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1. INTRODUGAO

1.1. CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE ESPERMATOGENESE

Os espermatozdides estdo entre as células mais especializadas,
apresentando grande especificidade de forma que reflete sua fungéo bastante
caracteristica (FAWCETT et al., 1971). Eles contém a informacgao genética requerida
para a transmiss@o hereditaria das caracteristicas da espécie e a maquinaria
molecular necessaria para a preservagéo, transporte e introdugao desta informagéo
no ovulo (PLA, 1981). Sendo assim, muitas s@o as modificacbes que uma
determinada célula indiferenciada sofrerd até tornar-se um espermatozéide. Todas
estas modificagbes fazem parte do processo designado espermatogénese
(FAWCETT ¢t al.,, 1971). Este processo é um dos mais fundamentais e ao mesmo
tempo um dos mais complexos que ocorrem noOs eucariotos mais evoluidos
(HENNIG, 1987).

Em vertebrados, o epitélio germinativo dos testiculos é constituido
basicamente pelas células da linhagem seminal ou espermatogénica e pelas células
de Sertoli.

As células de Sertoli fornecem as células germinativas um microambiente
6timo, estando envolvidas na sua nutricdo (UENO et al., 1991), elongagio (RASTOGI
et al., 1988 e TABOGA, 1890}, e na fagocitose de residuos citoplasméticos (RUSSEL,
1970a, 1970b e RUSSEL & CLERMONT, 1976).

Verificou-se que, em certos organismos estas células também estao
envolvidas na secreg8o de proteina ligada a andrégeno, um ativador de
plasminogénio e de uma substancia indutora da meiose (PARVINEN, 1982).

Entre as células de Sertoli e entre estas e as células germinativas, sao
encontradas extensas regides de zonula de oclusdo, que constituem a barreira
hemato-testicular (DYM & FAWCETT, 1970). A barreira hemato-testicular tem sido
estudada em uma variedade de espécies, dos invertebrados (SZOLLOSI &
MARCAILLOU, 1977; MIRANDA & CAVICCHIA, 1986 e 1988) e roedores (GILULA et
al, 1976; NAGANO & SUZUKI, 1976 e PELLETIER & FRIEND, 1983) ac homem
(CAMATINI et al.,, 1979). Esta barreira protege as células germinativas da acao de
agentes nocivos e anticorpos e ¢ de grande importancia biolégica, pois provavel-
mente foi desenvolvida tendo em vista os mecanismos de preservacao da espécie
(HENNIG, 1987). As células de Sertoli s&o responséveis também pelo processo de
liberagao dos espermatozéides em diregéo a luz do tibulo, designado espermiagao
(FAWCETT & PHILLIPS, 1969 e RUSSEL & CLERMONT, 1976).

As celulas da linhagem seminal dividem-se e diferenciam-se em
espermatozdides. As espermatogénias, ou células germinativas primérias, sofrem
muitas  divisdes celulares originando outras  espermatogbnias. Algumas
espermatogfnias crescem e se modificam em espermatécitos primérios (BLOOM &
FAWCETT, 1986).



Além da producéo de espermatdcitos, o processo de espermatogénese
é constituido de duas outras etapas fundamentais. A primeira etapa é caracterizada
pela redugao do nimero cromossdmico e formagao de células hapldides, através da
meiose. Na primeira divisdo meidtica ocorre segregagao dos homélogos e os
espermatocitos primarios (2n) originam espermatécitos secundérios (n). Na segunda
divisdo meidtica, com a separaglo das cromatides, os espermatdcitos secundérios
originam espermatides (BLOOM & FAWCETT, 1986). A meiose é de suma
importancia, pois assegura a constancia do nimero cromossdmico caracteristico da
especie.

Na segunda etapa, as espermétides sofrem véarias modificagdes
bioquimicas e estruturais, num processo designado espermiogénese, que culminara
com a produgao de espermatozdides.

Muitas mudangas citoplasméticas e nucleares sBo comuns 2
espermiogénese de varios organismos. A partir do complexo de Golgi desenvolve-se
0 acrossomo, uma vesicula rica em enzimas que atuardo na fecundagao. O flagelo
se origina do centriolo, o nicleo sofre um alongamento, ao mesmo tempo em que
ocorre compactagao cromatinica e um fluxo antero-posterior de citoplasma. Durante

este fluxo, as mitocondrias dirigem-se para a regido do flagelo e partes do
citoplasma sé&o eliminadas (FAWCETT et al., 1971).

Os processos envolvidos na formagdo do acrossomo, bem como seu
tamanho, forma e morfologia interna s&o muito variados, apresentando uma ampla
diversidade filogenética. 880 encontrados desde acrossomos pequenos e simples,
como os de alguns peixes e insetos, até acrossomos grandes e complexos, como
em muitos mamiferos (FAWCETT & PHILLIPS, 1870).

Alguns dos eventos da espermiogénese parecem estar relacionados com
o surgimento de uma organela citoplasmética composta de microtdbulos associados
lateralmente, a "manchette" (FAWCETT et al., 1971).

Muitas s&o as fungdes postuladas para a "manchette”, sendo ela
associada com a geracdo de forgas extranucleares que guiam a morfogénese
nuclear (KESSEL, 1966, 1867, McINTOSH & PORTER, 1967, TOKUYASU, 1974 e
MYLES & HEPLER, 1977); com a indugéo da condensacgéo cromatinica através da
membrana nuclear (STANLEY et al,, 1972 e BERGSTROM & ARNOLD, 1974); e com
a translocagao do citoplasma ou o rearranjo de organelas citoplasmaticas, tais como
mitocdndrias (FAWCETT gt al., 1971; TOKUYASU, 1974; MYLES & HEPLER, 1977 e
ANDERSON et al., 1986).

E bastante importante durante a espermiogénese a reorganizacio
molecular e compactagao da cromatina, j& que este processo facilita o transporte do
espermatozdide e protege o seu DNA contra danos fisicos e quimicos (FAWCETT
et al, 1971). Um nicleo de espermatozdide de rato, por exemplo, é cerca de 40
vezes menor do que o nucleo de hepatdcito de rato (WYROBEK et al., 1976), e o
DNA dos espermatozdides é cerca de seis vezes mais condensado do que num
cromossomo mitdtico (WYROBEK et al., 1976; POGANY et al., 1981; e BALHORN,
1982). Este alto grau de condensacdo é responsével por um estado inativo da
cromatina dos espermatozéides (DU PRAW, 1970).

Em algumas espécies de insetos, peixes, anfibios, répteis e aves a
reorganizagdo molecular da cromatina € caracterizada, pela substituicdo das
proteinas histdnicas por proteinas ricas em amino4cidos béasicos, designadas
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protaminas (DU PRAW, 1970, MELLO e VIDAL, 1977, PLA, 1981 e TABOGA &
DOLDER, 19890). O complexo DNA-protaminas possui um grau de compactagao
muito maior que o complexo DNA-histonas (PLA, 1981). Isto se deve ao elevado
ndmero de aminoécidos bésicos das protaminas gue se complexam com os
grupamentos fosfato do DNA, de modo que o DNA é empacotado linearmente,
devido ao arranjo lado a lado dos complexos DNA-protaminas (BALHORN, 1982 e
RISLEY et al., 1986).

Segundo FAWCETT e colaboradores (1971), a agregagio do DNA com
estas proteinas durante a compactagdo cromatinica é o principal fator responsével
pela forma final do nlcleo, enquanto as forgas exercidas pelos microtdbulos da
"manchette” ndo s&o relevantes neste processo.

1.2. NOTAS SOBRE A CLASSIFICAGAQ DA CLASSE AVES

Com a finalidade de facilitar a compreenséo das informagdes descritas no

ftem 1.3. sobre a espermatogénese em aves, seréo tecidos aqui alguns comentérios
sobre a classificagdo deste grupo.

As aves sao freglentemente divididas em dois grandes grupos: os
passeriformes e 0s n&o passeriformes (SICK, 1988a). Existern, contudo, muitas
divergéncias com relagdo ao nimero de ordens que compdem esta classe
(WETMORE, 1960; CRACAFT, 1981; e SICK, 1988a), sendo que a maioria das
classificagbes vigentes n&o expressam adequadamente as inter-relagbes entre essas
ordens {CRACAFT, 1981).

Uma das primeiras tentativas em diregéo a uma classificacio filogenética
das aves recentes foi realizada por CRACAFT (1981), que reconheceu 20 ordens
agrupadas em 9 divisbes. De acordo com ORR (1987) as aves recentes englobam
27 ordens, 26 das quais correspondentes aos nao passeriformes.

A estrutura do pélato tem sido uma das caracteristicas usadas para a
diagnose das principais categorias taxondmicas. Com base nesta caracteristica
distingue-se, entre 0s nao passeriformes, 0 grupo dos paleognatos, composto de
espécies com um tipo primitivo de palato (CRACAFT, 1981).

A filogenia dos paleognatos € motivo de muita controversa, existindo
diferentes opinides sobre a monofilia do grupo (CRACAFT, 1881). Dentro deste
grupo, além dos individuos da ordem Tinamiformes (tinamous), encontram-se as
ratitas, representadas pelas ordens Apterygiformes {(quivis), Casuariformes (casuares
e emus), Rheiformes (emas) e Struthioniformes (avestruz) (ORR, 1987).

Os outros ndo passeriformes estdo distribuidos pelas ordens
Anseriformes, Galliformes, Gruiformes, Charadriformes, Columbiformes, Psittaciformes,
entre outras (ORR, 1987). O grupo dos passeriformes compreende a ordem
passeriformes, que inclui cerca de 57% do total das aves vivas (SICK, 1988b).

Segundo a estrutura da faringe os passeriformes podem ser divididos em dois
grupos de origem filogenética diferentes: os Sub Oscines (Subordem Eurylaimi,
Subordem Tyranni, Subordem Menurae) e os Oscines (Subordem Passeres) (ORR,
1987 e SICK, 1988b).



1.3. ESPERMATOGENESE EM AVES

Embora a morfologia dos espermatozdides de aves tenha recebido
atengéo desde os tempos de BALLOWITZ (1886, 1888) e RETZIUS (1909, 1911),
a espermatogénese em aves tem sido muito pouco estudada quando comparada
com a de outros vertebrados. No entanto, muitos autores (McFARLANE, 1963; ASA
et al., 1986; ASA & PHILLIPS, 1888 e ASA, 1989 ) tém ressaltado que as diferen-
¢as morfolégicas em espermatozbides de aves possuem importéncia filogenética
podendo ser usadas como caracteristicas taxondmicas.

Dentro desta Classe, os espermatozéides dos Oscines sio bastante
especificos, enquanto os dos grupos restantes sao muito similares (RETZIUS, 1909).
Por isto, os espermatozéides das aves sfo classificados em dois grupos: os de
passeriformes Oscines e os restantes, que incluem os passeriformes Suboscines e
os nao passeriformes (HENLEY et al, 1978). Estes dois tipos béasicos de
espermatoziides estio representados no Esquema 1.

Os espermatozoides de nao passeriformes e passeriformes subdscinos

(Esquema 1), além de morfologicamente muito semelhantes entre si, sdo também
semelhantes aos espermatozoides de anfibios e répteis (HESS et al., 1991). Devido
a isto séo considerados primitivos e conhecidos como "sauropsideos” (BALLOWITZ,
1888; RETZIUS, 1909; McFARLANE, 1963 e HUMPHREYS, 1972).

