. do
Instituto de Biologia ‘da UNICAMP & algumas telas foram
_nbservadas no ZEIES .EMwiﬁ C operado em‘ 40 kY, do
Departamento de Anatomia  Patoldgica da Faculdade de
Ciénciaa Médicas— UNICAMP e outfaa em mitvroscdpio eletrbnico
de transmissioc ZEISE EM 98 - 2, a#erada em &8 kV do
Departamento deléielmgia da Univeraida&e'Estadual Pauylista -
UNESPF ~ campus de Rio Claro (SP)Y. aAs elegtromicrografias
é&raﬁ obtidas em filmes Fuji (Fuji-Electron-Microscopy Film
- FG). |

A revelacio dos filmes e ampliacio em
papel se deu de maneira rqtineira no 1abﬂfatériu fotografico

do Departamento de Biologia Celular.



RESULTADOS



RESULTADOS

0s resultados obtidos da analise dos
{esticﬁlas-em microscopia de luz, bem como os resultados das
reaghes citoguifkiicas serio apresentados separadamente
daqueles obtidos a partir lda analise das telas e
microscopio eletrénico de transmissZo, por uma questio de
estetica e na tentativa de facilitar a compreensio das

pranchas de micrografias e micrografias gletrdnicas.

1. ©O &par&lhm'?aprcdutmr masculino

Os " nossos resultados acerca da
localizaclo anat@mica e morfologia externa dos testiculos,
bem como a sua intima relacio com os rins, nio apresentam
nada «que contradiags os descritos por DUELLMAN & TRUEB
(1?8&), ORR €¢1984) & NOBLE (12312, além da vasta literatura
dé cunho didéticn"académito.

Contudo podemos acrescentar & descrigéo
'dh aparelho urogenital das especie W, rapki, que  0Os
testiculos s3o ovdides, nio ultrapassando 3mam no didmetro
maioyr por emm no diametro menor {(Esq. I).

Estes testiculos apreséntam granulacoes
esféricms peguenas em seu interior que podem sev vistas ao

microscdpin esterecscdpico por transparéncia da capsula



testicular e a coloragio do orgio € branco amarelada.

Como na maioria dos anuros, tambem
encontyamos um  par de cmfp‘ca»:-. adiposaos amarelo-alaranjados
bém desenvolvidos.

Pode—se tambem cbge‘rvar que ps ductos
deferentes partem _dus testiculos 'par'a os rins atraves de
ductloﬁ Mmenores, e éﬁtees desembocam em um par de ductos
coletores aque far3o conexdo com a cloaca para a3 eliminagio

dos espevmatozoides.
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2. Organizacfo tecidual dom

testiculos

A analise dos cortes histoldaicos de &

micrfmetros {inclusio em parafina) bem como a dos cortes
semi—-finos {inclusao em Epon-812) vrevelaram que o8
testiculos apresentam uma fina cdapsula testicular rica em

fibras conjuntivas e musculares lisas com vasos sangiiineos
permeando a capsula e 0 tecide germinativo (Figs. 4 a 43,

fis espermatozdides se desenvolvem #o
interior .de ldculos ou lojas seminfferas dispostas por toda
a érea testicular (?igs. 2 e 3), sendo que estes ldculos
sao delimitados por Qm tecido conjuntive frouxo (Fig.3).

No interior d#s lojas seminiferas
&htantrﬁu—ﬁe ceélulas gérminativasrem diferentes estddios de
diferenciacio (Fig.4) e freqientemente encontrou-se no
,fecido germinativo células em divisio meidtica (Figs. B8 =&
12y .

Entre as lojas | seminiferas foram
gncontrados ductos com espermatozdides maduros no  ldmem.
Estes ductos apresentam paredes constituidas  por células
pavimentéﬁas, 0 que aumenta ainda mais a luz do ducto (Figs.
20 & 1) | |

0 Posicicnaments dos espermatozdides

maduros, ou  em estdadio- avancado de maturacdo no ldmem dos

loculos seminiferos parece nfio obedecer uma organizacia
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preferencial (Figs. 4 ¢ 17}, contudo as espermatides em
diferentes Estédiqﬁ de maturagio se posicionam entremeadas
an citoplasma de células de Sertoli, formando feixes bem
ﬁrganizados (Figs. 14, 15 e 18).
| No estudo mor foldgico do processo de
espermatogénese & diferenciacio das células germinativas de
Hyla vranki ¢ observada uma fntima relagldo entre as células
da linhagem germinativa e ag células de Sertoli. As células
germinativas, zindsa arvedondadas, relaciocham-ze com - ams
celulas ‘de Sertoli, formando grandes espermatocistos (Figs.
3 e 4 e Esq. II.2).
Afs células de Sertoli sic bastante
fregiientes em tais 1dculos e apresentam nucleos ~com
ﬁor?ologia irregular e ;itoPIaama ba9tante émpla:(Figs. &,

14 e 14
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3. Aespectos mor{foldgicos das'aélula%

germinativas

A produclo dos espermatozoides em Hyla
ranki, e continua nas lopjas seminiferas e pode-se encontrar
numa  mesma loja estadios diferentes do desenvolvimento de

célﬁlas germinat ivasg (figs. 3 ¢ 4%,

3.1, Eﬁ?ermatusﬁnias

Nos l16culos seminiferos, estas células
podem ser classificadas como: 1. Espermatogbnias Primarias
que sio cé€lulas volumosas com ndclea bastante irregular e
pouco corado. Estes nidcleons pudem apresentar granulacles:
correspondentes & crmmétina condensada. A estas células se
'aséucia uma céluﬁa de Sertali, que apresegnta o ndcleo com
morfologia peculiar falciforme ou semi-lunar (Figs. 4 & 7 @
Esq.I1I i, 2. 2. Espermatogfnias secundidrias (ou cisto de
espermat ogdnizs opu espermatocistos) 55& Caracterizados por
apresentarem téluias com tamanho aproximadamente igual e com
niclens esféricos de diamétros bastante uniformes. Estes
apresentam aranulacieg cromatinicas . puntifaormes
uniformemente distribuidas (Fég.? e Esq . IT 2).

o

3.8. Espermatdcitos
Estas células sio caracterizadas pelas
diferentes aspectos de condensagio dos seus nucleos (Figs. B

a 12). Em uma fase menos adiantada da divisip meidtica, o

-
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material nuclear estd condensado na ﬁerif&ria do ndcleo
(Fig. 1@ e 11 e Esq.II 3b,c} e também puderam Ser vistas
células em maté?aéea meidticas (Fig. 1p e Esé.II 3d). Estas
téluiag sé enéontram Nos  espermatocistos e ns ndcleos

apresentam sincronia de fases da divisip meidtica.

3.3. Espermitides

As | espermatides 53a0 facilmente
identificadés pelo seu aspecto bastante rheteragénen de
diferenciac8o, variando desde o esferico ao fusiforme (Figs,
13 a 15 é E=q. II 43,

Na-r fase em que as espermétidﬁa e
encontyam com hucleos egsféricas, pﬁde ser- obeervado um
#tdmﬂlﬂ de vesiculas golgianas qge 5e-¥undém'para formar uma
ampla wvesicula acrosaﬁmica (Fig.13 e Esgq.II 4a,b). Com esta
metodologia o acyossomo ndo plde ser observado nas
esPEFmétiaes e alongamentaog. |

A medids que as espermitides s& alongam,
estas se organizam en nfeixss e s3o entremeadas pelos
prmlangamentos"a titoplasmaticos da éélula de Sertoli,
_inexistindo O espermatocisto nesta fase. Neste momento de
alongamento celular também pide ser ohservada a formacio dos
filamentos caudais (Figs .16 e Fsq.I11 4). As 'ceélulas mesmo
alangadaé apfeeenfam uma notoria %uantidads de citoplasma

(Fige. 14 e 15 e Esq. II 4¢).
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3.4. Eﬁpﬁrmaﬁégdides

Og espermatozdides maduros apresentam um
alto grau de compactagio cromatinica e conspicua reduczo do
material Citmpfasmético (Fig. 16 e Esq. II S5). Posicionam-
se aos  feixes entremeados pelo citoplasma das células de
SErtDIi € a rcauda j& esta completamente tformada, podendo-se
inclusive notar o ponto inicial de fﬁfmaqﬁo ha regijo
proximal da cauda, isto 8, no inicim da pec¢a intermedidria.
8] BCYOSSOMO  nao pode  cser observado nesta fase pela

microscopia de luz.
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4. Reacdes citogquimicas

4.1. Tratamento rpele azul de toluidina

& pH 4,0

Esta reagio evidenciando acidos
nﬁcléicaé, revelou uma notével diferenga ae associacdo das
moléculas do corante com o substrato {DN& & RNAD .

Neste pH, os érupas Fos%étus dos écidaa
nucléicos ligam-se 2 moléculas do corante proporcionando
di?erahtés respostas de basofilia. 0Os ndcleos apreﬁentaram)
coloragio azuléda (metacromasia beta, segundo LISGH, 1240 .
O0s espermatozorides maduros apresenéaram os nicleos com
?nteﬁsa metacromasia alfa (verde intensé)' segundo  LISON
(1940) & 0 citoplasma ﬁas celulas imaturas apresentou-se,
por wvezes, com sutil métacromaaia gama {calcfadﬁu rocea)
segundo LISON (1946) (Figs. 17 a 21).

Com esta técnica foi fdcil a detecg3o dos
ductos no tecido, devido as células parietais dos ductos
apresentarem ndélama torados intensamente em azul, enquanta
os espevmatozdides maduros, apresentaram ndcleos corados em
vérde (Figs. 17 e 18).

A figura 19 mostra espermatogoOnias e
espermatﬁcitaﬁ; .estes apreaentam' SEUS  CromOossSomos com

aspecto morular, devido & compactacio destes na metaface.



ESGUEMA I. Representagiao esquemﬁticé do apavrelho urogenifal
de um anuro. Cérpas adiposos (1), festiculos (23,
vins (3) cloaca (4), tdbulos coletores (5) & duc-
tos deferentes (seta). Segundo ROMER (1970), mo-

dificado.






2. OvyganizaciSo tecidual dos

test :ic:u.lc:}s

A analise dos cortes histoldgicos de &

micrémetros {inclus3oc em parafina) bem como a dos cortes
semi~-finos {inclusao em Epon-81i2)} revelaram que 05
testiculos apresentam uma fina  capsula testicular rica em

fibras conjuntivas @ musculares lisas com vasos sanglineos
‘permeando a capsula e o tecido germinativo (Figs. 1 a 4%.

s espermatozdides se desenvolvem Ao
interior de ldculos ou lojas semianeraa dispostas por toda
a area testicular (Figs. 2 & 3), sendo que estes ldculos
san delimitados por ﬁm tecido conjuntivo frouwo (Fig.3).

N interiar déa lojas seminiferas
encontvou-se células germinativas em diferentes estddios de
diferenciacio {(Fig . 4) & frealentemente encontrou-se no
tecido germinativo células em divis8o wmeidtica (Figs. 8 =@
12y,

Entre as lojas seminiferas foram
encontvados ductos com espermatozdides maduros no  ldmem.
Estes ductos apresentam paredes constituidaa'.par céluias
pavimentésaa, o que aumenta ainda mais a luz do ducto (Figs.
20 e 21). |

0 posicionamento dos espermatozoides

maduroes, ou em estadio avancado de maturagio no ldmem dos

ldculos seminiferos parece nio obedecer uma organizacio
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preferencial {(Figs. 4 e 17}, contudo as espermatides em
diferentes eatédiDE de maturag3ao se poﬁicionam entremeadas
a0 citoplasma de células de Sertnli, formandc feixes ben
érganizadns (Figs. 14, 15 e 18).

' No estudo wmorfoldosico do processo de
espermatogénese e diFerenciacED ﬁas celulas germinativas de
Hyla rankil é observada uma intima relaclo entre as células
da linhagem germinativa e as ceélulas de Sertoli. As células
germinativas, ainda arrvedondadas, vrelacionam—-se com - as
células ‘de Sértmli, formando grandes espermatocistos (Figs.

3 e 4 e Esq, II1.2).

#s células de Serteli si3o bastante
freqglient es em tais 1dculos e apresentam nucleos com
morfologia irvegular e citoplasma bastante amplo (Figs. &)

i4 8 14).
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3. aspectos morfoldgicoe das :élula@

germinativas

A produclo dos espermatozdides em Hyla
ranki, € continua nas lojas seminiferas e pode-se encontrar
numa mesma loja estadios diferentes do desenvolvimento de

células germinativas (figs. 3 e 4).

3.1. Eﬁﬁermatmgénias

Nos 1c¢culos seminiferos, estas céjulas
éodem ser classificadas como: 1. Espermatogfnias primarias
que sS5o células volumosas com ndcleo bastarte irrecular e
pouco corado. Estes ndcleos pddem apresentar granulag¢des
corvespondentes & crnmétina condensada. A estas células se
associa unia célﬁla de Sertoli, gque apresenta o ndclego con
morfologda peculiar falciforme ou semi-lunar (Figs. 6 e 7 =
Esxsd. Il i, 2). 2. Espermatogdnias secundidrias (ou cisto de
espermat cgdnias ou espermatocistos) ﬁ&ﬁ caracterizados por
apresentarem céluias com tamanho agroximadamente igual & com
nicleos esféricos de diamétros bastante -uniformes. Estes
ggresentam granulacdes cromatinicas . puntiformes
uniformemente distribuidas (Fig.7 e Esg.II 2).
3.2. Espermatdcitos

Estas células sio caracterizadas pelos
diferentes aspectos de condensagio dos seus ndcleos (Figs. B

a 12). Em umz fase menps adizntadas ds divisipo meidtica, o

R
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material nuclear esta condensado na ﬁeriferia do niudcleo
(Fig.1®@ e {1 e Esq.II 3b,c) e também puderam sevr wvistas
células enm metéFaées meioticas (Fig. 12 e Esé.II 3d). Estas
'célu]as sé Enﬁontram nos espermatocistos e o0s ndcleos

apresentam sincronia de fases da divisZo meidtics.

3.3. Espermitides

As - espermatides s80 facilmente
identificadés pelo seu  aspecto bgstante -hEtETDQéﬁEG de
diferenciagdo, variando desde o esférico ao fusiforme (Figs.
13 a 15 é Ezq. II 4%,

Nar‘ fuase em que as esperméﬁidaa se
encontram com nucleos esféricos, pﬁde ser. observado um
écdmﬁim de vesiculas golaianas qge759~¥uﬁdém'?ara formayr uma
ampla wvesicula acrnssémica (Fig .13 & Esq.II 4a,bh). Com esta
metodologia o acrpssomo nfo pdde ser observado nas
esgerméti&es em alongamento. |

A medida que as espermztides se alongam,
estas se aréan;zam em /?eixes e s3o entremeadas pelos
prwloﬂgameﬁtos"a- citoplasmdticos da célula de Sertoli,
Ainexistinda o espermatocisto nesta fase. Neste momento de
alongamento celular também pdde ser observada a formagioc dos
filamentos caudais (Figs.1é e Esq.II 4). As ‘células mesmo
almngadaé apkesenfam uma notdria éuantidade de citaplasma

{Figs. 14 e 15 e Esgq. II 4c).
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3.4; E%p@rmaﬁézdidaa

0s espermatozdides maduros apresentam um
alto grau de compactagBo cromatinica e conspicua reduclo do
material t:ito_pl'aamﬁti«:c (Fig. 16 e Esq. II 5). Posicionam-
S8  apds feixes entremeados pelo citoplasma das células de
Sertnli e a cauda jg esta completamente formada, podendo-se
inclusiwve notar o ponto inicial de formacio na regiiac
proximal da cauda,r isto €, no inicio da peca intermedidria.
0 acrossomo nic pode s&r observady Vnesta fase - pela

microscopia de luz.
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FIGURA 1.