Entre 0s ndo passeriformes, os estudos sobre a ultra- estrutura dos
espermatozoides em paleognatos (ASA et al, 1986, PHILLIPS & ASA, 1989 e
BACCETT! et al., 1991) tém sido muito Uteis na compreensdo da filogenia deste
grupo.

BACCETT! e colaboradores (1991) reunindo informacdes obtidas sobre
a morfologia dos espermatozdides em duas espécies de ratitas, o avestruz e 0 emu,
com estudos prévios em outras espécies, o tinamou (ASA et al., 1986) e a ema
(PHILLIPS & ASA, 1989), puderam sugerir que os paleognatos formam um grupo
peculiar e monofilético, um grupo irmao de todos os outros grupos de aves. Isto por
que os espermatozoides deste grupo s&o caracterizados por possuirem: (1) um
acrossomo conico truncado envolvendo a porgéo anterior do nicleo; (2) uma bainha
fibrosa rodeando a maior parte do axonema e (3) um centriolo distal extremamente
longo ocupandoe todo comprimento da peg¢a intermediaria. Segundo estes autores
as duas primeiras caracte risticas s@o do tipo reptilianas, isto é, preferivelmente pri-
mitivas, enquanto a dltima € uma caracteristica autopomérfica dos paleognatos.

QOutra caracteristica morfoldgica muito discutivel do  ponto de vista
flogenético é a evolugdo do ‘perfuratorium entre os paleognatos. Os
espermatozéides do tinamou possuem um "perfuratorium" na forma de bastéo que
atravessa todo o ndcieo, enquanto em outras espécies do grupo, como a ema e ©
avestruz, o "perfuratorium” é reduzido (PHILLIPS & ASA, 1989 e BACCETT! et
al.,1991) ou ausente, como no emu (BACCETT! et al., 1991).

Com relagéo a organizagao da cauda, todos os paleognatos estudados
até o presente apresentam bainha fibrosa. As fibras densas estdo ausentes nos
espermatozdides do tinamou, presentes em tamanho reduzido apenas na parte
anterior da cauda dos espermatozdides da ema e do avestruz, sendo ainda mais
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curtas e menores que no do emu (ASA et al., 1986, PHILLIPS & ASA, 1989 e
BACCETTI et al., 1991).

Com base nas caracteristicas acima citadas, BACCETTl e colaboradores
(1991) sugeriram gque 0Ss tinamous possuem uma posicio primitiva entre os
paleognatos, enquanto o grupo ema-avestruz € homogéneo e provave!mente mais
primitivo que o emu.

A maioria das aves domesticas, como o galo, 0 ganso, o peru, o pato,
o galo da Angola, e o periquito, dentre outras, estdo entre os nao passeriformes,
sendo estes, os mais estudados. Seus espermatozdides (Ordens Anseriformes,
Galliformes e Psittacciformes) possuem cabeca cilindrica e levemente curvada.
Apesar de muito parecidos com 0s espermatozdides dos paleognatos, apresentam
“perfuratorium” pequeno, conico, que se aprofunda no nucleo e no acrossomo. A
pega intermedidria possui centriolo distal longo, sem ocupar todo seu comprimento
(LAKE et al., 1968; HUMPHREYS, 1972; THURSTON & BELLIER 1972; TINGARI 1973;
BAKST & HOWARTH, 1875; HUMPHREYS, 1975; MARQUEZ & OGASAWARA 1975;
THURSTON et al., 1982 e SAMOUR et al., 1986).

Entre as aves domeésticas (ndo passeriformes), o galo doméstico tem
sido a mais estudada, provavelmente devido & sua importancia econdmica. GRIGG

& HODGE (1949} iniciaram os estudos ultra-estruturais dos espermatozdides desta
ave, apbs 0 que varios outros trabalhos se seguiram (LAKE 1954, 1966; LAKE &
SMILES, 1952; LAKE et al, 1968; NAGANO, 1962; TINGARI, 1973 e BAKST &
HOWARTH, 1975). GUNAWARDANA (1977) classificou dez estadios de diferenciagao
espermatica nesta ave ao nivel de microscopia éptica e, ac nivel ultra-estrutural
(GUNAWARDANA & SCOTT, 1977), agrupou estes estadios em quatro fases,
baseando-se em caracteristicas nucleares. MCINTOSH & PORTER (1967), estudando
a espermiogénese no galo doméstico verificaram que os microtibulos inicialmente
se arranjavam ao redor do nucleo numa disposi¢do helicoidal, formando a
"manchette" circular, e de pois se dispunham paralelamente ao nlcleo, formando a
"manchetie" longitudinal. Estas "manchettes" aparecem em fases distintas da
espermiogénese e provavelmente desempenham fungdes diferentes, a primeira
estando envolvida na elongacao e a segunda na na obtencdo da curvatura nuclear
(MCINTOSH & PORTER, 1967).

Ainda entre 0s ndo passeriformes, outras espécies de aves tém sido
gstudadas, como o grou, Grus vipio ( PHILLIPS et al., 1987). Os espermatozodides
do grou apresentam grande variabilidade na morfologia da cabega, 0 que parece
estar relacionado com a pouca compactagao que sua cromatina sofre. Essa reduzida
compactacao forneceria menor integridade estrutural, possibilitando assim uma
maior variagdo da forma da cabeca (PHILLIPS et al., 1987). Os espermatozdides
desta ave parecem ser relativamente simples estando entre os de maior simplici-
dade entre aqueles até agora estudados. A posigao da Ordem Gruiformes entre os
grupos de Aves € também duvidosa, mas as caracteristicas dos seus
espermatozéides, tais como a auséncia de fibras densas na peca intermediéria,
sugerem que seus representantes nao s&o t&o primitivos quanto os paleognatos ou

os representantes das Ordens Galliformes e Anseriformes.

Estudos da espermiogénese em um representante dos Columbiformes
(MATTEI et al.,, 1972) e um dos Caradriformes (SAITA et al., 1983) revelaram que



a formagao do flagelo, elongagéo do nucleo e a ocorréncia de duas "manchettes"
séo muito semelhantes aqueles dos nao passeriformes, principaimente ao galo do-
méstico. Embora os espermatozbides destes animais possuam acrossomo cdnico
n&o foram observados "perfuratoria” (MATTE! et al., 1972 e SAITA et al., 1983).
Dependendo da forma, o "perfuratorium" pode receber designacdes
diferentes. Quando presente em paleognatos (ASA et al., 1986; PHILLIPS & ASA,
1989 e BACCETTI et al,, 1891), o "perfuratorium” apresenta a forma de bastio ou
cilindro, semelhante ao "perfuratorium" de anfibios (BURGOS & FAWCETT, 1956),
répteis (FURIERI, 1970; HESS et al, 1991) e mamiferos (CLERMONT, 1955 e
BEDFORD, 1967), sendo algumas vezes designado bastdo acrossomal. Nos
representantes das Ordens Galliformes, Anseriformes, Psitaciformes e Gruiformes, o
"perfuratorium”, por possuir as extremidades afiladas é, muitas vezes, designado
espinho acrossomal (NAGANO, 1962; LAKE et al., 1968; TINGARI, 1973; BAKST &
HOWARTH, 1975, HUMPHREYS, 1975; THURSTON et al., 1982 e SAMOUR et al.,
1986). Nao séo do nosso conhecimento estudos que enfoquem a composicao
quimica do "perfuratorium" e seu papel durante a reagéo acrossomal entre 0s nao
passeriformes. Em algumas aves, a pega intermedidria desenvolve-se de modo

diferente do que em mamiferos. Em mamfferos, as esperméatides tm um centriolo

distal curto e, & medida em que o flagelo cresce, a membrana plasmética, que est4
presa a um anel de material denso, o "annulus”, € involuida. No final da esper-
miogénese, 0 "annulus" e a membrana movem-se distalmente até alcangar toda a
pega intermedidria (PHILLIPS, 1974). Nas aves que possuem centriolo distal longo,
como a maioria dos nao passeriformes, 0 "annulus” é formado na extremidade distal
do centriolo, como ocorre em mamiferos, mas nunca se move. O comprimento do
centriclo distal torna-se entdo o comprimento da pega intermediéria (PHILLIPS &
ASA, 1989).

Os estudos de espermatogénese em passeriformes sao0 muito escassos.
Sabe-se, destes estudos, que os espermatozbides dos individuos da Subordem
Tyranni sao basicamente similares aqueles dos ndo passeriformes, mas quanto &
forma, s&o levemente helicoidais (McFARLANE, 1963).

RETZIUS (1909) foi, provavelmente, um dos primeiros autores a
evidenciar a esfrutura Gnica e bizarra dos espermatozdides dos Oscines (Esquema
1) e o arranjo caracteristico dos seus testiculos.

HUMPHREYS (1972) comparou o0 sémem de vérios passeriformes e nao
passeriformes e verificou que o0s espermatozbides de passeriformes sao cerca de
trés vezes mais longos que os de ndo passeriformes, alcangando aproximadamente
300um de comprimento.

Alem do tamanho, os espermatozdides dos Oscines possuem uma
. morfologia verdadeiramente diferente, ainda néo relatada para os animais de sangue
quente (MCFARLANE, 1971). Eles apresentam conformagio helicoidal com um
acrossomo clnico e espiral, muito grande em relacdo ao nicleo (Esquema 1), e
pega intermediaria muito longa (FURIERI, 1963; HUMPHREYS, 1972). A peca
intermediaria é constituida de axonema com padrao usual 9 + 2, nove fibras densas
associadas ao axonema, mitocOndria Unica e alongada e membrana ondulante

(SOTELLO & TRUJILLO- CENOZ, 1958; HUMPHREYS, 1972 e HENLEY et al., 1978).



Membrana ondulante é a designagao atribuida primeiramente por
SOTELLO & TRUJILLO-CENGZ (1958) ao sistema fino de tdbulos que se dispunham
por toda a extenso da cauda dos espermatozéides do pardal, num trajeto
helicoidal.

Dentro dos Oscines, os espermatozoides dos corvideos parecem perder
a membrana ondulante e o flagelo ndo persiste até o final da espermiogénese. A
forma destas celulas, porém, é também helicoidal (RETZIUS, 1909; HENLEY et al.,
1978).

Segundo MCFARLANE (1971) existe uma progressao evolucionaria em
direcao a espiralizagio nos espermatozdides de aves. Ao nosso ver, os estudos a
cerca da morfologia dos espermatozdides das aves sdo um exemplo tipico da
contribuigdo destas caracteristicas para uma melhor compreensao da filogenia do

grupo.

1.4. NOTAS SOBRE Passer domesticus

O pardal, Passer domesticus é um passeriforme pertencente & Familia
Ploceidae e & Subfamilia Passerinae (SICK, 1988).

Originario do Velho Mundo, o pardal foi introduzido em muitas partes da
América, como Canada, Alaska, USA, México, Cuba, Jamaica e paises da Arnérica
do Sul. No Brasil, foi introduzido h& a cerca de 80 anos, no Rio de Janeiro e Sao
Paulo. Desde ent&o, tem se disseminado rapidamente por todo o Pais (RUSCHI,
1981). Esta rapida propagagac esta relacionada com o fato de nao existirem aqui
congéneres de exigéncias bitticas semelhantes as suas e ao grande potencial
bidtico deste animal. Em 100 anos, o pardal foi capaz de duplicar a sua érea de
distribuicio e, atualmente, é a segunda ou terceira ave mais numerosa do mundo
(SICK, 1988a).