FIGURA B,

FIGURA 3.

FIGURA 4.

PRaNCHaAa I

YisEo geral do drgio em corte longitudinal. Inclu-

s83o em parafina e coloragioc pela hematoxilina-

ensina. 0Os 1dculos seminiferos estio indicados

palas setas. Aumento S58x.

Fragmento de testiculo em corte semifino. Ldculos
indicados peor L; vasos sanglinens periféricos

{setai.,ﬁumenfo 300x.

Detalhe dos ldculos seminiferos. Cdpsula fibro-

musrular {(seta) com vasps sangldineos entre os

ldculos. Aumento &80k

Ceélulas germinat ivas em wvarios estadios de
diferenciacdo, no interior dos ldculos.
Espermatogdnia (eg), espermatdcitos organizados em
espermatocistos (et), espermatides (ep). A cdpsula
conjuntiva esta indicada pela seta. Aumento

1 .500x.
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FRaNCHAa II

Cartes semifinos incluidos em Epon-812

corados pelo azul de toluidina 1¥, montados em bilsamo do

Canadda. fAumento 3.100x.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURAS B8

FIGURA 12.

Espermatogbnia primaria apresentando ndcleo conm

morfologia irregular {(zetas).

Grupo de espevmatoglnizs primarias (eg) com nu-
cleos pouco corados (N) e assorciada a essas calu-

las pode-se phsevrwvar a Célula de Sertoli {(seta).
Espermatogbnias secunddrias organizadas em cisto
(espermatocisto) com célula de Sertoli associada a

gste (setal.

a 1i. Espermatdcitos (et) com crescentes graus de

compactacio do material nuclear (seta).

Espermatocitos com cromossomos metafasicos (se-

ta).
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Epon-812,
balsamo do

FIGURA 13.

FIGURA 14.

FIGURA 15.

FIGURA 146.

-

PRaNCHa IIX

Cortes semifinos de testiculos. Inclusio em
colaracdo pelo azul de toluidina 1% e montagem em

Canadéd. Aumento 3.106x.

Espermatides <com acrossomo e&m  desenvolvimento.
Uesiculas golaianas (setas) se fundem para formar

uma ampla vesicula acrossdmica (a).

Corte transversal em espermatides com adiantado:

grau de compactagio nuclear.A célula de Sertoli

(s) aparere associada a2 estas cédlulas. Citoplasma

das espermatides (seta).

Eorte longitudinal Em‘ESPEﬁmétiﬁE§. Notar o cito~

plasma (seta}_ que ainda n3oc foi absorvido pela

ecdlula de Sertoli (s).

Corte longitudinal e transversal em feixes de es~—
permatozdides maduros, unidos 3 célula de Sertoli

().
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ECSQUEMa II.

Representa¢io 'esquemética  das celulas
germinativas analiﬁédas em microscopia de luz.
As espermatogdnias primdrias (1) estio
associadas & wuma celula de Sertoli que
apresentam  seus niucleos falciformes ou semi-
lunares . Pﬁr divisio mitdtica origina-se cisto
de .espetﬁatogﬁnias gecundarias (2) dque se

desenvolvem para a faormscBo de espermatdcitos

(3. Estas sofrem meiose & originar3o as
espermatides {4). As espermatides haploides
sofrevio di?eren;iacﬁe; citoplasmiticas =]
nuc]éares 4 a,b,c) e originarao 0s

es#ermatozéides (5.
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4., Reages citoquimicas

4.1. Tratamento pelo azul de toluidina

a pH 4,@

Esta reagio evidenciando acidos
nucléicaé, revelou uma noﬁévei diferenca &e asamcia;ﬁo das
"moléculas do corante camln substrato (DNA & RNA).

Neste pH, os grupos fostatos dos dcidos
nucléicos ligam-se a moléculas do corante Proporcionando
diferentéa respostas de basofilia. 0s ndcleos apresentaram
coloracao azulada fmétacrumasia beta, segundo LISON, 1%948).
Ggr espermatozoides  maduros apreseafaram 0s ndcleos com
intehsa metacromasia alfa (verde intenﬁﬁ) segundo LISON
{(1960) € o0 citoplasma das células imaturas apresentou-se,
~por vezes, com sutil metacromasia gama (cola%acﬁo rosea )
segundo LISON (1940) (Figs. 17 a 21).

| Com esta técnica foi fd4cil a detecc3o dos
ductos no tecido, devido as células parietais dos ductos
aprecsentarem ndﬁieos corados intensamente emn azul, enquanto
0s espevmatozdides maduros, apresentaram ndcleos corados em
verde {(Figs. 17 e 18).

A figura 19 mostra espermatogdnias e
espermafdcitos; .EEtEE apreeentam~ SEUS CYromOsSsomos com

aspecto morular, dévido & compactacio destes na metiface.



pavafina,

FRaNCHAa IV

Cortes de testiculos de éum. Incluidos em

corados pelo azul de toluidina =z pH 4,0, montados

com bdlsamo do Canadd.

FIGURA 17.

FIGURA 18.

FIGURA 19.

FIGURAS 20

lLéculos seminiferos com espermdtides (ep) e es-
permatozdides ¢e) com diferentes respostas de ba-

sc£ilia. ﬁumentc A460% .

Espermatozdides ‘com . coloragio esverdeada {(e) e
espermatides com coloragsao azul intensa (ep). Au-

mento i.i@@x”

Cromossomos met afdesicos (seta) dps espermatdcitos

apresentandn um aspecto morular. Aumento 1.1060x.

e gi. Cortes transversais em ductos espermiticos

(g, mostrando as células parietais pavimentosas

do ducto com ndcleos corados em azul (seta) o

espevmatozdides maduros no interior. Cistoplasma
das celulas germinativas imaturas violacen (#).

Aumentos: Fig.20. 460x e Fig 21. 1160w,

A4






4.2, Teste do P.A.S.

'Este teste citoqufmico foi utilizado nos
cortes de testiculos a fim de determinar as glicoproteinas
ACYrOSSOIMals. Entretanto, as referidas glicpproteinas
reagivam fracamente ao tratamento pelo reativo de Schiff,
desde = }ase inicial onde as wvesiculas golgianas sio
“bastante amplaﬁ,‘ até a Taae alongada final dos
espermatozdides (Fig.24) .

Com o uso deste teste pdOde ser detectada
a presenga de grinulos esparsos de glicogénio tanto em
espermatogbnias primarias como nas células de Sertoli (Figs.
237@ [agin ) 2

fs membranas  basais dos ldcu}aé
seminliferos apresentaram alta reatividade pelo teste (Figs.
22, 23 e 24) devido & grande guantidade de moléculas de
glicanos neutros e glicoproteinas existentes na estrutura.

D; filamentos caudais nioc apresentaram
nenhuma reatividade ao té%te do PAS {(Fig. B4), entretanto oz
ductns espermaticos foram facilmente distintes devido &s

membranas basais destes apresentarem—se altamente Pas

positivas.
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PRANCHA V

Cortes de testiculos de 6 pm, incluidos

em paraFina, tratados pelp teste do PAS ¢ montados em

badlsamo do

FIGURA 22.

FIGURAE B3

FIGURA 25.

FIGURA 24.

Canada.

Ldculos geminiferos com as células germinativas

(g) em seu interior Ffacamente PAS positivas. As
membranas basais sio intensamente marcadas pelp
teste (setas). Aumento 4406x.

e 24. Detalhes de feixes de espermatozdides (ep)
e eapérmétidea (et} sem reatividade.
gespecifica pelo PAS. HMembranas basais com
intensa rveatividade be),.e t;mbém PAS
pPositivo temos glicagénio (cabeaas. de
setas) em células de Sertoli. Aumento
i.106x.

Eapefmataciﬁtof (es5) cmﬁ baiwa reatividade e

célula de Sertoli com grinulos de glicogénio

(seta). Aumento 1. 10¢x.

Léculo seminy fero com espermatozdides tep),
espermatocistos {es) 8 membranas basais
fortemente marcadas pein teste (seta). Aumento
460K,

. . 4%






5. aspectos ultra—~estruturais

O0s  diferentes tempos de fixagdo e
Tavaoem am tampao nio apresentaram diferencas
significativas, por isso nio discriminar-se-a quais das

fivacSes foram utilizadas.

No gstudo ultra—-estrutural da
gspermat ogenese de Hgia ranki € observada uma Intims
relagao morfofuncional entre .aa células da linhagem
germinat iva (espermatogbnias, espermatdcitos e espermatides)
e as células de Sertoli, formando grandes e humevosos
espermat ocistos no interior dos ldculos seminiferos.

-Os _ aspectpﬁ Q]tra*esfruturais_ da
éSPEfmatogéﬁeae estio descritos a seguir éeparadamente éara
facilitar a posterior iﬁtarpretagio dos resultados, aleém de
se obter uma melhor yisualizadga geral das .pranchaa de

ultra-micrografias.

5.14. Espermatogdnias

A5 espermatogdnias primarias sio celulas
ugiumaaas, as malores encontradas nos loculos seminiferos,
apresentandn seus ndcléas pouco contrastados pelo acetato de
uranila, devido .é descompactagcido do material cromatinico,
alem de apresentarém forma multilobulada.

Nestes nicleos podem seY encontrédos com

freqliéncia massas de cromatina condensada (Figs.27, 29 e 30)
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altamente contrastadas pelo acetato deAuranila, com aspecto
esférico de difimetros variaveis.

A lobulaglo do nidcleo 8 tal que entre os
idhulas deéte, ﬁadem ser encontradas mitocdndrias (Fig. £B).

o citoplasma destas células pode
apresentar grande quantidade de mitncﬁndr;aﬁ, ribossomos e
reticulo endoplasmatico bhem desenvolvido (Figs.29 e 30),
contudo nio existe argan&zacio preferencial destas organelas
no citoplagﬁa das espermatoadnias. |

Asg .espermatogdnias estio sempre
associadas a uma célula de Sertoali, que nesta fase apresenta
seu hucleo com aspactd‘Falcierme ou semi-lunar (Fig.E?).

‘No _estﬁdo ultra?estrutuF31 n3oc . foram
Qistas as espermatogdnias ;etuﬂdériaé . contidas nos
espermatoncistos, e encpﬂtradas nos cortes semifinos &

microscopia de luz.
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PRaNCHa VI

Cortes ultra-finos em testiculos de Hula

rvankil. Fixac¢8o0 em glutaraldeido 3%, pods-fixacio em tetvdxido

de dsmio

acetato de

FIGURA 27.

FIGURa £28.

2% & acido tadnico 2%. Cortes contrastados pelo

uranilé g citrato de chumbo,

Vista geral de uma espermatogfnia primaria em
associagao A uma ceélula de Sertoli (8). Esta
célula germinativa inicial apresenta seu -ndcleo
bastante polimarfico (N} com massas de cromatina
condensada (CY em seu interior. Mitocéhdfias (M.

Aument o i%.SQ@H-

Detalhe da regifio do nudcleo (N mostyrando
mitaocondrias entre os lohulos do mesmo (M),

dumento 42 . 480k .

Lh
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PReaNCHA VIT

-Cortes ultra-finos em testiculos de Hyla

ranki. Fixados em giutaraldeido 3%, pos—-fixados em tetvodwido

de dsnmio

acetato de

FIGURA 2%.

FIGURA 3@,

2% e dcido t3nico 2¥%. Cortes contrastados pelo

uranila e citrato de chumbo.

Espermafﬁgénia primé}ia com seu -ndcleo bastante
lobulado (M) e aprasentaﬂdﬁ massas de cromatina
condensada ALY, Citoplasma com reticulo
endoplasmitico rugoso (Re) e mitcc&ﬁdfiag (M) e

grande quantidade de polissomos (setas) . Aumento

'35 000K,

Espermatoadnia primaria com grande quantidade de
veticulo endoplasmdtico (Re) e mitochHBndrias (M)
Nicleo multilobulado (N) com massas de cromatina

condensada (C). Aumento 31.0060%.






$.2. Espermatdcitos.

0s espermatocitos s3o caracterizados por
serem celulas gque se enﬁﬁntfam em divisio  meidtica. Sio
células com nidclep esférico ou levemente irregular com a
cramatina em diferentes graus de compactagio (Figs.34i a 237).

bs scpermatdcitos primarios no inlcio ds
priﬁeira divisﬁo kméiética foram encontrados com muita
freqlidncia nos ldculos seminiferos parque a profase .da
primeira . divisSo meidtica & extremamente longa gquando
tonparada com as outras fases da meiose.
| 0s espermatdcitos I foram identificados
pela‘ presenca de gréndes,cmmbf&xos sinaptonémicés (Figs. 31
e .34, (a1: quais 830 vistos aéauciando-se an envoltdrio
nuclear (Figs. 32 ¢ 35).
. Antecedendo esta fage iniciai_,_de
divis#o, um nuclénlo bastante desenvolvido e conspicuo pbdde
sef‘obgervadn nos niucleos dos espermatdcitos (Fig. 33 e 38).

A ididentificagio dos espermatdcitos II
foi feita pela .prnximidade de células muito semeihantes
mor?alégicémenté 2 Cconm sincronia nas fases da méiose, alem
de serem wenores que os espermatdcitos 1. A compactacio
cromatinica € bastante ampla, ocupando dreas considerdveis
do nuciec {(Fig. 37).

U Frequentemente, foi detectada a presenga de

ceélulas de Sertoli, com grande dquantidade de reticulo

endoplasmatico, Com e citoplasma entremeando 08

espermatdcitaos (Fig. 37).

nre

[



Uma  quantidade natdvel de complexos de
pOYOos no envoltdrio nuclear . foram detectadas em
espermat dcitos I (Figs. 31 e 32), aleém de organelas
membranosas Camd 0o comp lexo de Golgi (?ig. 35), mitocdndrias
(Fig. 33 e 35) e reticulo endoplasmatico (Fig. 31).

Associadas ao envoltorio nuclear e no

interior do nucleoplasma, vesiculas membranocsas
gletrolidcidas toram encontradas, muitas veEZaes 58
assemelhandno a dilatacoes do envoltdrio, ocovrendo

exclusivamente nesta fase inicial de espermatdcito (Figs.

31, 34 e 38).



PRANCHA UIII

-Cortes ultra~finos de testiculos de Hyla
vanki. Fiwacio peia glutaraldeido 3%, pds—Ffixacio pelo
tetrdxido de dsmio 2% e dcido t3nico 2%. Contrastaclo feita

pelo acetato de uranila e citrato de chumbo.

FIGURA 31 . Espermaédcita Primaric em inicioc de divisio
meiética; Poros nucleareﬁljsetas), Cbmplexo de
Golai (6), reticulo endoplasmatico (Re). No
interior do nidclzo encontra-se complexos
sinaptonémices desenvolvidos (Cs) e  vesiculas

proximas do enwvoltdrio nuclear (Vn). Aumento

17 586y

FIGURA 32. Detalhe do envelope nuclear com seus complexos

de poro (setas). Lomplexo sinaptonémicos {Cs?
assaCciado ao envolucrp nuc}eaf, vesiculas
citoplasmaticas LU} g complexo de Golgi

(B). Aumentp 30.560w.
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PRAaNCHAS IX

Cortes ultra-finos de testiculo de Hyla
ranki. Fixac8c pelo glutaraldeido 3%, pds~fiwaclio pelo
tetroxido de dsmio 2% e dcido tlnico 2%. Contrastacfo pelo

acetato de uranila e citrato de chumbo.

FIGURA 33. Espermatdcitos primarios antes do inicio da
meionse. Niclieo (NY, nucléclo (Hu) e mitocéndriazs

(m). Aumento 8. 360x.

FIGURA 34. Espermatdcito primario em profase I. Natar’
complexas  sinaptonénicos {(Cs)y e vesiculas

intranucleares €U)Y. Aumento 182 .500w.

FIGURA 35. Espermatdcito primario em prdfase I. Widcleo (N)Y,
comple;0 sinaptmnémi;n {(Cs) associado ao
“envoltdrio nuclear e no citop}a5ma. ercontra-se
vesiculas vy, conplexo de BGolgi {G) e

mitocdndrias {(m) . Aumento 28 S00w.

&



LR el

ik

.k&ﬁ.? 3 K Fan A




PR&NDCHaS X

Cortes wultra-finos em testiculo de Hyla

ranki. Fixagdo pelo glutaraldeide 3%, pds-fixaclo pelo

tetroxido

de dsmio 2% e dcido tinico 2%, Contrastagio pelo

atetato de uranila e citrato de chumbo.

FIGURA 34.

FIGURA 37.

Espermatdcito primdrio antes do inicio da divisSo
meiotica. 0 seu ndcleo (NY apresenta nucléolo
(Nu} desgnvolvido. No citoplasma pode-se notar

o complexo de Golgi (G), mitocHBndrias (m) e

vesiculas (V). Notar a existéncia de vesicula

no envoltorio nuclear (seta). Aumento 18.4@®xl

Espermatdcitaé secundiarinos mostrando adiantado
arau de cempactacza cromatinica (Cr). Envoltdrio
nuclear {seta), mitocbndryia (m), reticulo
endoplasmatice (Re), figufas mielinicas {(Fm) e

célula de Sertoli ¢(S). Aumento 1B 408w
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5.3. Eﬁp@rmétides

As espermatides originadas da segunda
divisio meiotica, sﬁu.célulaa inicialmente arredondadas que
sofrem Lim é}tm'gra@ de diferencia¢ian celular e modificagdes
nucleo—c itoplasmaticas ndtéueis para chegar a forma alongada
final dos espermatozdides .

[ estas modificacles ndcleo-
citoplasmééicaa que ocorvem nas espermatides did-se o nome de
papermingeénese .

Para descrever  a ESPEYMiOQENEGE,
subdiéidiremos em etapas as modificaches nestas células da
seguinte maneiras: 1. formacsio do acrossomnn, 2. alongamento e
compactac¢io do material nuclear e pPYOCessSos titoﬁqaﬁméticos

associadeos e 3. desenvolvimento do filamento caudal.

5.3.4. Formac&o do acrossomo

Unm ou mais dictiossomos do complexo de
Gmlgi‘ puderam ser detectados em espermatides com grau de
compactagio nuclear e cromatinica bastante baixo (Fig. 38).
Estes dictiossomos préduzem uma grande guantidade de
§esiculaﬁ que se fundem para formar uma ampla vesiéu]a
a&rossﬁmica (Figs. 39 e 40), que pode se aproximar em
didmetro ac tamanho do ndciea (Fig. 42). |

A ampla vesicula acrossbmica, ao se
colabar a0 envelope nuclear prqpmrciona uma depressio  no

nicleo e as membranas desta regilo Juncional acrossomo-

ndcleo 5850 mais eletrodensas quando comparadas as outras
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endomembranas (Fig. 425.

As grandes vesiculas acrossdmicas  sdo0
pouco contrastadas pelos Eﬁﬂtrastantes utilizados e parécem
estar vazias.

E Ccomum encontrar. nas espermatides
imaturas uma agregaciao de membhranas acrossomals (Figs. 39 e
41}, entretanto, nio foi possivel observar, no caso de Hula
ranki, em que fase especifica da_ForﬁﬁEgc do acrossdmo este
?afa Goarre,

Com o alongamento celular e cumpacfagﬁﬁ
ﬁuclear, o acrossomo, gqde iniclialmente erva amplo, passa &
ocupayr uma poOrgao apical bastante reduzida em forma de Ccapusz
o qual, em corte taneve%sal apresenta um difdmetro .bastante.
feduzido e e acnmpaqﬂado dé um  cemplexo de membranas

" acrossomais (Fie. 43).

bHé



PRANCHA XI

Cortes wultra-finos de testiculo de Hgla

ranki.. Fiwxagio pelo glutaraldeido 3%, pds-fiwacio pelo

tetroxido

de odsmio 2% e dcido tdnico 2%. Contrastacio pelo

acebtatn de uranila & citrato de chumbo.

FIGURA 38.

FIGURA 39.

—
Espermitide em estdgio imaturo de formaclo do

ALYVYOsSs0m8G, apresantando amplos dictiocssomos do
complexo de Bolgi {(B), vesiculas solaiaznzs Uy,
mitocBndrias (m). 0 nuclen (M} apresenta poros

no envoltorio nuclear (seta). fumento BR. 866w,

Esparmétider em estdgio mais avancado da formac3o

g0 BCroOss0mo . Acumulo de wvesiculas golgianas

(V) gm  uma das extremidades da celula. Nidcleo
(N e membranas acrossomais (Ma? priximas  ao
gnvoltorio nuclear. Reticulo endoplasmiatico (Re)

e mitocdndrias <(m). Aumento 30 186w






PRANCHAa %XIT

Cortes wultra-finos de testiculo de Hyla

ranki. Fiwag¢io pelo glutaraldeido 3%, pds~fixacio pelo

tetroxido

acetato de

FIGURA 49,

FIGURA 41.

‘de dsmio % e acido tanico 2%. Contrastacio pelo

uranila e citrato de chumbo.

#usﬁa de vesiculas gDigignas (U).ﬁm Processo de
formagdn do acrossomo. Associadas a esta vesicula
encomtvanos membranas Aacrosaomals {Hay.
MitocBndrias Cm) e memhrana plasmatica (MP).

Aunento 30.500wx .

Espermatide em corte sagital & altura do ndcleo
(NY mostrande um acumulo de membranas acrossomais
{(Ma) na regiao de desenvalvimento do acrossomo.

Adumento 20.300x .
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PRaMNCHa XIII

:Cortes ultra—-finos de testiculo de Hyla

ranki. Fixac%o pelo glutaraldeida 3%, pos—fiwagio pelo

tetroxido

de dsmio 2% e 2cido t8nico 2¥%. Contrastacgio pela

acetato de uvanila e citrato de chumbo.

FIGURA 42.

FIGURA 43.

Ampla vesicula acrossdmicas (VA) devivada da fusio

™
de muitas vesiculas golgianas. 0 nicleo (NY e =&

vesitula arresentam aproximadamente o mesmo

diametro. Aumento 23.466x%.

Cortes transversais em espermatides com adiaﬁtadﬁ
grau de alongamento e compactacio nuclear. LW
acrossomo  {(A) @Ccupa =2 regiazc meis =apical  da
"cabega' da espevmatide nesta fase. Em corte d=
regisdo mediana da “cabega” da espermatide nio €
obsef?ade 0 fécrogsoma, somente o ndcleo  (NY.
Muitos microtdbules (HMi) s%o observados  no
citoplaasma da céiﬁla de Sertoli que permeia

estas celultas. éumenta 18 . 900,






5.3.8. &mﬁgam@n‘éd e compactacfo do material nuclear @
processos citoplasmidticos associndos

-Na " diferenciacio espermatica, o ndcleo
sofre um pro;éssol continuo e hamégéneo de compactagio
cromatinica, simultaneamente a um alongamento € a uma
notavel reducfio do volume nuclear.

Ao mesmo tempo notamos também, uma
reducdo do volume citoplasmitico (Fiss. 44 a 52).

. \
Toda esta dinamica -de . aloﬁgamaﬁtm

celular e reducio do volume das céinas espermaticas esta
intimamente relacionada com as células de Sertoli (Fig. 53).

Estas células apresentam uma quantidade
notdvel de microtdbulos altamente organizados na direc¥c do
alongamento celular déa espermatides (Figs, 43, 44, 49 e
8961 .

Foram detectadas Jungbes de membranas
do tipo desmossomo & z8nula de ades30 em  membranac
plasmiticas entre espermdtides e células de Serteli (Fig.
453,

As \éspermétides .imaturas {Fig. 52)
apresentam 0 volume nuclear bagtante prcnunciado,' a
c%ﬁmatina menos contrastada do que os madurns B COM O Sseu
maﬁeria! de aspecto Filameﬁtaso é bastante frouwxo.

0 material citoplasmatico, vesiculas &
organelas membranosas s3o muité conspicuns; este material a
sgy eliminado da espermétide fregiientemente estad aéaociado

as rélulas de Sartoli.



A medida que o nucleo se compacta e a
cé)ular se alongs, muitos micdrotubulne s30 encontrados no
citoplasma das células de Sertoli e estes microtdbulos estio
dispostos longitudinalmente,  paralelos & dire¢do do
alongamento celular (Figs. 44 & S56). é'camum gncontrar—se
microtdbulos dispostos longitudinalmente paralelms_ao nucieon
da espermatide enm -alnnéamaﬁts celular, adjacentes an

envélucro nuclear (Figs. 44 e 48) entretanto os microtibulos

!
i

sfo mais abundantes nas células de Sertmlif Y.

| A compacta¢io do material crmmatihi;o e
ﬁni#orme comegando POY  pPEQUEnOSs grumos uni formemente
distvibuidos, até . uma massa cromatinica bastante comnpacta
(Fiss. 45 a i), -

A pérda do-material citoplasmidtico se da
pelo deslocamenta de amplas maesa% membranosas
citoplasmiticas (Fig. B5E). Este ﬁaterial membranoso e
vaﬁuclizaﬁo sob  a forma de vesiculas pode ser encontrado
sendo deﬁpréﬂdidm da regiio da ;abecaf peca intermediaria e
filamento caudal EFigs. 4?, 51, 32, %6 e H1).

| "Estruturas membranosas  semelhante a
lamelas aneladas (Figs. 47 e S1) foram encontradas em
espermatides em estddio avancado de diferencia¢io.

Na regifio basal dos l1dculos encontraram-
=¥ rgéldlaﬁ - intersticiais com abundidncia de reticulo
endoplasmatico com alto nivel de ovganizacao (Fig. 54)
podendo ser consideradas celulas secretoras = ée%eihanca

das ceélulas de Legydig dos mamiferos.
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FRANOCHaS XIV

Cortes ultra-finos de testiculo de Hyla

ranki. Fiwagio pelo glutarzldeido 3%, pos—fixacio pelo

tetraxido

acetato de

FIGURA 44.

 FIGURA 45.

de Osmio 2% e Acido ténico 24%. Contrastaclo pelo

yranila @ citrato de chumbo.

1
]

/

Espermatide imatura com ndcleo (NY esférico -

cromatina pouco compactada. Em asspeciag¢io =

estes tipps celulares observam-se celulzs de

Gertoli (8. Aumento 11.46068%.

Espermitide apresentando o materiai-nuciear (N
com aspecta uni forme de compactacho C?gmatiﬁisa &
almngaﬁenta celular (cqrt& aproximadamente
trénsyerealiﬂ ) Jungoes entre as membranas
plaﬁ&éticag de espermatides e célula de Sertoli

{geta). Aumento P9 .0&8Gw.

eF oo
£l






PRaNOCHA XV

‘Cortes wultra-finos de testiculo de Hyla

ranki. Fiwxacl3o pelo glutaraldeido 3%, pds-Ffixaclo pelo

tetroxido

acetato de

FIGURA 46.

FIGURA 47 .

de desmio 2% e acido ténico P%. Contrastagio pelo

uranila e citrate de chumbo.

Compactagao nuclear das espermatides e
alongamento celulay . Cﬁrte,frahsversal em ndcleos
{(N) com cromatina uniformemente compactadsa.
Microtubulos (Mi) abundantes no citoplasma das

- g3

celulas de Sertoli e nas espermatides,

adiacentes a0 nucleo (setas), N recifoc apical do

ndclen ha presenca de membranas acrossomais (Ma).

Niucleo da célula de Bertoli (8). Aumento 38.06806x.

Corte transversal &m espermatide com adiantado
arau de alongamento e compactacino nuclear.
Lamelas aneladas (LAY, mitocdndrias (m)Y e ndcleo

(NY. Aumento S52.908x.






PRaNOCHaS XVUI

Cortes ultra-finos de testiculo de Hyla

ranki. Fixagcdo pelo glurataldeido 3%, pds~fixaclio pelo

tetroxido

acetato de

FIGURA 48-

- FIGURA 49

de dsmio 2% e acido ténico 2%. Contrastacgio pelo

uranila e citrato de chumho.

Corte longitudinal  em  espermatides com
alongamentao e compactagiao nuclear pronunciados.
Nidcleos (N), citoplasma (L) com microtdbulos

{Mi) . dumento 1&.268.

Corte - transversal em feixe de gspermatides

permeadas por celula dE_Sértoli com microtiubulos

‘abundantes em seu citoplasma (Mi) seauindo o eiwxo

maior do ndcleo (Hy. Vesiculas (U) e

mitoctadrias (m). Aumento P9 . 300u.






FPFRaNUCHAS XWVII

Cortes ultra-finos de testiculos de Hyla
_ranki. Fixac3o pelo glutaraldeido 3%, pds—fixaglo pelo
tetrdxido de demio 2% e acido tidnico 2%. Contrastacao pelo

acetato de uvanila e citrato de chumbo.