Estudos sobre a evolugdo nesta espécie mostram que mudangas
adaptativas, tais como coloragao da plumagem e tamanho do animal, causadas por
mudangas genéticas, podem ocorrer muito mais rapidamente do que se acreditava
possivel (JOHNSTON & SELANDER, 1964 e 1971).

A maioria dos estudos sobre o aparelho reprodutor no pardal referem-se
& agao da fotoestimulagio no desenvolvimento testicular (BARTHOLOMEW, 1949;
TRHEADGOLD, 1960b; MIDDLETON, 1965; MURTON et al, 1970 e DANG &
GURAYA, 1987) ou ao efeito de drogas sobre o orgéo {KIRSCHBAUM, 1938; LOFTS
et al,, 1973 e SING et al., 1984). Alguns trabalhos retratam o ciclo reprodutivo anual
do animal em diversas localidades (THREADGOLD, 1960a e KADHIM et al., 1987).
Estudos que enfoquem a organizacao testicular e descrevam a espermatogénese,
principalmente ao nivel ultra-estrutural, so escassos (SOTELLO & TRUJILLO-CENOZ,
1958).




1.5. OBJETIVOS

Tendo em vista a caréncia de informagbes a respeito da  maturagéo
espermatica em Passer domesticus e entre os passeriformes em geral, 0 objetivo do
presente trabalho é a anélise da estrutura, da ultra-estrutura e de algumas
caracteristicas  citoquimicas dos processos que envolvem a diferenciagio das
células germinativas masculinas nesta espécie.




MATERIAL E METODOS



2. MATERIAL & METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Os pardais (Passer domesticus) foram coletados no municipio de Sao
José do Rio Preto-SP, entre agosto de 1990 a novembro de 1991, com o uso de
armadilnas do tipo arapuca. Oito animais foram utilizados neste estudo.

Os machos adultos foram distinguidos pela placa negra na garganta e
a coloragdo negra do bico confirmou que eles se encontravam em periodo
reprodutivo.

No dia seguinte ao da captura, os animais foram anestesiados com éter

sulfirico e dissecados para a retirada dos testiculos.

2.2 METODOS

No presente estudo foram utilizadas técnicas de  Microscopia de
Contraste de Fase, Microscopia de luz comum e Microscopia Eletrénica de
Transmissé&o, descritas separadamente a seguir.

2.2.1. Preparo do material para observagéo ao microscdpio de Contraste
de Fase

Apbs a refirada dos testiculos, rompeu-se a cépsula testicular e
efetuou-se o espalhamento de parte do seu contelido sobre lAminas de vidro
contendo gotas de solugo fisioldgica. Colocaram-se, entao, as laminulas sobre o
material, efetuando-se em seguida a observacgao.
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2.22. Preparo de decalques para observagio ao microscopio de luz
comum

Assim que retirados do animal, os testiculos foram seccionados em duas
ou trés partes, as quais foram utilizadas para confecgao dos decalques. Com o
auxilio de uma pinga, os fragmentos foram pressionados levemente sobre a lamina
seca e rapidamente suspendidos.

ApGs secagem ao ar, os decalques foram submetidos ao corante de
Leishmann (HAYOE & FLEMANS, 1989). Primeiramente gotejaram-se cerca de dez
gotas do corante ndo diluido por toda a superficie da 1dmina, aguardando-se 3
minutos. Nesta etapa ocorre a fixagdo dos decalques pelo 4lcool metflico da
solugao corante. A seguir, gotejaram-se vinte gotas de tampéo fosfato pH 6.8,
para diluigdo 1:2 do corante, esperando-se por 10 minutos. As laminas foram,
entdo, lavadas em agua corrente e secas ao ar.

223. Preparo de cortes em parafina para observacio ao microscdpio
Optico comum

Fixacao

ApGs dissecgdo os testiculos  foram imersos em solugcdo  de
paraformaldeido 4%: glutaraldeido 5% em tampaoc fosfato pH 7,2 (KARNOVSKY,
1965) e seccionados ao meio, seja no sentido longitudinal ou no sentido transversal.
Os fragmentos permaneceram nesta solugio fixadora por 24 horas a 4°C, sendo
entdo, lavados em &gua corrente durante 12 horas.

Parte do material a ser submetido ao teste do PAS, foi fixada em solugéo
de etanol PA: 4cido acético 3:1 {(viv), por 30 minutos a 4° C, estando, assim,
prontos para serem desidratados.

Desidratacao

A desidratagao foi feita através da imersao dos espécimes por 1 hora em
solugbes alctolicas de concentragbes crescentes, comegando pelo dlcool etilico
70%, dlcool etllico 80%, &lcool etilico 90% e terminando com dois banhos de 1 hora
em dicool etilico absoluto. Com excegéo dos banhos em &icool etilico absoluto, que
foram realizados & temperatura ambiente, os demais banhos foram feitos a 4° C.
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Clarificacao, infilragio e Inclusdo

Os espécimes foram clarificados através de banhos de 1 hora cada, nas
seguintes misturas: &lcool-xilol 2:1, dicool- xilol 1:1, &lcool-xiiol 1:2. A clarificacao foi
completada pela imersao em xilol PA por tempo inferior a 1 hora.

A seguir, o material passou por trés banhos de 1 hora cada em parafina
fundida (p.f. 57° C), sendo entdo incluidos neste mesmo material.

Microtomia, Desparafinizagio e Hidratacgo

Cortes de 5 a 7 ym de espessura foram obtidos com micrétomo
manual R. JUNG-HEIDELBERG e distendidos, com o auxflio de banho-maria, sobre
lAminas de vidro albuminadas .

Para remog¢io da parafina, 0os mesmos passaram por dois banhos, de
15 minutos cada, em xilol PA e um banho de 2 horas em uma mistura de metanol;
cloroférmio (1:1).

A seguir os cortes foram reidratados pela imerséo por 10 minutos em

alcool etllico absoluto, por 5 minutos em alcool etllico 50% e, por 5 minutos em
agua destilada, estando prontos para serem corados.

Coloragbes e Técnicas citoquimicas

Coloragao pela Hematoxilina- Eosina: apés a hidratagéo, os cortes foram
corados pela Hematoxilina de Lewis durante 6 minutos, lavados em agua de torneira
por 10 minutos para retirar o excesso do corante e corados com Eosina por 5
minutos.

Técnica do Azul de Toluidina a pH 4,0: os cortes hidratados foram
imersos em solugao de Azul de Toluidina & 0,025% e tampao Mclivaine & pH 4.0
durante 15 minutos (MELLO & VIDAL, 1980). Os cortes foram, entdo, lavados
rapidamente em agua corrente e secos ao ar. _

Técnica do PAS: Apds a hidratacao, os cortes foram oxidados em 4cido
periddico a 0,5% em agua destilada por 10 minutos. Posteriormente efetuou-se a
lavagem dos cortes em agua destilada durante 5 minutos, com vérias trocas; em
seguida, os cortes foram submetidos ao reativo de Schiff, segundo LILLIE (1954),
durante 9 minutos (MELLO & VIDAL, 1980). A seguir, 0s cortes passaram por trés
banhos de 3 minutos cada em agua sulfurosa. Alguns cortes foram ainda
contracorados com Hematoxilina de Lewis por 6 minutos, e lavados com agua de
torneira durante 10 minutos.
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Desidratagao e montagem

As laminas contendo os cortes corados pela Hematoxilina-Eosina ou
submetidos a Técnica do PAS foram mergulhadas por cerca de 2 minutos nas
solugbes de élcool etllico 95%, &lcool etllico absoluto, dlcool etico absoluto:  xilol
PA (1:1) e xilol PA, sendo em seguida efetuada a montagem em Balsamo do
Canada.

Os cortes submetidos & Técnica do Azul de Toluidina & pH 4.0, foram
secos ao ar e imersos em xilol PA por 10 minutos. As laminas foram montadas em
balsamo do Canada.

Obten¢do dos cortes semifinos

Para obtengé&o de cortes semifinos utilizou-se o material fixado para MET
(descrito no ftem 2.2.5.) e incluido em Epon 812. Cortes de aproximadamente 1um
de espessura foram feitos no ultramicrétorno LKB, com o uso de navalhas de vidro.
Tais cortes foram colocados sobre laminas de vidro contendo uma gota de 4gua

destilada e colocados para secar em estufa a 60° C. A sequir, foram corados com
solugao de Azul de Toluidina a 1% em carbonato de sédio 0,5% (pH 12), secados
ao ar e as laminas foram montadas em Bélsamo do Canada.

22.4. Andlise do material e obtencio das fotomicrografias

A analise do material foi feita em microscopio ZEISS JENAVAL. Para
observacdo em contraste de fase, utilizou-se o mesmo microscdpio com objetivas
de contraste de fase, e as {otomicrografias foram feitas em filme Plus-X-Pan. As
fotomicrografias dos cortes corados pela Hematoxilina-Eosina ou submetidos as
técnicas do PAS ou Azul de Toluidina & pH 4.0 foram feitas em filme Kodacolor e
as referentes aos cortes semifinos foram realizadas em filme Fuji Neopan.

2.25. Preparagio do material para Microscopia Eletrbnica de
Transmisséo (MET)

Fixacao

Assim que retirados do animal, os testiculos foram  colocados
imediatamente na soluglo fixadora e seccionados em pedagos de 1mm de

didmetro.
Como primeiro fixador, utilizou-se a solugdo de paraformaldeido 4%:
glutaraldeido 5% com tragos de hidréxido de s6dio (KARNOVSKY, 1965) ou
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apenas a solugdo de glutaraldeido a 3% (GLAUERT, 1975). No preparo de todas
as solugles fixadoras utilizadas, bem como nas lavagens, foram utilizados o tamp&o
Sérensen 0,1M ou o tampéo cacodilato 0,08M, ambos a pH 7.2, Estes tampbes
continham 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de célcio (GLAUERT, 1975). Os
espécimes foram mantidos no 1o. fixador por 3 ou 15 horas.

Apbs a primeira fixagao, os espécimes foram lavados no mesmo tampéo
utilizado no preparo do fixador, por metade do tempo de fixagdo, sendo entdo,
mergulhados por 1 hora em solugéo de tetréxido de Osmio (20. fixador) a 2% em
tampao.

Antes de serem colocados na solugdo de acido tnico a 2% em tampéao
(SIMIONESCU & SIMIONESCU, 1976), os espécimes foram lavados rapidamente no
tampéao correspondente. As vezes, contudo, apds a imersao no 2o. fixador e
subsequente lavagem em tampao, o material foi submetido a coloragéo "en bloc"
pelo acetato de uranila a 2% em agua.

Os espécimes foram, a seguir, lavados por 5 minutos em agua destilada.
Todas as etapas até aqui descritas foram efetuadas a 4¢ C.

Desidrataco, Infiliracio e Inclusdo

Para desidratacdo, o material foi submetido a banhos de 15 minutos
em sclugdes alcodlicas de concentragéo crescente, comegando com élcool etfico
45%, alcool etilico 75%, &lcool etllico 95%, por duas vezes, finalizando com dois
banhos de 10 minutos em alcool etllico absoluto. Em seguida, efetuou-se a imersao
em é&lcool etflico absoluto: acetona PA 1:1 (v/v) por 5 minutos e, em acetona PA por
mais 10 minutos.