FIGURA 56. Corte longitudinal da parte apical da cabega de

um espermatozoide mostrando © 2 acrossoRo {(a),

menbranas acrossomais {(Ma) e ndclea (M) Mo
citeplasma da célula de Sertoli uma grande
gquantidade de microtdbulos (Hi) pode  sev

obsevvado., Aumentp 4. 806«

FIGURA 5i. Corte transversal de espermatide. ‘Ndeleo (NY,
lamelas aneladas (LAY & vesiculas (U) Adumento

39 .6006x.

FIGURa 528. Corte transversal em espermatide. Grande
quantidade de material membranoso liberado das
espermatides (M) . Axonema (a), hastonete awxial

(b)), Aumento 24.2¢00x.
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PRANCH®& XVIII

‘Cortes ‘ultra-finos de testiculo de Hyla

ranki. Fixacio " pelo glutaraldeido 3%, pds-fixaciHo pelo

tetrovxido

acetato de

FIGURA 53 .

© FIGURA 54

de dsmio 2% e dcido tanico 2%. Contrastacgioc pelo

uranila e ctitrato de chumbo.

Celula de Sertoali na regiia bagal - do ldculo.
Nidcleo (NY, reticule endoplasmitico (Red,
mitocbndrias  (m). Na regifo superior da
micrografia tém-se hucleos de espermatides

{(Hed) . Aumentd 13.700x.

Célula intersticial. Nucieo (N), reticulo
endoplasmatico (Re) e colageno (LY. Admento
16.708x%.

83






§.3.3. Desenvolvimento do filamento cauéa}

Ultra-estruturalmente a cauda dos
espermat ozdides e das espermdtides em estddios avangados de
diferenciagio AapFﬂEEﬂta“EE com um axonema tipico de
Qertebradc{ isto &, 9 pares de micrvrotubulos periféricos e 1
par central (Fig. &7).

Associado a este éxonema tem~-se um
bastio =@awxial eletrodenso que segue toda extensSo da cauda e
gm filamento marginal gque, em ﬁarte transversal tem forma
triangular (Fig. 597} .

Em todos os espécimens analisados este
hastio Eeam diééetrn unifarme, aproximadamente com ﬁ metade
dé‘ jiﬁmetf& acupado pelo axonema; :salvo algumas fusdes
3narﬁai5 de cauda, somente um bastio eété _assaciado- an
axonema (Figs. 57, 41 e 55).

Em gorte transversal na reéiﬁu mediana
da cauda (Fig. 61) nbserva~se uma Ordanizagao pfeferenﬂiai
daﬂ %ilaMEﬁtﬁE caudais, pois as esperméfidea mesmo e2mn
estdgio avangado de diferenciacio ﬁﬁavmantidaa oroganizadas
em feinxes, permeadas ac nivel do ndclep e pega intermedidria
pelo citoplasma das ce#lulas de Sertoli (Figs. 59, 75 e 7&7).
Agsim, estes filamentos slo organizados de tal sorte, que
ns axonemas-e os hastonebles ficam regularmente apostos.

ﬂ bast&o axial‘tem sUa origem ainda na
pega intermedidria, onde ggté presente deﬁtra de uma bainha
de mitocondrias (Fig. 55, 54, &P e &6) gque circunda o

filamento caudal como um todo nesta regido. - .

8%



Na (egiﬁo da pe¢a intermedidria o
axonema @ o bast3o axial s3o prdximos entre si (Figs. 56. e
&2 e 2 medida que se pfdgride para a parcgm mediana da
cauda  (Fig. 63) tais estruturas se afastam & s30
interligadas por uma membrana Bndulante} seguindo do bastao
axial ateé o filamento marginal.

ﬂNé Veéiga mediana da cauda, uma massa
eletrmdeaea gncontra-se aposta e_adjacente'aa axonema {(Fig.
65), tendo a mesma origem do hastio e aspécta triangular enm

na

B

rorte  transversal, essta massa eletrodensa sempre est
altura do par B8 de microtdbulos do axonema, sempre aposto a
ele (Fig. &67) e recebe o nome de filamento marginal.

A médida que os covtes transversais vao
sg aproximando ﬁa,ragiﬁé termihal da cauda, o ﬁaatgﬁ auial_e
‘o axohens veaproximam-se, inexistindo a memgranar ochndulante
entre eles e também o filamento mafgiﬂal (Fis. 63}; MHa
pofggs mais distal (telomérica) da cauda o axonema niEo
apresenta baétﬁa associado (Fig. 6&4).

? A andlise dos cortes transverszais das
varias 'parcﬁea‘da cauda permitiu a construcio de ﬁm esquema
ohde e adotaram numerscles para as diferentes porgdes da
cguda {(Fesgqg. III).

Y parcﬁoomaia proximal da cauda (porg¢&o
1 agcmﬁtvarém—ﬁe centriolos (Fig. 5993, estruturas estas,
que muitas vezes podem estar embutidas numa invaginagio da
porgan  basal do nuclen (Fig. 55)..CGFEEE transveraais (Fig.

58 & longitudinais (Fiag. &) da rvregifo transicional entre o

g8b



centrioloc e o axdnéma foram encontrados, os quais foram aqui
ronsidevrados como caorpdsculo basal.

‘Hesta fase de diferenciagfo espgrmatica,
grande quaﬁtidéde ﬁe membyranas & citcélaama 530 eliminados.
NMa regifo da pe¢a intefmediéria @ caudal amplas wvesiculas

membranosas foram encontradas no @sPago extvracelular {(Figs.

52 e 617
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PFEQFVE3F4F¥ HIX

Cartesr.ultra~¥inos de testiculo de Hslé

Fénki._ Fixagao pelo glutaraldeido 3%, pds-fixaclo pelo

tetroxido

de dsmio 2% e acido tdnico 2%. Contrastagio pelo

acetato de uranila e citrato de chumbo,

FIGURA 53.

FIGURA S56&

Corte longitudinal de Espermitide. Mucleo (HY,
citoplasma (Y, bainha de mitocdndrias da PECE
intermedidaria (mi) e bastonete axial (bY. Nz

regide basal do ndcleo tem-se uma invaginacio do

Cenvoltdrio nuclear onde ce encontra o centriolo.

{c). Aumﬁﬂtolﬁi.eeéﬁ.

Corte longitudinal em espermatide. MNdcleo (N},
citoplasma () = mitocdndrias da PECE
intermédiéria {mi}. Na reaiao da pega

intermedidria encontra-se o axonema (a) e o

bastonete axial (b) bastante aproximados. Mesta
fase da espermiogénese muitas estruturas
membranosas (m} =80 encontradas no  ldmem  do

16culo. Aumento 32 .000x.






PRaNCHMAa XX

Cortes ultra-finos em testiculos de Hyla

ranki. Fixagio pelo glutaraldeido 3%, pos-fixaglo pelo

tetrovido

de dsmic 2% e dcido t&nico 2%. Contrastacio pelo

acetato de uranila e citrato de chumbo.

FIGURA 57.

FIGURA 58 .

Corte transversal em caudas de espermatides nas
vidrias por¢fies da mesma. Os ndmerocs de & a. 9
indicam as varias porges de cortes na cauda.

Por¢gdes 1 a 3 -~ proximal, porgles 4 a & -

mediana, por¢bes 7 e 8 - final e porgioc 9 -
telomdrica. - Muitas estruturas memhranosas
libevadase pelas espermatides. sio encontradas

entre as caudas (setas). Aumento 7.0@0x.

Corte transversal nas porgdes mais proximais da
tauda, regifio da pega intermedidria, {(por¢Eo 1).
Axonema (a2}, corpusculo basal (Cby,

micvrotdbulos (M) das celulas de Sertoli. HNesta

seccio o bastonete awxial €& pouco distinto.

Aumento 32, 280x.
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PRaAaNCHa XXI

-Eortes ultra-finos de testiculo de Huyla
ranki. FiwacgBo - peio glutaraldeido 3%, pds—-fixacio pelo
tetroxido de dsmio 2% e dcido ténico 24, Contrastacio pelo

. acetato de uraﬂiia:e citrato de chumbo.

FIGURA 99 . Corte Vtransversal ‘na peca intermediaria de
gspermatides (porgio 1. Qentrialo (cy, axonema
{a), bzstonste arxial (b)), mitocdndrias (m},
ndcleos (N) & microtdbulos das células de Sertoli

—#

{setas). Aumento 29 . 260w

. FIGURA 4% . Corte sagital na pega intermedidria de
| espermatide, onde a.regigo de transigio entre o
centriolo (c) & o axonema {a) pode ser observadsa.
Uma caﬂapfcua béinha de mitocbndrias (m) pode de

ser vista. Ndéleo (NY. Aumento PS5 508w
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FRANCHa XXII

Cortes uwltra-finos de testiculo de Hgia

rarki. Fixagio pelo glutaraldeido 3%, pos-fiwaclo pele

tetrdxida

acetato de

FIGURA &1.

FIGURA 42 .

FIGURAS 43

de dsmio 2% e 3cido tédnicd 2%. Contrastacio pelo

granila ¢ citrvato de chumho.

Corte transversal na porgao mediana da cauda
(povgio 4). 0 axcnema (a) e o bastonete axial (b)Y
s80 separados nhesta vrvegifio, por uma membrana
ondulante (me Y . Estruturas membranosas  de
eliminagio citoplasmatica (m) aﬁq cheervadas

entre estas caudas . Aumento 39.500x.

Corte _ transversal na peca- intermediaria
{(povrgiEo 2). 0 axonema (a) & o bastonete axial (b)
esti3oc muito aproximados e g%o envolwvidos pela

membvrana plasmatica (setajd, civicundados pela

bainha.de mitocBndvias (m) . Aumento 55 066w

e 64. Cortes transversais na ﬁorcﬁo final da
cauda (porcles B e 9). O b#ﬁtonete axial
%8 encontra muita épruximada do axonemz
{a) & na porgio {elomérica da cauda
(pargip 2 0 axonema se encontra sem

bastonete associado (t). Aumento 4¢. 266x.
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FRANCHA XXIII

Cortes ultra-finos de testiculo de Hyla

rankd. Fiwagdo pelo glutaraldeido 3%, pds-fixacio pels

tetroxide

&8 demio B¥ e Adcido tdmico 2¥. Contrastacio pelo

acetato de uranila e citrato de chumbo.

FIGURA 65.

FIGURA &4.

FIGURA &7 .

Caorte transversal da regiio mediana da rcauda
(porgio  6). Axonema (a), bastonete awial (b)),
membrana Gndﬁlante (mas. Proximo ao axonema
existe um. acudmulo de material eletrodenso de
forma trisﬁgular, que & o filamento marginal

{(seta). ﬁumeﬁtm 93‘?é@x.

Corte t%ansvé;sal da‘peﬁa intermediaria {(porgao
2. Axonema (a), bastonete axial (b) e bainha de
mitochHndrias (mﬁ. Quantidade consideravel de
citoplasma (¢} € encontrada nesta regifo na fase

imatura. Aumento 46 . 200x.

Corte transversal no axonema, que e um axonema
tipico de wvertebrado (2+2), Pféxima ‘a este
axonema, ha regildo do par 8 de microtdbulos,
existe  um filamento marginal de aspecto

tvyiangular (sefa). Aumento 178 . 800x
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EGQUEMa TII.

Representagio esquemdtica do filamento caudal
do éaﬁermatmzdide de Hyla ranki. Regifn
proximal (1, 2 e 3), Regifo mediana (4, § e
6), Regiio fTinal (7 e 8). & Regiio tﬁlwmériga
(9). 0 axonema (a) segue paralelamente ao bas-
t&o axial (bﬁ os quais na por¢gao mediana cao

separados poy uma membrana ondulante {(mo)

7






5_4! Espermiogénege anormal

Na andlise da diferenciacio eapermét?ca
ao microscdpio eletrdnico, algumas alteracfes do referido
processo foram detectadaﬁ"l

Dentre as slteracfes, as mais frequentes
s@ relacionavam com 2 fovrmacio do filamento caudal, os quais
58 apreesentavam com diferentes ti#ms de fusio dos referidos
filamentous (Figs. 71 e 7B).

Pouecas alteragfies a nivel huclear,
principalﬁente relacionadas com ahormalidaae5 na compactacso
crcmatinica he momento do alaongamento celular, fmram
detectadas (Fig. 70} e também um caso especitico de
espefmétide anormal Acom 7 axonemas associados a bastonetes,

nicleo & vesicula acrossdmica anormais (Figs. 48 & &%9).
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PRAMOCHMA XXIU

Cortes ultra~finos de testiculo de Hyla

yranki. Fixag3o pelo glutaraldeido 3%, pds-fixacZo pelo

tetrdxido

acetato de

FIGURA &8B.

FIGURA 69 .

.de dsmia E% e acido ténico 2Y%. Contrastacioc pelo

uranila e citrate de chumbo.

Ecpermatide anormal, com vesiculz acrossfmics

(Va) & nucleo (N de aspectos atipic&a.
Invaginagio anormal do nidcleg (ﬁétag). Aumento
32 . 066,

Espermatide alterada com 7 axonemas associzdos =
bastonetes eletrodensos {setas) tambeém Formados

de maneira anormal, Ndecleo (N}, Aumento 32, 000k,
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FRAEMOCHAS XXV

.Cortes ultva-Tinos de testiculos de Hyla
rankl. Fiwacio. pelo glutaraldeido 3%, pds-fixsclio eels
tetroxido dg demin 2% e dcido tanico RY. Contrastacao pelo

acetato de uranila e citrato de chumbo,

Lorte transversal em nucleos de espermatides com

=1
5

FIGURA
compactacio nuclear anfmala (setas). Nicleos

normais (N)Y Aumento 27 960x.

FIGURA 71 e 72. Fusao dos filamentos caudais. Axonemas (a) &

bastonetes awiais (b)Y, Aumento A7 .9980w.






5.5. Detece¢Bo de proteinns bidsicas pelo

E-PTA

& anélise dos cortes Qltra—?inaa .dos
testiculos tratados palm' E-RTaA révalou seletivamente =&
presenfa de proteinas nucleares bisicas das celulas
germinativas (Figs. 73 a 77) além das proteinac que compSem
o filamento marginél e bast3o axial no filamento caudal
{Figs. ?S.a g8i).

| As celulas do espermatocisto, isto €,
Eapérmétideg imaturas & espermatocitos apreaentaram—se. com
sEUS ndecleos podco  contrastados (Figs., 73 e 74y A
eﬁetrudansidade dos n&tieas Jovens ¢ dos Ccromossomos  dos
eséermatécitas foi baixa, este fato teve uma considerdvel

intensificacio somente apds o alongamento celulayry, quando as

gepermab idas =i alongamentao &  adiantazado gy au de
citodiferenciacio apresentaram alta concentracio da
proteinas T O riqueza em amincdcidos bdsicos, foram

evidenciadas pela E-PTA (Figs 75 e 74).
| Os ndclens das células de Sertoli e
citoplasma das espermitides em aiongaméﬂte apresentaramn
sempre uma baixa eletrodenﬁidade.g falta de contraste, nos
preparvrados submetidos a2 estes métodn {Figs. F3 e 74).
Os eapermatazéiﬁe%_maduros apresentaram
imagents variadas guanto A #letrodensidade nuclear, devido
Ao alto arau de compactacdao cromatinics e diferentes

intensidades de penetragio da molécula de PTA, restringinde

— . 105



a penetracio por vezes, somente as .memhraﬂaa 'acrassmmaiﬁ
(Fig. 77).

Cies CGMPDHEﬂtEﬁrda cadda foram altamente
reativos ao E-PTaA o'qué revela uma constituicdo proteinaces
com riqueaa' de aminoicidos hisicos em suz estrutura
molecular (Figs., 78 a Bi). Com esta metodologia pode-se
sugeriy uma ligacio entre o filamento marginal & o 89 par de
microtidbulos do axohema (Fig. 8i), fato este nioc detectado

pelos tratamentos rotineivros com uvanila & chumbo.
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FPRaAaMOCHAa XXUI

Cortes ultra~finos em testiculos de Hyls

ranki fiwxados pelo glutaraldeido 3% & desidratados pelo

E-PTA.

FIGURA 73. Baixa reatividade an acido  fosfotudnastico
(PTA) em espermatdcitds. Nldcleo (N), citoplasma
{3 g cromossomos (Or) . Aumento 25. 400k

FIGURA 74. Baixa reatividade an Acido Fosfﬂtdngﬁticm_
(PTA) em espermdtides imaturas. . Nidcles (N} e

citoplasma (C). Aumento 24.080x.
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PRANOCHS XXUTT

Cortes ulEra~Finos em testiculos de Hula

ranki fiwxados pelo glutaraldeido 3% e desidratados pelo

E-PTaA .

FIGURA 75.

FIGURA 74.

Alta reatividade a0 acido fosfotidngstico em

corte longitudinal de nucleos (N) de espermatides

en adiantadao grau de titodiferenciacio e
alongamentao. G5 setas  indicam a regifio do
acrossomno. O nucleo da ceélula de Sertoli ests

indicadn pe}a_letra 5. Aumneto 9.700x.

Corte transversal de espegrmatides ewm adiantado
grau de alongaments celular. Alta reatividads
ao PTa em nidcleons (MY, Citoplasma (LY e célula

de  Sertoli (8). Aumento 9.708x.
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PRAMNCH®A XXUIII

Cortes ultra-finos em testiculos de Hyla

ranki fixados pelo glutaraldeido 3% e desidratados pelo

E-FTa..

FIGURA 77 .

FIGURA 7B.

Carte transversal em espermatozoides maduvros.

Qevido a0 alto grau de campacta;&o nuclear, os
nicleos (N) apresentam padrBes diferentes de
penatra¢50 do FTA, inclusive na regifo das
membyanzas acrossamais (Ma)., Acvossaomo (A} =
microtubulos citoplamé?jcms _(Hi). | Aumento
4B 500,

Lortes transversais nas varias porcoes ‘da cauda :
mostrandao pasitividade ao PTA na regiio do
filamento marginal (fm), bastiao axial (b)) & no
interior das membranas ondulantes (mo) . Axornem:a

{al), fumento 36.4600x.
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PRaMNCHA XNXIX

Cortes ultra-finos em testiculos de Huyla

rankd fiwxados pelo glutaraldeido 3% e desidratados pelo

 E~PT4.

FIGURA 79 .

FIGURA BO .

FIGURA 81.

Corte transversal na rorcio mediana das
caudas. A positividade ao PTA ocorre nos bastfes
axiais (b)), filamento marginal (fm) e no iﬁterior
das membranas ondulantes (mo). 0 awxonems {z)

apresenta-se pouco contrastado. Aumenta 61.800x.

Corte transversal em porcSo medianz g Final de

caudas . Reatividade ac PTA nos  filamentos
marginais  (fm), bastio axial (b)Y & membrana
ondulante {mo). Baixo contrascte nNos axphemas

{a). Aumento 4B.460x .

Corte transversal na porcSo mediana da cauda. Na

altura do 8° par de microtdbulos do axonems pode-

e nobar uma pequenz ligagio destes a0
filamento marginal (fm) indicado pela seta,
Bastio axial (b)) 2 membrana ondulante (mo)

contrastados pelo PTA. Aumento 1067 . 400w,
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DIsSCUSsSX0

i.0Ovganizacio tecidu=znl dos

tewaticulos

A ahélise dos nossos resultados
referentes aos tortes seviados em parafina  ,  nos
permite dizer que a disposigio das células germinzativas
nos testiculos de Hylas ranki se dd de maneira tdbulo-
locular, istao 2, o tecido seminifers se apresenta
tubular, no sentido de ser continuamente interligadm‘
Entretanto Est95_ tibulos apresentam-se expandidos de
maneira _esFérica assemelhando-se a um  “colar de
contas’, sendo no  interior degstas esferas  bem
desenvolvidas que ocdrré toda a espermatogénese.

DUELLMAN & TRUEB (19B84) ja hawviam
descrito esta morfologia tubulo-locular para os
testiculos dos anfibios, entretanto enfocaram &
.morfalmgia dos testiculos de urodelos. Além de nZo
exigtiv referéncia mais profunda a respeifto da
histologia do odrgin pars anuros, existe apenas uma
andlise estereoscopica deste drgio.

B ALMEIDA & CARDOSO (1983) referem-se
em. S 'trabalhc, que a eép&rmiagéﬂese do  anuro Hyla
fuscovaria ocorre no interior de tubulos seminiferos,
sem mencionar a existéncia de protuberancias esféricas
dando o aspécto locular ao tubulo. Esta interpretaﬁﬁm

poderila estar baseada no fato quas estes autores
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dilaceravam os testiculos para - remopver ot
espermatozdides de seu inferiqr 2 NAn promoveram nenhum
estudo histoldgico do draip.

As granulaghes esféricas bbservadag.
na anéii%a macyoscopica dos fésticulﬁs corvyespondem aosg
ldculos seminiferos muito desenvolvidos no macho
éduitn, podendo estas esferas inclusive ser ohbservadas

a olho nd pela transpar&ncia da capsula testicular.

2. Aampectos atruturale & wltrme
estruturais  das celulas

germinativas

Em  HMyla ranki a produclio dos
espermatozdides nos 1dculos seminiferos & constante e
de. maneira continua, isto €, apds o amadurecimento
Gexual do  animal as células da linhagem germinativa
sofrem continuas.divisSes e diferenciacbes ao longo de
toda a épa;a reprodutiva da papecie.

Outros anfibios, camo éalamandras e
alguns anurpgs podem apresentar‘a espermafugénese e
espermiogénesse sincrdnica, - isto g, as células

germinat ivas .comegam a se dividiv e a se diferenciar

resultando num amadureciments quacse uniforme dos
espermatozdides ne interior dos testiculos. Este
acontecimento culminaria com é¢poca de maturidade
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reprodutiva' da espécie, a qual estaria -em ambiente com
recurﬁcé favordvels para a reproducio (WORTAM et alii,
1977 e ORIFFITHS, '1942) .

Eséudmﬁ a microscopia de luz, em
cortes em. paratina de testiculmé de anfibios sfo

relat ivamente raros. No levantamento bibliografico aqui

apresentado nao encontramos referéncias a eata
metodologia, talvez pela dificuldade de identificacso
das celulas germinativas imaturas devido =& alta

_retraa%a tecidual no prmcéssamantd do material ou nao
decorrer do metodo. - |

Neste trabalho a wutilizag3o d=a
referida metodologia se deu somente no processamento
das fécnicaﬁ citaquimicés (azul‘deAtoluidina,a rH 4,0 é
PAS)IQ para a descricio histoldgica do drgﬁn atraveés d=a
colara¢io por hematoxili'ﬂanuemsina1 5015 é muito dificil
a identificagio das celulas germinativas neste
material. |

A identificagio das células
Qermiﬂativaﬁ 7'4 espermatogbnias, espermatdcitos,
espermatides e ecpermatozdides foi facilmente realizada
e microscupia de luzx utilizando-se da metodologia de
cortes semifinos dos testiculos incluidos em_EpDﬂ~818.
Muitos -autares wvém utilizando eéta metondologia para
descrevery a espermiogénese de animais como Rana pipiens
na gqual ZIRKIW (1971 Eafudﬂu o comportamento nuclear

durante a espermiogénese e Pachuymedusa dacnicolor na
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qual RASTOGI et alii (1988) fizeram eatudbs
morfolodgicos das células germinativas.

A classificagio das = c¢élulas
germinativas de Hyla ranki foi teita de acordo com os
resultados reportados por RASTOGI et alii (1988) devide
a grande semelhanfa das celulas e pela proximidade

filogendtica das espécies .

2.14. Espermatoglnias

A analise dos cortes semifinos e
ultra-¥finos revelaram que as espermatogdnias primirias
e secundarias 830 ceélulas bastante volumosas & com os
seus ndcleos de formea irregular. DNladas as mitoses
sucessivas, estas Céiu]aﬁlse acumulam sempre associadas
s células de Sertoli formando ambloé espermatocistos .
E e =a partir destes espermatocistos que a divisio
meidtica  ocorre sincronicamente para originar as
pspermat ides .

As espermatogbnias primirias s3o
denominadas por putros autores como “espermatugéniéa
residuais™ (NITSCHI‘ 1924 apud REED & STANLEY, 1978)

‘poOY  serewm encontradas em testiculos de machos adultos
com grande fregiéncia de espermatozdides maduros no seu
interior. A denominacao “espérmmblastﬂz“ (RQSH, 1941
apud REED & STANLEY, 1972) também foi utilizada devido
a seu alto grau de indiferenciacBo. Entretanto REED &

STANLEY (1%972) adotaram uma terminologia que abrange
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ambas .~as defini¢Bes, denominando tais céiufas de
“células germinativas primordiais'.

0 termq “eapermatogﬁnia primaria”
tem sido utilizado atualmente tam mais freqgiénecia pelos
autores, por isso adotou-se o termao neste trabalho.

Ag espermatogdnias sio celulas
bastante volumosas, tendo até muitas VEZES, O dobrﬁ ou
o t;iplo das demais celulas em diferenciacin. Isto Pode
ser isto ltantc na micrescobi; 3& luz como wltra-
esfruturaEMEﬂte. Seu ndcleo ¢ bastante irregular e se
ctora fracamente pelo azul de toluiding, quando em -
cortes semifinos. As massas de cromatina condensada
vistas ao miaroﬁcdﬁia Aeletf&&ito tambeém éﬁol vistas
puatualmente & micrmacmeia de lu=.

0 - grande tamanho e ‘.mnf¥olagia
ir%eéular multilobulada do ‘ndciep, atarreta uma
dimiﬁuicﬁg da drea citoplasmitica, a qual apresenta
oréaneiaﬁ como mitocdndrias, reticuloc endoplasmiatico e
ribossomos por enktre os ldbulos do niclea.

Em associagio. as espermatogdnias
primivias -e secundarias (células do espermatocisto)
LEm-se ceéelulas de Sertoli com caracterrsticas de
celulas produtoras de hormbnios.

) Freqientemente S Jungbes enfre
células da linhagem germinativa e células de Sertoli
e%n  encontradas na andlise dos cortes ultfa~finm5_ de

Hula ranki. Este tipo de jun¢io n3¥o foi detectado na
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andlise ‘feita - por RASTOGI et alii (1988), os quais
detectaram apenas .jun¢Bes entre células de Sertoli e
ﬁrnpuzeram inclusive a existéncia de uma barreira
ciética através da %posicﬁo destas célglas.

RASTOGI et alii (19688) encontraram
além de espgrmataganias primarias e secundarias
tipicas., ceélulas semelhantes em estado adiantadcl ge
degenevra¢80, as guais foram chamadas pelos zutores de
"espevmatogdnias primdrias em degeneraclo”. Em  nossas
andlises encontramos tais células, com amplés Qeaicuiés
e membranas rompidas, entretanto nio podemos afirmar se
é presenga de tais celulas & fato natural ou se o
artefato - de fiwxaclio ou ‘produzida ate mesmo  por
"stress’ & dque o animai tenhé sido submetido durante o

transporte da area de coleta.

2.2. Espavrmatdcitos

0s espermatdcitos s35o0 muito pouco

abordados na literatura analisads, ASSLN COmMO  as
sspermat ogbhias . Poucos autores gquando araliszam a
espermat cgénese, se refevrem 4s células hapldides, as

espermat ides, e vreportam as diferenciacBes ndcleo-

citoplasmidticas durante a espermiosfnese.

Em cortes semifinnsg os
egpermatdcitos puderam sey observados em amplos
ecspermatocistos com grau de compactacio nuclear

crescente até a formagio dos cromossomons metafasicos,

ine



05 quais foram os mais facilwente identificados .

Da literatura citada e cansultada
somente trés trabalhas tratam com detalhes sobre a
gstrutura das' espermatdcitos, tanto em andlise &
-microacapia de  luz (RABTOGI et alii. 198B), como em
seus aspecéas ultra?estruturais (RASTOGI et alii, 1988;
REED & BTANLEY, 1972 e CAVICCHIA & MOVIGLIA, 1982) 

s nossos resultados corroboram os
acima citados, pois as células ‘apresentam
caracteristicas bastante similares mesmo em se tratando

de sspeciss diferentes.

No estdgin inicial de
espermatocito, isto &, antes do inicio das divishes
meicticas & dificil + dizer  s& as cglulas 850

espermatdritos ou EEPEFmatGgﬁﬂiaﬁléECUﬂdéTiaS; qul hos
utilizamos a semelhanga do matsrial nuclear como
parﬁmetro_de identificacSo. HNa eﬁtantm, RASTOGT st slii
(1988) classificaram tais células pelo tamanho até 1,8
vezes maior emrrélacﬁa aos nucleos das espermatoghnias
sgcundarias. |

CAUICCHIQ & MOUVIGLIA (1282}
.utilizaram como pariametro de identificacio dos
espérmatdcitas a grande guantidade de complexos de poro
no envqltdvio nuclear em eétudog por réplicas de
criofratura .e a presenga de grandes complexos
sinaptonémicos ém cortes ultra—+finos. Também

detectaram, gue & medida que a cromatina ce compacta, o
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numero de complexos de porb diminuem na 5uper¥icie do
envolt orio nuclear doé espegrmatocitos.

A presenca de grandes complexos
sinaptonémicos garante é identificaysio dos
eapermétécitas no infcio da divislo meidtica, inclusive
tal estryutura foi tambeém pari@metro de identificacio
para REED & ST&NLEY-(;??E).

Em  Hylzs faﬁki, muitag grganelas
membranosss podem sa acumula? jnés pra5imidades do
ndﬁlen, como reticulo endoplasmidtico, complexo de Golai
g vesiculas golgianas, e no envoltdrio ruclesr grande
qﬁaﬂtidada de poros puderam ser identificados. Nestsa
fase muitas proteinas sio aiﬁtetizadas, priﬁciéalmeﬁte
as nucleares, as quais <¥o elaborvadas pela maquinaria
citgﬁlasmética e écﬁsivelmente passam para d.ﬁ&éien-via
cuﬁpiexos de poro.