A infiltragao foi feita em solugéo de acetona PA: Epon 812 1:1 (v/V) por
um periodo de 15 horas. Os espécimes foram incluidos em Epon 812 e colocados
na estufa a 60°C durante aproximadamente {rés dias, a fim de acelerar a
polimerizagao.

Microtomia e coloracao

Cortes ultrafinos prata-dourados foram feitos com navalhas de vidro em
ultramicrétomo LKB e corados a temperatura ambiente durante 20 minutos em
solug@o aquosa de acetato de uranila a 2% (WATSON, 1958) e durante 5 minutos
em solug@o de citrato de chumbo a 0,2% em hidréxido de sédio 1N (VENABLE &
COGGESHALL, 1965).

Observacao do material e obtencio das eletromicrografias
A observagao do material foi efetuada em Microscopio Eletrénico ZEISS

9S-2 operado a 60Kv, a aumentos de 800 a 9.200 vezes e as eletromicrografias
foram feitas em filme Kodalite 2556 ou filme Fuji (Fuji Electron Microscopic Film-FG).
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3. RESULTADOS

3.1. ORGANIZACAO CELULAR DO TESTICULO EM PERIODO
REPRODUTIVO

Os testiculos dos animais estudados apresentam forma ovéide, coloracgéo
amarelada e tamanho aproximado de 1cm de comprimento por 0,7cm de largura.
A organizagdo bésica do testiculo esta representada no Esquema 2. Seu interior é
totaimente preenchido pelos tdbulos seminiferos, os quais sdo envolvidos pela
capsula testicular ou tdnica albuginea e por uma camada serosa bastante fina, a
tinica vaginalis.

A capsula testicular é rica em vasos sanguineos (Fig. 24) os quais

podem ser vistos até a olho nu, no orgdo recentemente dissecado, devido &

transparéncia da tinica vaginalis.

O interior do érgéo ndo é dividido em compartimentos, sendo freqgiiente
a observagao de comunicagdes entre os tubulos seminfferos (Fig. 5).

Os tdbulos seminiferos apresentam paredes de tecido peritubular muito
finas (Figs 5-7, 15, 25-27) onde s&o encontradas células muito semelhantes a
fibroblastos, com nuacleo fusiforme (Figs. 25, 27 e 39) e citoplasma com
prolongamentos (Fig. 38). Entre estas células é comum a ocorréncia de fibras
colagénicas (Fig. 38), sem um padrao particular de orientagdo, e regides de
cltoplasma rico em filamentos, que acreditamos corresponder as células mioepiteliais
(Fig. 41). A ocorréncia de capilares nesta regido também é freqlente (Fig. 25). Nos
cortes submetidos ao teste do PAS a parede do tdbulo apresenta-se corada em
rosa {Figs. 15 e 16) e ao MET encontra-se a l&mina basal delimitando o tecido
peritubular (Figs. 36 e 39).

A identificagéo das células de Sertoli sé foi possivel a partir da andlise
dos cortes semifinos (Figs. 28 e 29) e ulirafinos. Nos cortes corados com
Hematoxilina-Eosina, a caracterizagdo destas células foi muito dificultada, sendo
observadas regibes de seu citoplasma entre as células do epitélio germinativo,
alcangando os feixes de espermatides (Fig. 8). Nos cortes ultrafinos, as células de
Sertoli aparecem em contato direto com a lémina basal (Fig. 39), ou logo acima das
espermatogOnias (Figs. 33 e 36), de modo que a maior parte do epitélio germinativo
situa-se acima dela e ndo mantém contato direto com a parede do tibulo.

O epitélio germinativo dos animais estudados apresentou espessura de
varias camadas de células, estando estas em diversas fases de diferenciagao (Figs.
7. 8, 25 e 26).

As espermatogbnias geraimente formam uma camada continua (Figs.
25-27), podendo ocorrer em contato direto com o tecido conjuntivo (Fig. 39) ou nao

{Fig. 36), embora a sua localizagio seja sempre basal,
Os espermatdcitos primérios ocupam posi¢do intermediaria entre as
espermatogdnias e as espermatides (Figs. 7, 8, 26, 33 e 34), sendo observados em
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grupos na mesma fase de diviséo celular (Figs. 34 e 37).

As espermétides sao encontradas na porgdo mais luminal do epitélio
germinativo, adjacentes a luz dos tubulos, onde ocorre a espermiogénese,como
pode ser notado nos corte sem parafina corados com Hematoxilina-Eosina
(Figs.6-8) e confirmado nos cortes submetidos & técnica do PAS (Figs. 15 e 16).

Com base em véarias caracteristicas estruturais e  ultra-estruturais,as
espermatides foram classificadas em seis fases de diferenciagao, designadas E1,
E2, E3, E4, E5 e EB. Estas fases estdo descritas em detalhe no item 3.5.

As espermétides iniciais (E1 @ E2) formam grupos mais centripetos no
tdbulo em relagéo aos espermatéceitos primérios (Figs. 7, 9 e 34). Com a associagao
com as células de Sertoli e o decorrer da diferenciagio, as espermétides (E3)
assumem uma orientagdo polarizada, pois a regido acrossomal direciona-se para
a parede do tubulo, enquanto a caudal fica voltada para a luz (Figs. 8, 16 e 18). A
medida que se alongam (E4, E5 e E6), comegam a se organizar em feixes (Figs. 1-4,
7-10, 13, 25 e 34). Nos feixes, as E3 s&o encontradas no nivel da cauda das E4,
ES e E6 (Figs. 7-9, 16-18 e 26). Em cortes transversais, verificamos que quanto mais
avangado o estadio de diferenciagio, as espermatides (E6, E5 e E4) ocupam
posicbes mais internas no feixe (Figs 34, 55, 61, 86 e 90), por sua vez as

espermatides iniciais, localizam-se mais externamente no feixe (E3) (Figs. 55, 56, 86
e 90}, ou na sua periferia (E2 e E1) (Figs. 25, 26, 30, 31, 33, 34, 55, 56 ¢ 68).

Os feixes de espermatides s&o muito longos, ocupando grande parte do
interior do tdbulo (Figs. 6 e 15). :

Na luz dos tibulos nota-se abundante quantidade de material que se
cora intensamente pela Eosina (Figs. 5 e 6), suavemente pelo PAS (Fig. 15) e pelo
tratamento com o Azul de Toluidina a pH 4.0, cora-se metacromaticamente em
violeta azulado (Fig. 20). Através da observagio dos cortes semifinos (Fig. 25) e
ultrafinos (Fig. 93), verificamos que este material é rico em residuos de eliminagéo
citoplasmatica.

O arranjo das espermatides no feixe ou ao redor dele e o modo de
distribuicdo dos feixes nos tubulos seminiferos originam um padrao radial de
disposi¢ao muito caracteristico (Figs. 5, 6 e 15).
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3.2. CELULAS DE SERTOLI

Sao células grandes, alcangando vérias dezenas de micrOmetros de altura.
Seu nicleo varia de ovalado a piramidal (Figs. 33, 36 e 37), com contornos
irregulares, onde sao frequentes dobras e reentrncias (Figs. 36 e 39). Os
complexos de poros distribuem-se regular e abundantemente ao longo do envé-
lucro nuclear (Fig. 39). A cromatina é pouco condensada (Figs. 33, 36 e 39) e o
nuciéolo bastante volumoso e vacuolizado (Figs. 35 e 37), sendo visualizado mesmo
nos cortes semifinos (Fig. 28). E comum a presenca de uma estrutura esférica, com
aspecto granular, associada ao nucléolo (Fig. 35) ou livre no ntcleo (Fig. 36), sendo
que até trés destas estruturas foram observadas em associagao ao mesmo niicleo
(Fig. 36).

As células de Sertoli apresentam o citoplasma geralmente mais corado
(Figs. 28 e 29) ou eletrodenso (Figs. 33, 34, 36 e 37) que as células germinativas,
caracteristica que facilita a sua identificagfo. Ela apresenta prolongamentos cito-
plasmaticos muito finos (Figs. 33, 34 e 36), que se irradiam para a luz do tubulo,

penetrando entre os diversos tipos celulares e alcancando as espermétides (Fig. 34).

Jungdes de membrana sdo freqlentemente visualizadas entre as células
de Sertoli e outros tipos celulares, principalmente com as espermatides iniciais (E1
e E2) (Figs. 64 e 68).

No citoplasma, além de perfis de reticulo endoplasmaético e mitocéndrias,
encontram-se esporadicamente vesiculas eletrodensas (Fig. 34) e uma grande
quantidade de microtibulos (Figs. 46, 49 e 90). Os microtdbulos, na regiao dos
feixes, se dispbem no sentido da elongagéo das espermatides (Figs. 68 e 87). As
mitocondrias da célula de Sertoli distinguem-se daquelas das espermétides por
apresentarem cristas tubulares sem uma disposicao preferencial, enquanto as outras
apresentam cristas lamelares dispostas perpendicularmente & sua membrana exter-
na, quando em corte transversal (Fig. 88).

E freqliente a observagao de prolongamentos citoplasméticos das células
de Sertoli entre as espermétides E1 e E2 (Fig. 68). Nas E3, estes prolongamentos
alcangam a regidao caudal da célula (Figs. 56, 58 e 90) e enquanto cisternas de
reticulo endoplasmatico liso se localizam na altura da vesicula acrossomal (Figs. 58
e 59), na regido da cauda o citoplasma da célula de Sertoli apresenta cisternas com
forma reticulada (Fig. 84). As espermétides E4, E5 e EB, por sua vez, encontram-se
totalmente envolvidas pelas extensdes citoplasméticas da célula de Sertoli, o que
pode ser notado tanto nos cortes semifinos (Figs. 26, 30 e 31) e ultrafinos (Figs. 34,
55, 62 e 66), como em microscopia de contraste de fase (Fig.2).

Proximo & regi&o dos acrossomos das espermaétides finais, o citoplasma
da célula de Sertoli é rico em diminutas vesiculas (Fig. 62), e nas alturas das
caudas destas espermatides encontram-se aglomerados de estruturas eletrodensas
semelhantes as fibras densas acessorias (Fig. 87).

Algumas vezes, sBo observados grandes espagos ou vaclo los no
citoplasma da célula de Sertoli (Figs. 55, 97 e 100). Dada a presenga de
espermatides finais no interior destes vactolos, acreditamos que eles representem
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regibes de antigos feixes {Figs. 55, 97 e 100). Ao redor destes espagos, ou mesmo
em outras regides do citoplasma préximas ao feixe, observam-se vesiculas
envolvidas por membranas duplas, contendo citoplasma da espermétide rico em
microtabulos (Figs. 54 e 55).

3.3. ESPERMATOGONIAS

Nao nos foi possivel, ao nivel morfoldgico, estabelecer diferengas entre
espermatogbnias priméarias e secundérias, com as técnicas utilizadas no presente
estudo.

As espermatogdnias sdo células com nlcleo ovalado ou  esférico e

cromatina formando grumos (Figs. 7, 8, 26, 27 e 29), grumos estes observados
mesmo nos cortes corados com Hematoxilina-Eosina (Fig. 8) e nos cortes semifinos
(Figs. 26-29). O nucléolo é bastante saliente e vacuolizado (Figs. 39 e 41),
podendo existir até dois por ndcleo (Fig. 40). Préximo ao nucléolo encontra-se uma
regi&o constituida de pequenos granulos (Figs. 40 e 41).