Tambhém, o - espermatocitos
seéundérios podem sev  facilmente distintos dos
espermat ocitos pyimérios selo - tamanho .Sempre menar
destas ceélulas, que tém seus difmetros aproximadamente
reduzidos rpela métade. Outro fator de identificag&o
destes espermatdcitos secundarios 6 a inewxisténcia de
complexos sinaptonémicos nos nicleos. HMesmo na andlise
dos cortes semifinos estas células sio aparantemeﬁte
meEnores quando as obgervamée a0 - interior dos
espermatocistos, os gquais aprasentaﬁ grandé sincronia

na divisio celular.
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Na andlise histolodgica e ultra-
estrutuval dos espermatdcitos de P, dacnicolor, RASBTOGI
et alii (1988) detectaram a presenca de pontes
citoplasméticas entre eatas ceélulas as quais fortalecem
a interpretacio da grande sincronia celu}ar no interior
dos espermatocistos. Entretanto em Hyla ranki, pontes
citoplasmiticas ndo puderam ser déteatadaa nos coftea
aﬂaiisadma, emboré nixs  cortes semi—¥inqg, algumas
sugestBes de pontes citoplaaméiiqag EhtTE”ESPEFmétidES
tenham wido observadas.

& presenca de volumosas vesiculas
associadas a0 envoltdrio nuclear pode sugerir uma
arande quant idade -de 'traaéﬁ ndclem—citoﬁlaéméticaﬁ
nesta fase, ou ainda a g]imingggn de membranas internas
que poderizm ter se fusionado ao EﬂVG}tdFid‘HUE]EBF a0
invés de serem eliminadas dos espermatdcitos, além de

Hina maimrriabilidade das membranas do envoltorio nesta

fase que precede a divielio meidtica.

2.3, Espermitides
As espermatides s30 células

haploides originadas da segunda divisio meidtica dos

gapermatocitos. Estas células passarfo por um processo
de diferenciagdo nucleo-citoplasmidtica, no qual as
células de Sertaoli tém um paepel fundamental na

reabsorcdo e rvemodelagio espermdtica para ovigilhnar o

esparmatozdide, A ecte pProcesso denomina—-se



espermingénese, processo este pelo qué] as esgerﬁétides
esféricas do espermatacisto se alongarao e formaric
feixes organizados de espermatozdides com as caudas
uoltadae para o .lumen &m léculo seminifero e as cabecas
em int imo confaata com expanses citoplasmaticas das
células de Sertoli.

0 ﬁrocesam da espermingénese 2

muito importante pois € nesta fase que as  principais

organelas especificas dos espermatazéides s5p
sintetizadas e organizadas, como  por exemplo o
acrosSomo, a bainha do mitocdndrias da pEca

intermediidaria # a2 cauda com seus anexos protéicos.

£.3.1. Formacle do serossomo

| Mo Processo citoplasmatico qﬁe
envolve a formagdo do acrossomo, cisternas do complexo
de Golgi Tiberam muitas vesiculas pequenas que com SUAL
fusBes originarSo uma ampla vesicula acrossdmica. Esta
‘se encontra no pql@ oposto da regifoc de origem da
cauda .

No Erocesso titoplagmdtico de
formagdo do acvossomo de espermatozdides dos anfibios
Xenopus laevis (REED & STANLEY,1972) = Paéhsmeduga
dacnicolor (RASTOGI et alii, 1988) foram reportados
alguns resultados semelhantes aos da formacdo do
acrossomo  em  H, ranki,; entretanto, RASTOGI &t wlii

(19881 detectaram a presenga de um material fibrilar



eletrodenso no interior da ampla vesicula acrossémica
pela metodologia convencional de contrastacSo pelo
acetato de uranila e citrato de chumbo. Este vesultado,

difere dos achados de REED & STANLEY (1972) e dos aqui

apresentados onde, com a mesma metodologia,  nio se
detectou material eletrodenso no interior das
vesiculas, parecendo que estas se encontravam vazias.

Estes vresultados podem ser interpretados como remoglo
de material durante o processo de fiwa¢io, desidratacio
ou baina eletrodensidade natural dos componentes

macromoleculares das wvesiculas que ni3o se contrastan

nem pela uranila, nrem pelo chumbo, Entretanto, meswmo
ccom a ‘diminuicEo em volume do ACrossomo, de
espermatozdides, 0 conteddo acrossdmico permaneceu

élétraldcido, sugerindo ser caracterisfica esta baixa
e}etrodensidade dos dcrossomos de alguns anuroé.

A depressio do envoltdrio nuclear e
a eletrodensidade alta da membranz acroscomal que se
colaba a0 envoltdrie nuclear deprimido foi também
detectado por REED & STANLEY (1972) e RASTOGI et alii
£1988) . Entretanto estes autores n8oc reportam a
existéncia de membranas acréssomais em espermatides
imaturas, encontrando-as nas espermitides com estddio
adiantado de alongamento nuclear.”

A diminuigdo da vesicula acrossomal
en tamanha‘ e volume € muito arande, a ponto  destas

ocuparem a regiio mais apical da cabega dos

ig2s



espermatozdides,  regifo esta que foi denominada por
PICHERAL  (1972b) de coifa acrossomal, definindo tal

regiio comp A pcrcio mais apical do acrossomo onde

estariam, em. maioy concentragio, as enzimas
acrossomals . Partindo da regi@o da coifa acrocsomal o
autor descreveu uma grande quantidade de membranas

acrossoials envalvénda parte do ndclen.

S&4HDOZ (1976) estudando 0
anfibio Discoglossus pictus com técnicas ;itqquimicgs
para proteinas acrossomais reportou que ja na fase de
espermatécito as cistarnas golgianas %50 osmicfilicas e
aprﬁsenfam indicios de que serio responsaveis pela
“formacEo SD ACTOSEOMD POis éﬁ;ﬁt& positividade a resgio
citoquimica para o proteinato de prata.

Também este autor descrevey as
etapas da formag3o do acrossomo, as quais s50 muito
semelhantes as descritas e discutidas aqui. No entantp
na espécie de anuro estudada por ele, assim como e
‘aves (PHILLIPS & ASA, 1989) e tartarugas (SPRANDD &
RUSSELL, 198BbL), hd presenca de uma haste protéica
ﬁigitifarme que invade o nidclen segundo o eixo maior do
espermatozdide. Nio ewxistindo membranas separando o
ACYOSSOMO .da haste, os autores acima discutem.a origen
desta haﬁté« de proteinas filamentosas como sendo do
PrOpPrio mCrossomo.

FURIERI (1975) estudando o anfibio

anuro Bombina variegata demonstrou a peculiaridade dos

e ’ iEs



espermatozoides  desta espécie, os quéis apresentam um
aspecto  piriforme € o seu acrossomo @ cilind;ico, com
0s constituintes internos ?ibriiaréﬁ muito Drganizados
e apresentando . taﬁbém uma haste que penetra para o
interior do ndcleo.

A diminui¢io do volume acroscomal e
o posicionamento do mesmo na por¢ao mais apical da
cabega, formandoe o capuz ou coifa acrossomal nos
anfibios P, 6&€ﬁi£§lar (RASTOGI et alii, 1988), X.
laevis (éEED & STANLEY, 1972), D, pictus (SANDOZ,
197%) e Pleurodelis waltlid (PICHERAL; 1972b) pode ser

interpretado como decorrente de uma grande pevda de

“dgua e membranas pela wvesicula acrossfmics - AS
membyranas . podevriam ficar assoctiadas a0 envoltdrio
nucliear aumentando ainda mais a quantidade de

membranas acvossomals nos espermatozdides maduros .

2.3.2. Alongamente e compactagBo do msterial nuclear e
processos citoplasmdticos associados

0 - alongamento celular tlas
espermatides e a perda de material citoplasmatico
destas células no .pracegsm de espermipaénese estio
intimamente ligado a célula de Sertoli, ténto que
RASTOGI §t7~a1ii (1988) mencionam estas células como
sustentaculares, nutridoras e mantenedoras do processo

de espermicgénese e dos prdprios espermatozdides.
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As - celulas de Sertoli que
entremeiam  as espermétidés por  prolongamentos
citoplasmaticos, ainda nos espermatocistos apresentam
uma grande quantidade de microtubulos, que auxiliariam
no prbcesao de alongamento ﬁelularﬁ 4 medida que as
espermat ides se alongam os espermatocistos deixam_ de
cexistiv  para formarem feixes altamente orgamnizados de
espermat ides em alongamento.

Os microtdguioﬁ sg polimerizam de
acordo cbﬁ o eixo de alongamento das espermatides
(RASTOGI et alii, 1988 e REED & STANLEY, 1972). Tais
gstruturas sio muito mais abundantes nas célqlas de
Sertoli que nas espermatides. |

S5PR&ANDO . & RUSSELL (1768a)
détecfaram que aé rélulas de Sertoil, em aiguns Casos
estudados, recebem agvrande influéncia &e horménios
gonadotroficos humanos . Quando . tratadas
experimentalmente por estes hormdnios, estas celulas
sio estimuladas .a se dividirem e consequentemente
aceler;m o processo  de alongamento e maturagdo
espermatica, além de promover um aumento da liberacio
dos espermatozdides maduros pafa.c ducto de. Wolffian,
Ds animais que nio sHo submetidos & injecles dos
horménios nio apresentam alterada a etapa de
alongamento e liberagao dos espermatozéi§95 para o
ducto de wblf€ian, nem aumentada a quantidadg . de

ceélulas de Sertoli por ldculo testicular.
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A grandé quantidade de wvesiculas e
membranas libevadas das espermatides para o lumen do-
loculo ﬁeminiferq, que serio fusionadas e reabsorvidas
pelas células de Sertoli podem zer liberados das varias
.garcﬁes das espermatides em alongamento, istao &,
cabhega, peéa iﬂtermédiéria e cauda. incluaive, quando =
massa membrannsa ¢ eliminads a partir do ?i]aménto
caudal RASTOGI et alii (19B8) denomina estas massas de
membranas em degeﬁerac%o, entretanto estas também serio
reabsorvidas pelas células de Sertoli. Assim como no
trabalho de RASTOGI gt alii (1988), a degeneracio de
membranas foi também detectada ﬁag VArias paraﬁegl das
gspermétides de Héyla ranki. No entanto a PECa
intgrmediéria e a bainha de mitocdndrias presente nesta
PEGCa fevrmanece integra._ﬁs autcréé acima deécrevem wata
degeneragdo parcial (semilunar) ou total da bainha de
mitocondrias e pega intermediaria.

SPRANDO & RUSSELL (1988a)
demonstraram métématicamente gue a reducao do material
ﬁitaplaﬁméticé 450Fridas pelos espermatozdides em Raha
cateshelana € de 93,3%, quando comparad@ com o wvolume
.citoplasmatico das espermitides. A reduclo da area
nuclear e de 76% no volume de espermatozdides quando
comparados com o yulume nuclear espermatides jovens.

A grande quantidade de microtdbulos
polimerizados naé celulas de Sertoli durante a

espermiogénese foi uma das fungdes atribuidas por
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BERNARD & HODGSON  (1989) 4s lamelas  aneladas
encontradas nestas células em morcegos. Em  Hyla ranki
ndo debtectamos lamelas aneladas em células de Sertoli,
contudo lamelas desenvolvidas com ribossomos sderidos A
face éxterna destasn faram‘enﬁantradés em espermitides
com adiantado grau de compactacio e a}ongamenta
nhuclear .

Sabe-se que gata organela &
cumumenté_ encontrada em céiuIa% cuic desenvolvimento e
diferanciéaﬁa Se pyYocessam em curto espago de tempo e a
fungio pode estar associada a producido de tubulina
(QERﬁARD & HODGSON, 1989). Entretanto muitos autores
discutem ainda a fun¢io desta organela, & ate sugefem
qué'egta seja apenas um. acdmulo organizado de restos do
_ eﬁvoftéria nucléar, " sem uma fungio -datermiﬁada
(CAVICCEHIA & MDVIGLIA, 1982). Ho entanto ﬁﬁa excluimos
a . idéia de BERNARD & HODGSON (1989), porgue nas
eséermﬁtides, mesmo alongadas, de H, ranki encontraram
microtubulos polimerizados imediatamente aposto ao
ndclaore no sentido do alongamento celular.

0 processo de camﬁacta;ﬁo do
material nuclear se deu de forma continua e Fomogénea,
isto &, fibras muito finas e-contércidas apareceram.se
agreagando uniformemente em cada etépé do alongamento
celular, o que estda de acordo com os dadas de ZIRKIN

L

(1971) & DALTON et alii ¢1989).
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4 substituicin de proteinas basicas
histdnicas por protaminas, poliargininas ou polilisinas
sera discutida no subitem de métodos citogquimicos para

proteinas basicas.

2.3.3. Desenvolvimento do filamento caudal

Pelo alto g}au de diferenciagio dos
espermat ozdides, . estas - células apresentam morfologia
bastante wvariada, quanto as partes celulares (cabec¢a,
pega intermediaria e cauda).

_Dentré as partes do egpekmatmzﬁide
titadas, aquela que apresenta uma maiar diferencia¢gio e
variabil idade & n‘¥iiameﬂto caudal, tendo em vista a
gfanﬂe quantidads de' anexns' pfutéicms' e _adereccé
memb%aﬂﬁaaa que esta regilo Apmde aprésentar nos
diferentes anfibios jd estudados.

& cauta dos espermatozoides dos
vertebrados  apresenta um- axonema tipico que €&
caracterizado por 9 pares de microtdbulos periféricos e
é centrais dni;as (9+2) . Muitos animais apresentam este
axonema sem henhum anexo caudal como por ewemplo os

'ésipe%matozéidea do anfibio  Xenopus laevie (BERNARDINI
et alii, 1984). J§ outros possuem suas caudas ricamente
circundadas pory acessorios protéicbs e ou membranosos.
£ o0 caso dos mamiferos com as fibras densas (FAWCETT,
1275 opu entio dos peiﬂés teledstens aque apresentam

expansfes laterais de membranas, como verdadeiras
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“abas®” (THIAW et alii, 198B6}.

Nos anfibios a ultrauestfutur# do
filamento .caudal dos Qspermatozdiﬂes foi wvastamente
estudada, priﬁcipalﬁente em salamandras (PICHERaL, 1972
a,c; HNICANDER, 1970¢; WERNER, 1970 e BARKER & BAKER,
19781} . MNestes animais a ultra-estrutura do filamento
caudal ¢ bastante complexa e consiste de estruturas
proteicas acessdrias ao axonema, as quals podem assumiy
a forma de bastio a#ial muito desenvolvido que, em
corte trahsver5ai, tem Fformas circulares, ‘geﬁilunareg
ou até mesmo de Ancora (BARKER & BAKER, 1570).

0= anexos caudaiS de salamandras
‘sHo t&Xo constantes que PICHERAL (1972a) denominou-os de
filamento de suporte ao basgﬁo axial que €& bastante
fiéido e compacto, podendo ser distinto da primeira
cestrutura, 0 bastﬁo. axial € a Massa rprntéica
gletrpdensa  que segue toda a extensio da éauda. a
filamento marginal & asgquele que se encontra aposto ao
‘axonema e opostamente posicionado ao bastio axial.

Em - anfibios anuros estes
componentes podem variar bastante quanto & sus
existéncia e morfologia (NICQNDER, 1979, CaVICCHIA &
MOVIGLIA, 1982; BERNARDINI .gt alii., 1984; SANDOZ, 1973,
DOLDER & CARDUOSO, 1988 ; DALTON et alii, 1989).

A diferenciagio da cauda dos
espermatozoides dos anfibios anuros € bastante complexa

g pouco conhecida, embora muitos autores ja tenham—na
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estudado .

0s anexos caudais deate% animais
sﬁq constituidos pasicamente de bast3o awxial, o qual
pode atingir ate 5 quadruplo do didmetro do axonema
(RASTOGI et alii, 1988), e apresenta membrana ondulante
e filamento margina}.

Nossos achados sfoc muito comuns aos
reportados pelos outrvres autores, entretanto algumas
variagoes gquanto '30  tamanho e posicionamentno das
estruturas anexas foram encontradas. |

A origem do axeneﬁa foi ohservada a
partir do centrioclo distal o gqual se encontra
longitudinalmente disposto de acordo com o eixo de
alongamento e polimerizagcio dos microtdbulos do axonema
é consealientemente do alongamento celular. MNa transi¢io
do centrioclo para o axonema pdde ser ﬁbﬁﬁ%vadm um
ﬂiséreta.,acdmuln de substincia eletrodensa. PICHERAL
(1978c) detectou uma massa densa desenvolwvida &
conspicua em torno do centriolo e na transigio para o
axohema @a gqual denominouw de material pericentrioclar.
Ele propbe que seja a partir desta massa que se origina
o bastdo axial.

WERNER  (1970) sugere aque este
acimulo de . proteinas em torno do centriolo tenha
homologia com o adjiunto do centriolo dos insetos e
fibras densas dos mamiferos. Em nossos achados nio foi

passivel detectar se realmente a discreta massa
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protéica elet%adensa, que muitas vezes maﬁéara a
visualizag3o dos "triplets” do centriolo ou énrpdsculo
b#sal; originariz ou n3o o bastio akial.

| Logo abaixo do centriolo, na porgao
mais proximal do axonema, o bast3o axial ja podia ser
observado, estando este aposto ao axonema na altura do
82 payr de microtubulos do referido axonema. Este
basti3o, =20 longo de toda a pec¢a intermedidria &€ aposto
x0 axonema e bastante interligado a ele, nio existindo
portanto a presenca de membrana ondulante nésté regiﬁs,'
fendmeno reportado  por  DALTON et aiii (1989 em
ﬁdcntcphrsnuﬁ cultripes e nao detectado em
Pachumedusa dacnicolor (RASTOGI et alii, 1988). _Este
autar detectou a prese%ga de.membrana ondulante ja na
peca intermedidria, fenbmeno este, também reportado por
SANDDZ (41973), estudando Discoglossus pictus.

. Em Hyla ranki o diametro do bast3o
axial permaneceu constante desde sua origem maié
proximal ate a porgaoc mais distzl, sendo menor,
aproximadaments duas vezes en didmetro, que é FXONEMA .
Entretanto este fatpo &£ bastante wvaridvel entvre as
ecpecies estudadas. Em P, d&:nicolar o hastd3o axial
afila—se“é medida que progride para a regifio distal e @&
muito maior gue o diématto do axonema, podendo chegar
ateé aproximadamente ao quadruplo do tamanho daquéle

{RASTOGI et alii, 128B). Em [, pictus este permanece

constante ao longo de toda a extensio da cauda ¢ tem
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aproxXimadamente 0 dobro do diametro do axonema (SANDDE,
1973) e en 0. cultripes o bast3o € pouco maior e
permanece com seu difmetro uniforme ao Ionge de toda a
extensio caudal (DALTON et alii, 1989).

- A membréna ondulante se  faz
preaehte~ em todas as especies de anuros acima citadas
sendo maior ou menor a sua extensio na dependéncia da
disténcia entre o bastao akiél g O axonema, que pode
Variar éependendm da eapécie e%tédgda. Mo .entanto este
aumento brugressivo g depois regressivae da membrana
ondulante® nfio fol estudado pelos autores acima, emboras
eata,caracteristita_pudesse ser responsavel pela grande
variagio neste anexo caudal. |

Em . Hula ranki a membrana
ﬂﬁdufante sUYrge !apds'é pega intermediéria;- quando o
axonema e o bastio emergem da célula ‘para formar
verdadeiramngnte s cauda. Ectas estrutuvras s separvram e
enfre elas aparece a membrana ondulante. Com o
surgimento da membrana ondulante distingue-se também o
filamento ‘margiﬁal que assume a forma triangulay em
secgao  Eransversal e se encontra aposto ao 8¢ par de
microtubulos do axonena.

f presenca darmamﬁrana ondulante &
universal para os filamemios caudais que apresentam
acessorios em forma de baatﬁo; entretanto  &m P.
dachicolor (RASTOSBI et alii, 1988) e D, Pictus (SANDOZ,

1973y - ela ja existe, na peca intermediaria, no
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momento da origem do bastZo. Em Q. cultfipes (DALTON gt
alii., 198%) se origina com o afastamento do axonema e
bastio axial fora da pegca intermediaria.

0  filamento marginal & tambeém
encont vado nos animgis actima vreferidos, entretanto pode
variar na morfologia.

Em 0. eultripes tal filamento
parece ser interligado. ao bastio axial percorrendo a
ligacio pela membrana ondulante & nio aprecsenta forma
triangular. Este filamento marginal se encontvra na
altura do 32 par de microtibulos do‘axcnema (DALTON et
\‘alii, 1989). Morfologia bastante semelhante pode ser
observada em [, pictus (SANDDZ, 19733

Em .Hglé raﬁki o filamento marginai
é triangular como em P dacnicdimw,Ana :éntanto ‘esﬁe
diminui consideravelmente‘ de taménho a medida que
caminha pavras a regifio distal da cauds (RASTOGI et nlii,
1988) .

Em Pleurodelis waltlii, PICHERAL
(197Pa) determina a posicic do filamento marginal
apostoc ao B9 pér de microtubulos opostamente Ioca}izadé
& membrana ondulante e bastZo axial.

Nas publicacles de GATEMBY (1961),
NICANDER (1978), SANDOZ (1?73379 RASTOGI et alii (1988)
as micrvografias de axonemas apresentam-se com aumento
pequanc nio sendo possivel determinar com precisio a

pOSicCHO do filamento marginal em relagao aos
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microtdbulos do -axonema. Entretantb, analisando os
ﬁchadua de DALTON ‘et alii (1989) e PICHERAA (1972a)
parece niﬁ haver Ia;alizacﬁo pre?eréncial para urodelos
ou anuros,. tendo em vista que H. ranki apresenta o
filamento marginal no B2 par de microtubulos, local
onde PICHERAL (19?83) caracterizou seu posicionamento

em urodelos.

Na espécie aqui estudada, existe
uma ovrganizagiao breferencial das taudas dos
espermatozdides no interior dos 1dculos semiﬁiFerus,
isto - &, u arrajo espscial de fal EGriEe  gue as
membranas ondulantes se empilham ficando 05 axonemas
todos empilhados de um lédo e ns bastdes. axiais de
outro. Este arranjo morfoldgico empilhado nos permite

dizer que o ba;tﬁo arial segue paralelamente o axonema
em quase toda a sua extaﬂsﬁo, fato também repoftadn pPOY
CAVICCHIA & MOVIGLIA (19B8B2) em estudos de vréplicas de
cyriofraturs nos espermatozdides de Bufe arenarum e
DOLDER & CARDOSO (1988) em cortes ultra-finos de
testiculos de Hgla caldarum. Em 0. cultripes (DALTON et
alii, 1989) e P, dacnicolor (RASTOGI et alii, 1988) os
autores nio detectaram esta afganizacgo morfologica das
caudas dos espermatozdides e descrevem uma
disposig2o helicoidal dos bastdes em torno do axOnema.

Com rvelagio a pega intermediaria
dos‘A espermatozdides, nenhum dos autores acima

referidos, descrevem que ela desapareca ou se@ja
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reabsorwzida- pelas celulas de Sertoli durante a
espermiégéﬁeae, exceto RASTOGI et alii (1988) que
reporta uma diminui¢8o ou perda parcial, ou até mesmo
total desta porgio nos.espermatazéidas maduros .

A presenga de aéesadriaﬁ nas caudas
dos espermatozdides de anfibios torna tal cardter muito

importante no estudo de aspectos filogenéticos das

especies, entretanto, - comente a analise ultra-
estrutural -os farem confidveis, porque o reduzido
didmetro do bast3ao axial ou mesmo a disposicBo

helicoidal ou paralela do mesmo em relagdo ad aronema
‘pnde levar a conclusbes errineas ou n3o precisas a
cerca dos filamentos céudaiﬁ.

FDUéUETTE é _QELLQHGUSSAYE (1???5
propgem 'a] reégate do género Glalsgon para 55 animais do
grupo rubra - catharinae, o6s quais S microscopia de luz
aprecsentam duplo filamentp caudal, entretanto sd a
andlise ultra-estrutural dné espermatozdides do -grupn

levara a resultados mais conclusivos.

2.4. Espermiocogérnese anormal

A analise dos vidrios cortes ultra-
fings a0 microscdpio eletrdnico revelou a existéncia
de ectruturas angrmais, como fusbes de caudasg,

surgimento de acrossomos e campaﬁtagﬁg nuclear
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anomalos . -Ds espécimenﬁ coletados #ara este estudo
foram de um local onde o indice de vradiagio natural
pé!a Uranio e Tdrio & detectdvel & promove alterages a
niQel crcmqssﬁmitaf e cromatinico em anuros (FEITOSGA,
1989) . Entretanto nio podemos tirar.nenhuma conclusfo
sgbre a origem de tais alteragles porque a espécie Hyla
. yanki € endémica dﬁ local, isto &, n3oc ocorre em outras
localidades que pudessem servir de estudos controle
para anéliﬁes comparativas, tal como fé=z fEITOSé,(i?B?)
com fap lastodiscug perviridis e Hyls siba#unctata;
coletando espécimens no Morro do Ferro (drea radiada) e
ém putvas dreas nao radiadas {(controle)!. Entretanto
temaos afirmacBes (BAD, §.N. - cnmﬁnicacﬁo Pegaaaij que
mal ?arwna;ﬁes en eapérmatmédides nio sZc comumente

encontvyadas em alguns outros anfibios.

2., Reacles citoquimicss

3.4. A basq?ilia nuclear com o az#l de
tocluidina a2 pH 4,0
A veagdo citoquimica para acidos
nucléicos rvevelou uma metacromasia gama discreta no
citoplasma, ‘colnracﬁo violécea,K,degido a presenga de
RNA citoplasmiatico ¢ uma metacromasia beta (calora¢§0
aéul intensa) no nidclea das ceélulas germinatgvas

imaturas além da coloragio esverdeada {(metacromasia
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alfay), segundo LISON (19460) nog nicleos dos

espermatozdides maduros.

‘Diversa & nomenclatura de Lison
(196@)} VIDAL fi?B?) caracferiza comg metacromaticos os
preparados corados em violeta erazul {com picos de
abaqrcim espeatral - em 0\* 55¢ e {X = 58¢ - onm,
respectivamente) e ortocromaticos aqueles corados  em
verde'fﬁ\mau = 620 nm), Jja que 6cé dois primeiros casos
a ra}teratﬁn da cor € devida ap empilhamento ordenado
das moleéculas do corante, gue s3o planas & rigidas,
pﬁssibi]itando a acorréncia dg metacromasia.

O comportamento dos nﬁcleos das
céiﬁlas germinativas de H. rankil frente a coloracio
péloh azul de tﬁiuidina a pH 4,0 assemelha;SE' ao
feﬁ&mena descrito ao lonago da Espﬁrmiogéﬁeae de rato
(LISON, 1946) e ao longo da espermiogénese de gafanhoto
e f. infestang (MELLO & VIDAL, 1977 e MELLD, 1987) dado
um crescente bloagueio dos grupamentos Fdﬁ?atus do DNA
por proteinas bidsicas.

A coloracio verde dos nidcleos de
espermatozdides maduros revela que diferentes proteinas
hdasicas complexam-se a0 ﬂHﬁ-neatéa cétg!aﬁ, além de
promoverem uma alta compactacio cromatinica.

Tal campacfacﬁo cromatinica &
atinidade da proteina pelos grupamen£05 fosfatos do DNA

impediria o acesso do corante azul de toluidina a pH
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4,0 a estes grupamentos, ja que ambos {u corante & as
proteinas) tém alta afinidade pelos  grupamentos
fosfatos .

A baixa disponibilidade de agrupos
fosfatos ;ivras g consequentemente a reduzida liga¢iao
do carante com o DN# acarretara um deslocamento do pico
de absor¢io da curva espectral para comprimentos de
ondas mais longos, promovendo a coloracio esverdeada
ans nucleos (MELLD & VIDAL,1977) .

Contrariando o8 achades de BOLS &
KASINSKY. (19723 e KASINSKY (1989) os quais
~determinaram ndo haver substituicdo de proteinas
durante a espermiogBnese parva os animzis do  génerno
Hela, encontramos ‘ﬁa éaﬁééie Hyla ranki . indicios de
substituigio de tais proteinas. ﬁevé—ﬁa-'lembrar- que
também  ZIRKIN  (197@),  estudando Rana pipiens,
pbservou = idgualmente a substituiaio de proteinas
basicas & niuel_de espermiogénese deste aﬁima},

A Fim de corvoborar os resultados
obtidos por esta metodologia, houve 0 interesse de
encontrar a& nivel ultra—eétrutural; egferaﬁ

“cromatofilicas {vesiculas de proteinas bésicas
nucleares) pols a presenca destas seria um  indicativo
morfologico ﬁa gubstituicio -de proteinas aﬁucleares
durante a espermiocgf€nese (VAUGHN, 1944); no entanto niao

foram pbservadas tais esferas.
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0 fato de ni3o serem deteétéveis
tais es feras podeueﬁtar relacionado com o aédmu]n de
proteinzasr basicas para a forma¢io dos anexoe caudais,
bast8o axial e filamento marginal (PICHERAL, 1972c)
entretanto a origem destas proteinas nio esta bem

definida e & bastante discutivel.

.. A R&atividéda so Teste do P.A.S.