Muitas vezes s&o visualizados mais de um nlcleo numa mesma massa
citoplasmatica (Fig. 33) ou ligados por uma estreita faixa de citoplasma (Fig. 39).

No citoplasma, geraimente pouco volumoso, destacam-se perfis de
reticulo endoplasmatico, polissomos e diminutas vesiculas (Figs. 39, 40 e 41). As
mitocdndrias s&o alongadas, algumas vezes agrupando-se em um lado da célula
(Figs. 39 e 41). O complexo de Golgi é pegueno, quando comparado com os das
outras células germinativas, e geralmente localiza-se na regifo do citoplasma que fica
voltada para a base do tubulo (Figs. 39 e 41). Muito caracteristica é a presenga, na
regiao perinuclear, de aglomerados de um material constitiido de estruturas
esféricas aproximadamente do mesmo tamanho e com aparéncia granular. Estes
aglomerados foram designados de massas citoplasméticas densas (Figs. 39, 40 e
42).

18



3.4. ESPERMATOCITOS

Os ¢rgaos estudados exibiram uma grande quantidade de espermatécitos
primarios organizados em grupos (Figs. 34 e 37). Nos cortes corados com
Hematoxilina-Eosina (Figs. 7 e 8) e semifinos (Figs. 25 e 26), os espermatbcitos
apresentam nticleo esférico, bastante volumoso, com cromatina em diversos graus
de compactagdo. Através da analise ultra-estrutural destas células, verifica-se que
as mesmas apresentam caracteristicas morfoldgicas muito peculiares, principalmente
com relagdo ao grau de compactagdo cromatinica, o que permite classifica-las em
diversos tipos, segundo a fase da préfase em que se encontram.

Certos espermatéeitos primérios sao semelhantes a&s  espermatogdnias,
porém apresentam ntcleo e citoplasma um pouco mais volumosos (Fig. 43). O
nucléolo compacto é ovalado, vacuolizado e apresenta contornos mais regulares
do que aqueles das espermatoglbnias (Fig. 43). Nestas células, 0s cromossomos
aparecem em inicio de condensacéo na periferia nuclear (Fig. 43). O citoplasma é
rico em cisternas de reticulo endoplasmatico e grumos das massas citoplasmaticas

densas localizam-se nas adjacéncias do ndcleo, em regides onde s&o abundantes
os complexos de poros (Fig. 43). Parece haver um aumento na quantidade de
organelas citoplasméaticas dos espermatécitos, principalmente de mitocdndrias,
quando comparado com as espermatogbnias (Fig. 43).

Entre os diferentes tipos de espermatécitos encontrados, os mais
freqlentes sdo os que apresentam complexos sinaptonémicos aderidos ao envélucro
nuclear (Figs. 37, 39, 46 e 47). Seus nlcleos, além dos cromossomos condensados
pareados pelo complexo sinaptonémico, cujo elemento central é facimente
vizualisado {Fig. 47), apresentam também o nucléolo, préximo ao envélucro nuclear,
& associado com uma estrutura esférica eletrodensa, o corpo redondo (Fig. 45).

Os poros nucleares sao abundantes nestes espermatécitos, e
agrupam-se em dominios (Figs. 37, 39, 46-48). Estes conjuntos de poros s$30 vistos
algumas vezes destacados do nicleo (Fig. 37). Préximos a eles, ou mesmo em
regides citoplasmaticas mais afastadas, sdo observados grumos das massas
citoplasmaticas densas (Figs. 37, 39, 45-47).

O citoplasma nestas células é mais volumoso que nos outros
esperrnatécitos e rico em organelas (Figs. 37, 39 e 46). As mitocdndrias alongadas
s8oc numerosas e agrupam-se, preferencialmente, ao redor do complexo de Golgi
(Figs. 37, 39 e 45). Este, por sua vez, apresenta-se bastante desenvolvido com
vérias pilhas de cisternas posicionadas num arranjo circular, sendo que na regiao
central acumulam-se indmeras vesiculas (Figs. 39 e 47). ‘

Um outro tipo de espermatécito primério encontrado é caracterizado por
possuir nucleo aproximadamente ovalado e cromossomos mais descompactados do
que nos espermatocitos que apresentam complexos sinaptonémicos (Figs. 34 e 44).
Algumas regibes lineares mais condensadas sao observadas aderidas ao envolucro
nuclear e embora o nucléolo n&o seja visualizado, o corpo redondo estd presente
(Fig. 44).

Certos espermatdcitos primarios possuem cromossomos mais evidentes,
bastante condensados e eletrodensos, e nucieoplasma mais  eletroldcido, o que
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sugere uma fase mais adiantada da préfase (Figs. 36 e 49). O nicleo aparece com
contornos regulares, quase esférico, e no seu interior destaca-se uma regido
contendo pequenos grénulos (Fig. 49). Um fato peculiar destas células é que o
corpo redondo apresenta uma grande lacuna, o que lhe confere um aspecto
anelado (Fig. 48). Nesta fase é comum encontrarem-se mais de um nfcleo no
mesmo citoplasma (Fig. 49},

Observamos também espermatdcitos cujos cromossomos sao vistos muito
condensados no interior de nucleos com nucleoplasma bastante eletrollcido (Figs.
50 e 51), contendo o corpo redondo (Fig. 50). No citoplasma préximo ao nicleo
destaca-se um complexo de Golgi bastante volumoso (Fig. 51).

Os espermatdcitos secundérios s&o provavelmente células de curta
duragao que logo se dividem para originar as espermatides ou sac muito
semelhantes as espermatides iniciais, sendo que nao foi possivel a sua identificacéo,
seja ao microscopio de luz ou eletrdnico.

3.5. ESPERMATIDES

As espermatides foram classificadas em seis tipos (E1- ES6), segundo a
fase de diferenciagdo em que se encontram. Estes estagios de diferenciagao
espermatica foram estabelecidos com base em varias caracteristicas morfoldgicas,
mas tendo utilizado, principalmente, o grau de compaciagdo cromatinica. Tal
parédmetro foi utilizado, pois durante a espermiogénese sdo observados padroes
de compactagio cromatinica muito caracteristicos. Estas fases ser@o descritas
separadamente a seguir.

Espermétides 1 (E1)

Sao células esféricas ou poligonais com nicleo redondo ou ovalado (Figs.
7-10, 25-27). Entre os diversos tipos celulares do epitélio germinativo, estas células
séo as que apresentam o nucleo menos corado pela Hematoxilina (Figs. 7-9). Com
base no aspecto nuclear, é dificil diferenciar estas espermatides das E2, nos
preparados observados ao microscépio de luz comum, de modo que elas foram,
algumas vezes, designadas espermatides iniciais. Ao nivel ultra-estrutural, a cromatina
¢ finamente granular, mais compactada na periferia e formando alguns grumos
densos no interior do nlcleo (Figs. 52, 53, 62 e  68). A regiao mais compactada

na periferia nuclear e 0s grumos densos $&o visualizados mesmo nos cortes

semifinos (Figs. 26 e 27). Além destas caracteristicas, no nicleo destas células,
também é encontrada uma area contendo grénulos muito pequenos (Figs. 52 e 53).
O citoplasma contém polissomos, longos perfis de reticulo

20



endoplasmatico, mitocbndrias alongadas e complexo de Golgi, bem proeminente
(Figs. 52, 53 e 68).

Observagbes dos decalques corados com Leishmann (Fig. 10), do
material a fresco sob microscopia de contraste de fase (Fig. 2) e dos cortes
semifinos (Fig. 26), sugerem a presenga de mals de um ndcleo numa mesma massa
citoplasmatica, fato este confirmado nos cortes ultrafinos (Fig. 62). Os cortes ultrafi-
nos tambem revelam que é muito comum a presenga de pontes citoplasméticas
entre estas esperméatides (Fig. 53).

Espermétides 2 (E2)

Estas células também apresentam nicleo aproximadamente esférico e
corado levemente pela Hematoxilina (Figs. 7-9), dificultando sua diferenciacio das
E1. Ao MET, no entanto, sua cromatina parece estar mais descompactada, pois 0s
grumos condensados que eram observados nas E1, bem como a faixa de cromatina
mais compactada adjacente ao envélucro nuclear sdo geral mente bem menores

(Figs. 33, 34, 55, 56, 82 e 90). No nucleo destaca-se uma regido mais eletrodensa

e finamente granular, que acreditamos ser um nicleolo (Figs. 55, 82 e 90) sendo
que alguns grénulos pequenos também sao visualizados (Fig. 82), o que indica um
inicio da compactagao cromatinica.

Mitocbndrias esparsas e longas cisternas de reticulo endoplasméatico séo
encontradas no citopiasma (Figs. 55, 56, 68, 83 e 90) e as pontes citoplasméticas
s&o facilmente visualizadas entre as células nesta fase (Fig. 56, 67 e 82).

Este estadio de diferenciagéo & caracterizado pelo inicio da formagéo do
acrossomo (Figs. 55, 56, €8, 70, 71 e 90), e o desenvolvimento do flagelo (Figs.
79-83) também torna-se nitido. Estes fendmenos ocorrem simultaneamente, em
regiGes adjacentes e em associagio com um complexo de Golgi bem desenvolvido
(Figs. 79 e 82).

Embora estas espermétides apresentem grau de compactacio cromatinica
muito semelhante, o grau de desenvolvimento do acrossomo pode variar, sendo
encontradas vesiculas acrossomais muito pequenas (Figs. 70 e 79) ou mais
proeminentes (Figs. 67, 83 e 90).

Espermétides 3 (E3)

S&o espermatides em inicio de elongagdo nuclear que ao microscépio
Optico apresentam nucleo em forma de taga, mais fortemente corado pela
Hematoxilina (Figs. 7-9) e pelo Azul de Toluidina nos cortes semifinos (Figs. 26 e 27)
que as E1 e E2. S&o também mais eletrodensas e com volume reduzido devido
a compactagao cromatinica (Figs. 55, 56 e 90). A cromatina assume aparéncia de
grénulos pequenos (Figs. 55-59, 86 e 90). Os grumos de cromatina condensada e

0 nucleolo, visualizados nas fases anteriores, desaparecem, de forma que o

contelido nuclear mostra-se homogéneo (Figs. 55-59, 86 e 90). Este padrao gra-
nular uniforme persiste por toda esta fase de diferenciacdo, porém os grénulos
tornam-se progressivamente maiores (Figs. 99) e mais eletrodensos, parecendo
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agregar-se em cordodes.

A célula torna-se polarizada, pois o flagelo e a vesscuia acrossomal que
antes localizavam-se préximos, agora ocupam pdlos opostos (Figs. 56 e 58).

Mudangas citoplasmaéticas marcantes ocorrem. Um fluxo antero-posterior
de citoplasma ¢ estabelecido, de modo a restar apenas uma estreita faixa na regido
acrossomal e nuclear, € as mitocOndrias e demais organelas vao para a regido
posterior da celula (Figs. 56, 58, 59 e 90). Microtibulos surgem no citoplasma e
perfazem um trajeto helicoidal, desde a extremidade anterior do nicleo (Figs. 57-59)
até o infcio da cauda (Figs. 56-58, 84 e 90). Os compiexos de poros s&o vistos
acumulados na regifo distal do nucleo (Figs. 57 e 86) e conjunios deles parecem
estar sendo destacados do envilucro nuclear (Fig. 86). A vesfcula acrossomal
chega a alcangar cerca de dois tergos do volume nuclear (Figs. 56, 58 e 73). O
flagelo prossegue seu crescimento (Figs. 56 e 58), ao mesmo tempo que surgem
as fibras densas ao redor do axonema (Fig. 84).

Espermatide 4 (E4)

O nicleo destas espermétides mostra-se ainda mais corado nos cortes
submetidos & Hematoxilina (Figs. 8 e 9) ou semifinos corados pelo Azul de Toluidina
(Fig. 32), do que aqueles das fases anteriores, refletindo uma maior compactagio
cromatinica. Ac nivel ultra-estrutural, verifica-se que a cromatina organiza-se
formando corddes espessos arranjados paralelamentente ao maior eixo do nicleo.
Assim, em cortes longitudinais do nlcleo observam-se estruturas cilindricas (Figs.
60 e 76) e em cortes transversais estruturas aproximadamente redondas (fig. 61).
Estes corddes s&o delimitados por regides eletronltcidas (Figs. 61 e 76). A medida
que prossegue a diferenciagdo, os corddes tornam-se mais eletrodensos e o
espago entre eles mais estreito (Fig. 61).

Nesta fase, o nicleo e acrossomo sofrem elongagdo e leve torgio em
hélice, fato notado nos cortes em parafina (Figs. 8 e 9), decalques (Figs. 11-14),
cortes semifinos (Fig. 32) e nos cortes ultrafinos (Figs. 60, 67 e 76). Neste periodo
de diferenciagao ja se nota a associacdo de um feixe de microtlibulos que se
estende desde o inicio do acrossomo por quase toda a extensado da célula (Figs.
56 e 61).

A cauda, agora bastante longa, assume conformago helicoidal, e tanto
em corte transversal {Figs. 86, 87 e 90), como longitudinal (Figs. 56 e 76), revela
uma estrutura tripartida constituida pelo axonema, pela mitocéndria e pelo feixe de
microtibulos. O axonema com padréo 9 + 2, apresenta-se associado & nove fibras
densas. As mitocdndrias em fusdo, bem como o feixe de microtlbulos, fazem um
trajeto helicoidal ao redor do axonema por toda a sua extensio (Fig.76).

Espermatides 5 (E5)

Ao microscbpio de luz, seja nos cortes corados com Hematoxilina-Eosina
(Figs. 7-9), nos decalques corados com Leishmann (Figs. 10, 11, 13 e 14) ou nos
cortes semifinos (Figs. 25, 26, 31 e 32), as espermatides finais apresentam nicleo
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com forma helicoidal, mais estreito e corado que as E4, sendo bastante dificil sua
distingdo das E6. Ao nivel ultra-estrutural, porém, eles podem ser separadas em
tipos celulares distintos, aqui designados ES e EB6.

No nucleo das E5 nao s&o mais observados os cordbes eletrodensos
de cromatina, 0s quais aparentemente estdoc em processo de fusdo. Deste modo,
o ndcleo aparece eletrodenso, com peguenas éreas sletronliicidas na forma de
virgulas (Figs. 55, 60, 62-64, 68). O tamanho e a quantidade destas areas diminuem
com o decorrer da diferenciagio (Figs. 65 e 68).

0O acrossomo continua a alongar e espiralar e, na sua periferia, surge
uma protuberéncia que se diferencia na crista espiral (Figs. 62, 68 e 77).

Na cauda, as mitocOndrias fundiram-se totalmente for mando a bainha
mitocondrial, Esta se dipdem em hélice ao redor do axonema e & envolta pelo feixe
de microtibulos (Figs. 63, 85 e 90). Embora a organizagio geral da cauda seja
muito semelhante aquela observada na fase anterior, verifica-se uma redugao de
volume, de modo que o feixe de microtibulos e a mitocdndria tornam-se mais
compactos e a quantidade de citoplasma nesta regiao é reduzida (Figs. 86, 87 e 90).

Espermétides 6 (£6)

Sdo espermétides finais com nucleo helicoidal e cromatina bastante
condensada, intensamente corada (Figs. 8, 9, 11, 14, 25, 26, 30, 31 e 32) e
homogeneamente eletrodensa (Figs. 62, 63, 65-68). O nicleo sofreu ainda uma
leve reducéo do volume quando comparado com aqueles das E5 (Figs. 62 e 68).

O acrossomo apresenta conteddo homogéneo e de eletrodensidade um
pouco inferior que a do nicleo (Figs. 76 e 78) e a crista espiral, bem saliente (Figs.
62, 67, 76 e 78), é observada como projecbes na forma de espinhos (Figs. 68 e
77}.

Estas espermatides podem ser encontradas ainda envoltas pela célula
de Sertoli (Figs. 2, 34, 62, 63, 68, 76, 78 e 90), ou soltas em vacuolos no interior
desta célula (Figs. 55, 97 e 100). Nas que se enconfram em contalo com o
citoplasma da célula de Sertoli, o feixe de microtibulos ainda estad presente (Figs.
65, 66, 68, 85-90), enquanto nas espermatides encontradas no interior de vaciolos,
o feixe de microtdbulos pode estar presente (Figs. 55 e 100) ou nao (Fig. 100). Com
relacdo ao axonema, as fibras densas e & mitocdndria, a organizacéo da cauda
é a mesma encontrada na fase anterior, embora o citoplasma nesta regido esteja
ainda mais reduzido (Figs. 86-90).
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3.6. ESPERMATOZOIDES TESTICULARES

Os espermatozdides sdo células muito alongadas e  helicoidals,
praticamente idénticas as E6, sendo no entanto, reconhecidas como
espermatozdides pelo fato de se encontrarem livres na luz do tdbulo.

A regiao da cabega destes espermatozdides € constituida pelo
acrossomo cdnico, espiral, e pelo nicleo. O acrossomo é bastante longo , medindo
cerca de 9 um, ultrapassando o comprimento do nicleo que mede cerca de 5 um,
e é caracterizado pela presenga de uma crista espiral, que acompanha sua forma.

A cauda ocupa cerca de 90% do comprimento da célula, sendo
constitulda pelo axonema com padrdo usual 9 +2 e pelas nove fibras densas
acessotrias. Cada fibra densa mantém contato com a dupla de microtdbulos, é
continua por toda a extens@o da cauda e reniforme em seccio transversal. Além do
axonema e das fibras densas acessoérias, por todo o comprrimento da cauda é
encontrada uma mitocdndria longa, que transcreve um trajeto helicoidal ao redor do

axonema. Nestas celulas o feixe de microtiibulos geralmente ndo esté presente.

3.7. ASPECTOS DA BASOFILA NUCLEAR RESULTANTES AOQ
TRATAMENTO PELO AZUL DE TOLUIDINA A pH 4,0

Como é sabido o Azul de Toluidina, nas condigbes des critas, é um
corante gue se liga a grupamentos anidnicos, no caso do DNA, os grupamentos
fosfatos {(LISON, 1960). Dependendo da quantidade e proximidade de moléculas de
Azul de Toluidina que se ligam ao substrato, diferentes respostas serfo encontra das
podendo mesmo caracterizar fendmenos de metacromasia (LISON, 1960; MELLO &
VIDAL, 1877; VIDAL & MELLO, 1987).

No presente estudo, observamos respostas de basofilia variadas de
acordo com a fase de diferenciagdo espermatica. Os nlcleos das espermaétides E1
e E2 apresentam metacromasia corando-se em violeta azulado (Figs. 20, 21 e 23).
O ntcleo das espermétides E3 também se cora em vicleta azulado, no entanto,
com intensidade muito maior (Figs. 20-23). As espermétides em elongagdo nuclear
e processo de torgado em hélice (E4) exibem nicleos corados fracamente em violeta
azulado (Figs. 20-22). As espermétides finais (E5 e E6) apresentam nicleos corados
em verde {ortocromasia} {Figs. 20-23), embora seja dificil individualizar os nicleos
destas espermatides dada a proximidade em que se encontram dentro dos feixes.
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3.8. FORMAGCAO DO ACROSSOMO

As espermatides iniciais (E1) apresentam complexo de Golgi bem
proeminente com sua face cis, rica em vesiculas, voltada para o nicleo {Fig. 52).

No segundo periodo da diferenciaglo espermaética, vesiculas provenientes
do Golgi aproximam-se do envélucro nuclear e coalescem para formar a vesicula
acrossomal (Figs. 68 e 70). Esta fase & caracterizada pelo surgimento e crescimento
da vesicula acrossomal, faciimente visualizada nos cortes semifinos (Figs. 26 e 30).
Apbs tratamento pelo PAS as vesfculas acrossomais aparecem como regides
suavemnente coradas em rosa, nas adjacéncias do nicleo (Figs. 18 e 19). Nos cories
ultrafi nos elas apresentam forma triangular ou semi-esférica e conteudo finamente
granular, onde se distinguem regides de eletrodensidades diferentes (Figs. 34, 55,
56, 68 e 71). A drea de maior eletrodensidade localiza-se internamente e mais
proxima do nucleo, sendo designada grénulo acrossomal (Figs. 34, 56, 71 e 90).
Na regido de contato entre a vesicula acrossomal e 0 nlcleo, as membranas

tornam-se mais espessas e sletrodensas, parecendo ocorrer deposicao de material

eletrodenso junto as suas faces internas (Figs. 56 e 71).

Nas E3, o citoplasma é direcionado para regides caudais e a célula
torna-se polarizada, ndo sendo mais observado o complexo de Golgi na regiao
acrossomal (Figs. 56, 58 e 59). A vesicula acrossomal, agora aproximadamente
esférica, localiza-se em uma ampla concavidade nuclear e alcanga cerca de dois
tercos do volume do nucleo (Figs. 55, 56, 58, 59 e 72). Este aumento em volume
¢é facilmente observado no material submetido ao PAS, pois nestes cortes a vesicula
acrossomal apresenta-se fortemente corada em rosa (Figs. 17-19). O granulo
acrossomal ocupa aproximadamente 70% do interior da vesicula (Figs. 56, 72,73 e
- 86) e, no seu interior destacam-se uma ou mais regides esféricas de maior
eletrodensidade, que correspondem ao granulo acrossomal interno (Figs. 72 e 86).
O granulo acrossomal inter no aparece nos cortes semifinos como um ponto escuro
muito peculiar destas espermétides (Figs. 26, 27 e 32).

Nas fases posteriores da diferenciagéo (E4-E6) ocorrem modificagbes
morfolégicas como alongamento e espiralizacéo também condensagao do contetido
acrossomal. Primeiramente (E4), o acrossomo sofre um grande alongamento,
chegando a alcangar comprimento semelhante ao do nlcleo (Fig. 76). Ele
apresenta-se cilindrico e levemente curvado, o que sugere um inicio de espiralizagéo
(Fig. 76). Quando comparado com a fase anterior de diferenciagio, o acrossomo
mostra-se corado mais intensa e uniformemente pelo PAS (Fig. 19). O grénuio
acrossomal, agora mais eletrodenso, acompanha a forma do acrossomo, mas nao
ocupa todo seu interior, sendo observada ainda a regidao mais eletrolicida. Esta
regido pode ser observada tanto nos cortes ultra-finos (Figs. 61 e 76) como nos
cortes semifinos (Fig. 32).