0 teste dao FAS foi aplicado em

éartes de épm em parafina com a ¥1nalidade de detectar
ps  aguUrares das glicuprﬂtefnas atrossomais, Jja que tal
teste €& um método muito eficaz na determinaglo e
fafacterizac%m de acrossomos de muitas especies anhimais
{MELLO 8 YIDaL, 198@) Qrtambém utilizado com sﬁcesso em
anfibios | urcdelos {FICHERAL, 197201} demarcando
positivamente as amplas vesiculas acrossdmicas nas
‘gepermat ides & espermatozdides.

0 teste do PAS & seletivo epara
polissacarideons neutrns e glicoproteinas, podendo
reagir positivamente com 0( glicogénio e acrossomo
(MELLO & VIDAL, 198@).

Tem - sido 7 demonstrado =117
proteogl icanas (constituidas de acido urdnicao 2 acetil-
hexosaminas sul fatadas ou ni3o) nao sido PAS positivas

(HDOGHWINKEL & SMITS, 1957). Em cortes de tecidos
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fixados, o acido periddico provavelmente libera
radicais aldeidicos saomente a partir dos residuos
glicosil, galactosil, manqsil e fucosil (LEBLOND at
slii, 1957), que sao cnmpmnehtes tdo glicogénio e das
glicoprotelinas.

As proteoaglicanas sio PAS negativas
porque o tratamento rotineiro com é dcido peridﬁico-nﬁo
Pra@ove a oxidacﬁé ém gdcidos plicurdnico & idurdnico
(SCOTT & HARBINGSON, 1949).

Nosg resultados obtidos neste

trabalho as wvesiculas acrossBmicas de espermitides =

espermnatozdides foram fracamente reativas. & Ffraca
reatividade destas estruturas B3O Fas nos
esPermatﬂzdid85, madurose pode estar relacionada B

redurida posico quUe . o BEYOSSDMO TCUPa na"épice dos
mesmos gnquantao a baiwa reatividade ‘has amplas
ve;iculas das espermatides se deve & dilui¢lo dos
componentes nas mesmas.

] As membranas . basais foram
intEﬂgamente evidenciadas pela reagaoc devido & grande
concentracio de glicoproteinas associadas &s moléculas
da matriz extracelular nesta regifo. Tal reﬁpcsté nes
fez - abandonar a idéia de  possivel artefato
metodplégica._ |

Moléculas esparsas de glicogénio

de

th

puderam ser detectadas no interior de celula

Sertoli e espermatogdnias primarias, entretanto na
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analise ultra-estrutural tais moléculas ‘nﬁo foram
ohservadas.

Neate trabalho nio se promoveu o
tratamento pela diasfase.{que kidvrolisa glicocaénio)
pela natureza granular caracteristica do mesmo, alem da
confiabilidade dn‘téate para glicogénio.

RASTOGI ek alii (198B8BY nos %euB
estudos com P, dacnicolor reportaram a presenga de
glicogénio ltambém no lumem dos ldculos seminiferos,
associados a nutrigio dos espermatozdides no momento da
liberaGao para b-ductm de Holffian, o gque também ﬂﬁo
Ffoi verificado neste trabalho.

Un dos fatores que nio pode ser
Qesprezadn na canéideraagd de diferengas aentre os
preparados € a variabilidade existente entré' os
individuos analisados, seu estado nutvicional, além das
diferencas individuais. Ecte f%ta toi detectado por
ALMEIDA & CARDDSO (i985) com relag2o 2 morfometria dos
espermatozdides apos encontraren diferengas

significativas entre as celulas num mesmo individuo.

3.8, Detecg8o de proteinas bdsicas
pelo E~-PTA
A especificidade . do acido
fosfotungetico fPfﬁ) na contrastagio de espécimens

bioldgicos depende estritamente -das condi¢bes de
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pPYreparo, isto €, se o tratamento ocorre gm b}ac ou nos
cortes, além das -kondiaﬁes dos solventes e de pH
(COURTENS & LOIR, 1981la).
| ‘Soiucaeg aquosas em pH dAcido podem
Ser utilizadaé em cortes para detecclo de agrupamentas
hidroxilas presentes nas glicoproteinas (MARTOJA et
glii, 1973 apud COURTENS & LOIR, i?81ib). Aumentando~-se
o pH pode-sg  incrementar a afinidade  do PTA por
proteinas (SCDTT,' 15?1), ¢ usando-se o gtaqmi como
solvente, pode-se selecionar proteinas bdasicas (BLOOM &
ﬁGHAJAHIﬁN, 1968) . ‘
| . SHERIDAN & BARRNETT (1949) propBem
que smluéﬁes de PTA em éicqol a 1004 s3o capazes de
corar reéiduos de lisina & arginina presentes nas
prbteinag, Entretanto, quando o E-PTA e utilizado ep
bloe cora especificamente proteinas vicas em -argiﬂina
{COURTENE & LOIR, 1975). Nestas condigoes os nucleos de
espermat ides em adiantado grau de citodiferenciacio e
dos espermatozdides maduros deste trabalho teriam
proteinas vicas em arginina, porque umza molécula de PTA
ce liaa a & ou 7 residuos basicos, porém devido ao
arvranjo espatial na compactagao do material
cromatinico, isto levaria & nao coloragio (ﬁQGRTEﬁS &
LOIR, 1981a). Inclusive estes autores em outro trabalho
(COURTENS & LOIR, 1981ib) reportaram que as proteinas
nio seriam diretamente responsaveis pela recsposta  ao

E-PTA e sim o arranjo espacial da cromatina. Este
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arranjo espacial tem fungioc primordialmente estruturél
e at ligagles entre as moléculas de proteinas bdasicas
com o DMA aumentam progressivamente, sendo responsaveis
_pela estabilidade da cromatina no espermatozdide
maduri A remocie de parte destas proteinas  por
proteasmes leva ao reestabelecimento da eletrodEﬂsidade
dos nicleos (LOIR & LANMEAU, 1984).

Espermatides imaturas da mosca
Ceratitis capitata apresentam uma alta eletrodensidade
quando tratadas pela F-PTA, e que se reduz a medida em
que as espermatides se alongam e o material crnmatinifa
se compacta (QUAGID-GRASSICTITO & DOLDER, 1988). Este
fato legvou as autoras a concluirem que haveria uma
substitui¢io gradual  de hiétqnaﬁ 5Gméticas_ pof
broteinaﬁ ricas em arginina, bloqﬁeaﬁdﬂ &éﬁta maheira
05 sitios de interagio do PTA.

Em Hylea fanki admite-se que ocorva
a‘rsubﬁtituicﬁordas proteinaé histbnicas somaticas por
proteinas ricas em aminoacidos basicos, Fenﬁmen§
detectado pela abolig3o da metacromasis gama ou  heta
com © tratameﬁto pelo azul de toluidina a pH 4.0 (iteﬁ
31,

Na analise wultra-estrutural as
celulas imaturas apresentamr haixa eletrcéenSidade,
provavelmente pel; menor compactacio de sua cromatina
onde mesmo havendo reagio, a disposigiac dos elementos

de maneira mais frouxa, levam & mefnr eletrodensidade.

144



Porem no decorrer da citodiferenciacao espermatica 55
histonas sdo substituidas por outras proteinas bdsicas
oerminat ivas, as . quals possuem grande afinidade pele
'PTﬁ, ocasionando o aumento da eletrodensidade nuclear
nas ce&lulas alongadas. HNo entanto nenhum tipo de
esferas ou corpos cromatofilicos foi detectado a ﬂivei
citoplasmatico.

De espermatozoides maduros
apresentam notavelmente eletrolucidos, muito mais que
as espermatides imaturas, o que se deve possivelmente a
padries . variaveis rde penetracio dalPTﬁ, visto que VD
alto gavau de compactagSo da cromatina impedivria o
acesso da molécula de PTA aos nicleas maduros.

Nas célulésrmaduras deEWJE notar
um cevrto acuimulo do PTA na "régiﬁo das membranas
acrossomais, formando padrbes vafiéveis nestas regibfes .
fe proteinas acessorias do
filamento caudal 80 altamente reativas ao PTA, pela
riqueza de residucs de aminodcidos basicos (lisina ou
argininal. Estes residuos foram detectados nos
acessdrios caﬁdais de outros anfibios urodelos (wERNEé
gt alii, 1972) entretanta, devido ao grande volume do
bast8n =axial e de suas wvariacoes morfologicas na
depend@ncia da espécie estudada (PICHERAL, 1978a), nio
somente proteinas ricas em residuocs de lisina  foram

detectadas como tamhém em arginina.

- - §47



o reduzido diﬁmetrn do bast&o
axial da cauda dos espermatozdides de Hyla ranki, bem
como e de outrpﬁ anuros difiﬁu]tam um estudo
citoguimico mais pormenorizado destas estruturas.

A analise do filamento marginal

cugeriu uma certa ligacio entre esta estrutura e o 88

par de microtiubulos do  axonema por proteinazs  de
constituicio hasica, liga¢g80 esta detectada nos
espermat ozdides de 0. cultripaes (BAO, S.N. -
comunicacao pessoal) entretanto no 30 par de

microtdbulos.

| Entre o filamento marginal 2 o
"bastao aﬁia!, pelo interior da membrana condulante
pcorrem proteinas basicas formando uma ligacio entre
esias estruturas o aque confirma a mesma origem de

ambas.
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i.

CONCLUSSES

A organizagao tecidual dos testiculos de Hyla ranki
¢ tubulo-locular e € no interior destes ldculos
seminilferos que ocorre a espermatogénese e

espermiogénese.

0 desenvolvimento dos eapermatﬂzdides de Hyla

rank i1 se da de maneira continua e no interior de

espevmatocistos, 0s  quals apresentam sincronia

nas divisftes celulares e citodiferenciacio.

No processo de citodiferenciag3o espermatica as

‘celulas de Bertoli desempenham papel fundamental

tanto na - reabsor¢io dos . conteddos

citoplasmaticos como no processo de alongamento

celular das espermatides.

Na espermiogénessg de - Hyla ranki oCorve
substituicdo de proteinas histdnicas somaticas
por proteinas germinativas ‘ricas em

aminoacidos basicos (mais provavelmente arginina)
detectiaveis pelo E~-PTA, & perda 'de metacromasia
gama  ou beta quando o material @ tyratado pelo aﬁul
de toluidina a2 pH 4,0. Os eepermatoééides 58 Coram
2 verde devido & baixa disponibilidade de

grupamentos fosfatos do DNA  apds tal substituiglo
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das proteinas histdnicas.

As caudas dos capermatozoides de Hyla ranksi
apresentam - acesédrics constituidos por proteinas
basicas, E-PTA positivas os quais poderiam levar a
uma andlise ervbnea a microscopia de luz como
sendo duplo filamento caudal} devido ao baixo poder

de resolugio do microscopio dptico.

A andlise do filamento caudal dos hilideos
como - proposta  por | FDUQUETTE & DELLAHOUSSAYE
(19277) nio deve ser tomada como carater
sistematico de gxclusgo ou proposigao  de resgate
de género sindnimo, pmis a‘mqrfologia- das caudaé
dos espermatozdides dos anfibios é a.l dispaéicﬁo

dos acessdrios caudais, 8o altamente variaveis nfo

apvresentando suficiente respolugio pars SEYyen

claramente detectados a microscopia de luz como

procedevam os referidos autores.
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RESUMO

0 objetivo do kéresente estudpo foi
determinar morfoldgica, citogquimica e ultra-estruturalmente
o processo de maturagao dos espermatozoides de Hyla  ranki.
-Para tal utilizou-se tecnicas histologicas e citoquimicas
de cortes em parafina e tecnicas de cortes semi e wultra-
finos dos teaticulosrincluidos eé Epon.

A analise dos reéuitadcs revelou que

durante @ espermiocgénese de Hyla ranki, as espermatogdnias

primarias agriginam, atraveés de mitoses, espermatocistos
cujas celulas germinativas entram em meiose e, apods
alongamento celular, organizam-se em feixes, ucorvrendo =z

substitui¢i®o de proteinas nucleares 8 medida oaque estas
células se alongam. Tal substituic3o leva a uma alts
compactac3o0 cromatinica na forma final dos espermatozdides.

0 acrossomo se farma a partir da fusdo
de vesiculas golgianés originando uma ampla vesicula
acrossOmica gque s¢ reduzivra consideravelmente a medida que a
espermatide se alonga.

fig caudas apresentam _ estruturas
acessgrias constituidas de proteinas basicas, as quais
assumem =z Tforma de bast3o axial Sépafada por uma membrana
ondulante do filamento marginal que esta adjacente ao

axonema na altura do BY par de microtubulos deste.



Os Processos citoplasmaticos que
envolvem a maturag3o dos espermatozdides 'no interior dos
testiculos est8o intimamente ligados & ativ_idadé das celulas
de Sertoli, as  dquais sao observédas desde a forma mails
im'atura- das espermatogbnias a-té entremeando com seu
.citoplasma, os amplos feixes de espermatozdides.

Embora as caracteristicas morfoldaicas
e citoquimicas de espermatozdides tenham sido utilizadas
como carater sistemitico de exclus3o para discriminacio de
especies, como Hula ranﬁi e Gutras;.‘ de seu grupo, . Qque
apresentam posicionamentoe filogenetico duvidoso, nossos
achados s3o0 altamente sugestivos de aque n¥p devam ser assim

considerados, mas em realidade um cardter adicional.



SUMMARY

The present study was undertaken to
determine mnrphglogicalis. cytochemically . and
‘ultrastructurally the maturation process of spermatozoa of
Hyla ranki. Histological and cytochemical techniques d@re
used with sections of material included in paraffin, as well
as observation of semi-thin and ultra-thin sections of
testicles included in epon.

.ﬁnaiﬂsis of the results showed that
primary gpermatogonia,‘ through mitosis, originate
spermatocysts were the germinative cells enter meipsis. As
the‘ resulting cells elongate, they organize themselvesrinto
sheath5~_Nuciear proteins are substituted as this elongation
broceeds and ﬁhe substitution permits a strong crhomatin
ccompactation in MatUure SPERMaLOBOR o

The acrosome is originated by fusion of
Golgi wvesicles 1into a }éfge acrosomal vesicle, which 1is

. i
considerably compacted as the spermatid elongates.

o The sperm tail presents an accessory
structure . consisting of basic proteins, in the ﬁhape of an
. axial rod and.connected to the margﬁnal filament and axoneme
by an undulating membrane. The marginal filament, also made

up of basic protein, follows the axoneme nekt to the sgth

doublet of microtubules.



The -cstoplasmic processes involved in
sperm mateiration are intimately related with the activity o-‘F.
Sertnli cells, which arer observed from the earliest stage of
spekmatqémnia until the formation of sperm sheaths, w&z—:'re the
Sertoli cells surrqunda each. of sperm heads in the sheath.

Although the morphological and
cytpchemical charactériaticé of spermatozoa have be‘en used
as exclud ing systematic features tf}‘SEPal"atE species, in the
case  of Hyla ranki and others of this gréﬁp which have
doubt ful 7 phylogenetical positions, our study suggests that
spérmA characteristics should not be considered alone but

rather together with other features of systematic value.
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