Ao MET verifica-se que as E5 s8o caracterizadas pelo inicio da formagao

de uma protuberancia na regiao eletro-iicida do acrossomo (Figs.66,75 e 77) que
paulatinamente se diferencia na crista espiral (Figs. 68, 75 e 77).

As E6 apresentam acrossomo mais longo que o nicleo, c¢bnico, espiral,
com conteddo homogéneo e pouco menos eletrodenso que o nicleo. Na sua
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supertficie salienta-se a crista espiral (Figs. 62, 67, 68, 76 e 78).

A técnica do PAS também evidencia a forma espiral dos acrossomos das
espermatides finais que nesta fase coram-se intensamente em rosa (Figs. 16-19).
Nao foi possivel discernir entre ES e E6, nestes preparados. No entanto, quando
acompanha da da coloragio pela Hematoxilina, a técnica do PAS é muito Util por
fornecer uma idéia do tamanho do acrossomo em relagao ao nicleo (Figs. 17 e 19).
A forma do acrossomo nas espermatides finais também é realgada pelo corante de
Leishmann, que os cora suavemente em azul acinzentado (Figs. 10 e 11).

As espermétides finais (E5 e E6), nos decalques corados por Leishmann,
apresentam duas projegbes na regido nuclear adjacente ao acrossomo (Figs. 13 e
14). Ao MET nota-se que o acrossomo apbia-se em uma profunda concavidade
nuclear (Figs. 63 e 76). Em cortes transversais da regido entre nicleo e acrossomo,
as projegbes nucleares s&o vistas em regides opostas, nas laterais do acrossomo,
verificando-se que © acrossomo localiza-se um pouco deslocado para um dos lados
do ndcleo (Fig. 74).

3.9. FORMACAO DO FEIXE DE MICROTUBULOS

As espermatides iniciais, E1 e E2, ndo possuem microtdbulos orientados
no citoplasma. Estes surgem nas E3 (Figs. 56-59 e 90}, justamente na fase em que
muitas mudangas citoplasmaticas e nucleares ocorrem.

Nas E3, os microtubulos sdo encontrados desde a base do acrossomo
(Figs. 58 e 59) até o inicio da cauda (Figs. 56-58 e 84), fazendo um trajeto
helicoidal (Figs, 57 e 58). Eles formam, iniciaimente, uma fileira Unica logo abaixo
da membrana plasmética (Figs. 56 e 58), mas aumentam em ndmero no decorrer
desta fase (Fig. 57) e comegam a se organizar na forma de feixe. Em espermétides
com grau de compactag&o cromatihica intermediario entre E3 e E4, algumas vezes
sao visualizados, entre o feixe de microtubulos e o nicleo, o citoplasma da célula
de Sertoli (Fig. 99).

No periodo seguinte (E4), em que a espermétide elonga, os microtdbulos
distribuem-se por quase toda a extensdo da célula, com excegao da parte anterior
do acrossomo (Fig. 61) e formam um feixe bem organizado (Figs. 76, 87 e 90).
Este feixe, tanto na regi&o nuclear, como na caudal, posiciona-se nas convexidades
da espermétide (Figs. 67 e 76). Nesta fase as mitocdndrias estao assumindo sua
conformagao helicoidal ao redor do axonema (Figs. 67 e 76) e o feixe de
microtubulos  encontra-se externamente a elas, executando o mesmo trajeto e
envolvendo-as (Figs. 87 e 90).

Nas espermatides ES e EB, o feixe de microtibulos é visualizado por
toda a extensao da célula (Figs. 65, 66, 68, 87-90), inclusive no inicio do acrossomo
(Figs. 69, 74 e 75). Também é freqliente a ocorréncia de um processo da célula de
Sertoli penetrando entre o feixe de microtibulos e a espermétide (Figs. 69 e 75),
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nesta regido. A medida que as células progridem na sua diferenciacao o feixe de
microtubulos aparece mais compacto e o citoplasma que ocupa é menos volumoso
(Figs. 87 e 90).

Devido ao fato do feixe de microtibulos executar um trajeto helicoidal ao
redor do axonema, os microtlbulos do feixe encontram-se inclinados com relagao
aos microtibulos do axonema. Sendo assim, quando o axonema € cortado
transversalmente e os microtGbulos que os constituem s&o observados nitidamente,
os microtibulos do feixe aparecem em cortes aproximadamente longitudinais (Figs.
87 e 88). Por sua vez, quando o feixe de microtibulos é cortado transversalmente
e seus microtibulos aparecem nitidos, os do axonema estao seccionados tan-
gencialmente (Fig. 89). Quando o feixe de microtlbulos é seccionado
transversalmente, entre as fileiras de microtlbulos sio observadas cisternas de
reticulo endoplasmatico liso (Fig. 89).

O feixe de microttbulos, nas espermétides finais (E5 e E6), parece ser
mais fongo que a mitocOndria, pois em cortes transversais da regido caudal destas
espermatides (Figs. 85 e 98), apenas ele é observado rodeando o axonema, mas
separado deste por um espaco, o canal flagelar. Deste modo, de um lado do

axonema resta apenas uma estreita faixa de citoplasma (Figs. 85 e 98).

As espermétides finais (E6) que se encontram imersas no citoplasma da
célula de Sertoli, geralmente ainda apresentam o feixe de microtdbulos (Figs. 85-90,
98 e 100). Entretanto, algumas vezes, o citoplasma contendo o feixe de
microtdbulos esté protraido (Fig. 100) ou ausente (Figs. 85 e 98). Enguanto as
espermatides encontradas no interior de vactiolos do citoplasma da célula de Sertoli
podem ou n&o apresentar o feixe (Figs. 55, 97 e 100), nos espermatozdides livres
na luz do tdbulo o feixe geralmente esta ausente (Fig. 97).

3.10. DESENVOLVIMENTO DO FLAGELO

Embora ndo tenham sido observados sinais evidentes do inicio do
desenvolvimento do flagelo nas E1, é neste periodo que tal processo parece ocorrer,
pois é muito freqliente nas proximidades destas células, a presenca de um flagelo
com axonema simples em corte transversal (Fig. 52).

As E2 apresentam os centriolos préximos do envélucro nuclear, um dos
quais em contato direto com o nucleo, em uma regido préxima de onde esta
ocorrendo a formagao da vesicula acrossomal (Fig. 79). Estes se posicionam,
perpendicularmente, um em relagao ao outro (Fig. 79). Na regido de contato dos
centriolos com o nucleo, o envélucro nuclear toma-se espessado e eletrodenso,
apresentando, a principio, uma pequena invaginacido (Figs. 79 e 80) que,
posteriormente, transforma-se em uma concavidade mais ampla (Fig. 83). Um
proeminente complexo de Golgi estende-se desde a vesicula acrossomal até a
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proximidade dos centriolos, sendo observadas na periferia destes Ultimos indmeras
vesiculas (Fig. 79).

Nesta fase os microtubulos do axonema comecam a crescer a partir dos
microttibulos do centriolo e, logo é formado o "annulus" (Figs. 80 e 81), Este
apresenta um espessamento da membrana plasmética que circunda a base do
axonema. O flagelo & constituido apenas pelo axonema com padréo 9 + 2, que se
projeta juntamente com a membrana plasméatica, de modo que, é freqlentemente
observado em corte transversal proximo das E2 (Figs. 71, 83 e 90).

Adjacente ao nlcleo e préximo aos ceniriolos, nota-se um material
finamente granular e de moderada eletrodensidade, o qual designamos "material
adjunto do centriolo" (Figs. 33 e 55). Nas proximidades do axonema em
desenvolvimento s&o encontrados grupos de vesiculas de pronunciada
eletrodensidade (Figs. 80 e 81).

Em espermétides E3, o flagelo em formacgio apdia-se em uma
concavidade nuclear (Figs. 56-58). Esta concavidade também é preenchida pelo
material adjunto do centriolo que ocorre também como uma estrutura esférica de
constituigao finamente granular, localizada na regifo posterior do nicleo (Figs. 56

e 57). Nao foi possivel observar mais de um centriolo neste estadio.

Com o deslocamento do citoplasma para regido caudal, o "annulus” migra
para regides mais posteriores da célula sendo observado na extremidade do
citoplasma caudal das E3 (Fig. 58).

As mitocondrias comegam a se fundir, agrupando-se ac redor da parte
proximal do axonema (Figs. 56 e 58). Nesta fase, surgem as fibras densas,
associadas as duplas de microtibulos do flagelo (Figs. 84).

Nas E4 o flagelo apdia-se numa dupla fossa nuclear (Fig. 67). Nao se
pode distinguir o centriolo, uma vez que a dupla de microtlbulos centrais do
axonema é visualizada mesmo nas porgbes mais anteriores do flagelo (Fig. 60), e
nao foram obtidos cortes transversais desta regido.

Rodeando helicoidalmente a parte inicial do axonema encontra-se o
material adjunto do centriolo, que se apresenta bastante alongado, com conteddo
finamente granular e eletrodenso, onde se destacam algumas regides mais
eletrolicidas (Figs. 60 e 90).

O flagelo, neste periodo de desenvolvimento, mostra-se bastante
comprido. O axonema € rodeado por nove fibras densas continuas associadas a
cada uma das duplas de microttibulos do axonema, que percorrem quase toda sua
extensédo (Figs. 70 e 76).

Durante esta fase de diferenciagdo espermatica, 0 padrio bésico de
organizagio da cauda comeca a ser estabelecido. As mitocdndrias, muito alongadas
e ainda em processo de fusdo, envolvem © axonema, de modo que em cortes
transversais apresentam forma de "C" (Figs. 67, 76, 87 e 90). Apesar de alongadas
seu contorno & irregular e elas comegam a assumir um trajeto helicoidal ao redor
do axonema (Figs. 56, 67 e 76). Os microtibulos estao organizados em feixes que
880 encontrados desde a regiao nuclear até o final da cauda. Na cauda eles se

posicionam externamente as mitocondrias (Figs. 86, 87 e 90). Na fase posterior da

diferenciagdo do flagelo (ES5), mitocdndria bastante longa e Unica devido & fusao,
sofre uma condensagao, tornando-se mais estreita, com ratriz eletrodensa e, cristas
que se dispbem perpendicularmente ao maior eixo da célula (Figs. 87 e 88). Ela
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faz um trajeto helicoidal ac redor do axonema e, em corte transversal da cauda, é
vista lateraimente a ele (Figs. 87-88).

A organizagao da cauda das espermétides E6 & muito semelthante 3quela
das E5, o que dificulta a distingao destas em cortes transversais do feixe (Figs.
86-90). Notam-se porém, que as E6 apresentam o citoplasma contendo o feixe de
microtibulos mais compactado e fibras acessdrias um pouco mais volumosas e
eletrodensas (Figs. 86 e 90) do que as E5. A cauda destas espermatides possui
cisternas de reticulo endoplasmatico liso entre as fileiras de microtibulos (Fig. 89),
e o feixe de microtibuios parece ser mais longo que a mitocOndria, pois, em
regibes terminais apenas ele é visto rodeando o axonema (Figs. 85 e 98).

As E6 perdem o feixe de microtibulos no final de sua maturagdo (Figs.
97, 98 e 100). O flagelo dos espermatozdides &, pois, constituido do axonema com
seu padréo usual 9 + 2, das fibras densas acessoérias e da mitocSndria bastante
compactada e eletrodensa, executando um trajeto helicoidal ao redor do axomema
(Fig. 97). A mitocdndria apresenta forma ovalada, em corte transversal, e seu
tamanho diminui nas regibes mais distais da cauda (Fig. 87). Na parte inicial da
cauda, encontra-se 0 material adjunto do centriolo, com forma reniforme, em corte

transversal, e bastante eletrodenso (Fig. 97).

3.11. ELIMINACAO CITOPLASMATICA

No inicio da diferenciagéo espermética (E1), o nicleo ocupa posigio
central (Figs. 52 e §3), porém com o surgimento da vesicula acrossomal e inicio da
formacgao do flagelo (E2), 0 mesmo torna-se excéntrico, havendo um acumulo de
material citoplasmatico em um dos polos da célula (Figs. 82, 83 e 90). O complexo
de Golgi nas espermatides E2, situa-se nas adjacéncias  deste actmulo
citoplasmatico (Fig. 82).

A terceira fase de diferenciaco espermatica (E3) é a mais marcante com
relagdo aos eventos de eliminagdo citoplasmaética. Neste periodo, ocorre um
acentuado fluxo citoplasmético em direg@o a cauda, onde passa a se localizar a
maior parte das organelas. Nas regides acrossomal e nuclear resta apenas uma
estreita faixa de citoplasma (Figs. 56, 58, 59 e 90). No citoplasma caudal, além do
complexo de Golgi com muitas cisternas e vesiculas, sdo encontrados polissomos,
longos perfis de reticulo endoplasmatico liso e granulos densos (Figs. 56, 58 e 90).
Os poros nucleares, que em fases anteriores (E1 e E2) estavam espalhados
regularmente por todo o envélucro nuclear, migram para a regiso distal do nicleo
(Fig. 57, 57 e 86), sendo posteriormente destacados em conjunto com parte do
envolucro nuclear, formando lamelas anuladas (Figs. 94 e 95).

No decorrer deste estadio de diferenciaco, o citoplasma caudal €

gradativamente deslocado para regides posteriores da célula. A principio, ele
rodeia amplamente o axonema (Figs. 84, 86 e 90) mas logo tende a formar um lobo
citoplasmético  (Figs. 84). Posteriormente, situa-se deslocado para um lado do
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axonema, de modo que, no outro lado, resta apenas uma estreita faixa de
citoplasma rodeando o axonema (Figs. 92 e 95).

Concomitantemente a este deslocamento, surgem no lobo citoplasmético,
outras organelas tais como o corpo multivesicular, o corpo reticulado e lisossomos
(Figs. 92, 94 e 96). O corpo multivesicular aparece nas proximidades do complexo
de Golgi, na forma de uma vesicula rica em vesiculas menores (Figs. 95).

Alguns granulos densos sao observados na periferia e, posteriormente,
no interior de grandes corpos esféricos eletrodensos. Estes granulos provavelmente
s&o compostos de mate rial a ser digerido que é internalizado em lisossomos (Figs.
92, 94 e 96). Os lisossomos apresentam-se pouco menos eletrodensos que 08
grénulos densos, podendo haver varios granulos no mesmo lisossomo e mais de
um lisossomo por residuo de citoplasma a ser eliminado (Figs. 92, 94 e 96).
Filamentos intermediarios séo também  encontrados no interior destes residuos
(Figs. 92).

Por fim, os residuos citoplasméticos sao eliminados nas regides terminais
da cauda, possivelmente nas fases E5 e E6, para a luz do tdbulo (Figs. 3, 91 e 92).
Juntamente com estes residuos, sdo eliminadas as pontes citoplasméticas, visualiza-

das entre eles (Figs. 91).

A luz dos tdbulos é quase totalmente preenchida por residuos
citoplasmaticos (Figs. 93), o que pode ser observado nos cortes em parafina (Figs.
5, 6, 15) e nos cortes semifinos (Figs. 25). Alguns destes residuos apresentam
citoplasma mais eletrodenso do que outros, o que deve refletir uma maior con-
densacéo (Figs. 91). No interior dos residuos citoplasméaticos sdo encontradas
mitocondrias alongadas, grénulos densos, lisossomos, lamelas anuladas e elementos
de reticulo endoplasmético liso em arranjos circulares ou empilhados na periferia
(Figs. 91-96).

3.12. ESPERMIACAQ

Assim que a célula de Sertoli comeca a se associar com as
espermatides, cisternas de reticulo endoplasmético do seu citoplasma sao
observadas rodeando as espermétides. Deste modo, as E4, E5 e E6 encontram-se
totalmente rodeadas por estas cisternas (Figs. 54, 59, 61, 65, 66, 68, 74, 75, 87-89).
A membrana da célula de Sertoli, que se encontra em contato com a regiao
acrossomal das espermatides finais apresenta um material eletrodenso depositado
na sua face citoplasmética, sendo muitas vezes observada uma faixa mais
eletrodensa no citoplasma da célula de Sertoli rodeando na altura da regido
acrossomal das E4, E5 e E6 (Figs. 61, 75, 77 e 78). Acreditamos que esta regigo
do citoplasma seja rica em filamentos, daf sua maior eletrodensidade. Estes
filamentos juntamente com as cisternas de reticulo endoplasmatico liso fazem parte
das especializagbes citoplasmaticas, descritas para células de Sertoli de uma va-
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riedade de animais (SPRANDO & RUSSEL, 1987, 1988). No pardal, as cisternas de
reticulo endoplasmatico rodeiam as espermatides ao longo de toda a sua extensao,
porém os filamentos séo abundantes apenas na regido acrossomal.,

Entre as espermétides finais (E4, E5 e £6) e a célula de Sertoli existe um
pequeno espago (Figs. 74, 75, 87-89). O inicio da espermiagéo é marcado por um
aumento na largura deste espago (Figs. 85, 89, 88). Este aumento prossegue até
que espagos de espermatides vizinhas se fundam. Isso acarreta a formagao de
vacuolos no citoplasma da célula de Sertoli que, a principio, contém apenas duas
ou trés espermétides. Com o decorrer do espermiacéo e a fusao de vactiolos estes
passam a conter vérias espermatides (Figs. 100). A ruptura de vacuolos localizados
na periferia do citoplasma libera as espermétides para a luz do tibulo (Fig. 97).

O citoplasma da célula de Sertoli contendo espermétides finais préximas
da espermiacdo apresenta-se bastante eletrodenso na regido basal da célula
enquanto a regiao apical apresenta citoplasma bem mais elstrolicido (Figs. 34).
Neste citoplasma s&o encontrados lisossomos e muitas vesiculas que se concentram
principalmente na regiao acrossomal.
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4. DISCUSSAOD

4.1. ORGANIZACAO TESTICULAR EM Passer domesticus

Através de observagbes de cortes em parafina e cortes  semifinos,
verificamos que o testiculo de Passer domesticus é envolto por uma cépsula
testicular e que seu interior € constituido por uma profusio de tibulos seminiferos.
Estas observagbes concordam com © padrdo de organizagio testicular estabele-
cido para aves e descrito por vérios autores (BAILEY, 1953; LOFTS & MURTON,
1973 e PEREZ & PEREZ, 1972).

Os tdbulos seminiferos dos 6rgaos estudados apresenta ram epitélio
germinativo com altura de vérias células. Tal fato vem sendo designado por vérios

autores (BAILEY, 1953; LOFTS & MURTON, 1973 e PEREZ & PEREZ, 1972) como

sendo unico de testiculos de aves que se encontram em periodo reprodutivo.

A presenca de comunicaglo entre os tdbulos seminifferos € muito
comum, O que nos leva a supor que eles sejam anastomosados. BAILEY (1953)
através da observagdo de cortes seriados e de testiculos macerados de vérias
espécies de passeriformes concluiu que, provavelmente, todos os tibulos seminiferos
sao interconectados e exiremidades de fundo cego nao existem, ou seja, os
tibulos seminiferos nestes péssaros formam uma trama Unica e continua.

Também pudemos verificar que o interior do 6rgao é totalmente
preenchido pelos tabulos seminiferos, ndo sendo encontrados septos dividindo o
testiculo em I6bulos. O fato dos tubulos seminfferos serem todos anastomosados
e nao existirem sepics testiculares é caracteristica peculiar dos testiculos de aves,
e os diferencia dos testiculos de mamiferos (LOFTS & MURTON, 1973).

Os métodos utilizados no presente estudo ndo possibilitaram a
identificacio da rede testis e vasos deferentes, sendo necesséria a confecgao de
cortes seriados do 6rgao para a localizagdo destes tubuilos,

Do mesmo modo, ndo foi possivel identificar o tecido intersticial, apesar
de ser do nosso conhecimento que, no periodo reprodutivo, este tecido encontra-se
mais desenvolvido, Segundo LOFTS & MURTON (1973) esse fato é comum, pois
com a proliferacdo do epitélio germinativo e conseqlente expanséo dos tibulos
seminiferos, fenémenos peculiares do periodo reprodutivo, o tecido intersticial
torna-se disperso, comprimido e de dfficil localizacao.

Apesar da importéncia do tecido peritubular ter sido hd muito
reconhecida (CLERMONT, 1958; DYM & FAWCETT, 1970), sua ultra-estrutura tem
recebido pouca atengdo entre os pesquisadores, principalmente nas aves. No pardal,
o tecido peritubular apresenta organizacdo semelhante aquela descrita por
ROTHWEEL & TINGARI (1973) para o galo doméstico. Seu interior é constituido de

células com caracteristicas fibroblésticas, entre as quais encontram-se fibras
colagénicas. Também s&o evidenciadas nesta regido células com citoplasma rico
em filamentos, que consideramos células mioepiteliais, j& descritas para o tecido
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peritubular de uma ave nao passeriforme (ROTHWEEL & TINGARI, 1973).

Muito peculiar no testiculo do pardal é a organizagdo das esperméatides
em feixes a medida que maturam. A localizacéo das espermétides em diferentes
fases de diferenciagéo dentro do feixe e a distribuicdo dos feixes no epitélio
germinativo, aproximadamente perpendicular a parede do tdbulo, acarretam um
padrao radial de organizac8o, muito regular. Este padrao de organizacéo, ao que
se sabe, nao foi descrito para nenhum outro grupo a ndo ser para oS
passeriformes (RETZIUS, 1909).

4.2, EPITELIO GERMINATIVO

No epitélio germinativo do pardal, & semelhanga do que ocorre em
epitelios germinativos de mamiferos (PHILLIPS, 1974), ou em qualquer epitélio

estratificado, as células tornam-se progressivamente mais diferenciadas & medida
em que se afastam da lamina basal, sendo assim, adjacentes & 1&mina basal sao
encontradas as espermatogdnias e préxime a luz as espermaétides. Verifica-se
contudo, que espermatides em estadios mais adianta dos de maturagio (E4, E5 e
E6), localizam-se mais préximas a parede do tubulo do que as espermatides iniciais
(E1 e E2), e as espermatides em fases intermediérias de desenvolvimento (E3), por
sua vez, sS30 as que se posicionam mais préximas a Juz do tdbulo. Pudemos
observar que o posicionamento das espermétides esté diretamente relacionado com
o grau de interagfo destas células com a célula de Sertoli, que aumenta a medida
que prossegue a diferenciacao (Esquema 4). Quanto mais diferenciadas, mais
mergulhadas no citoplasma da célula de Sertoli encontram-se as espermétides, de
forma a estarem mais proximas da parede do tdbulo. Este movimento das
espermatides em dire¢do & parede do tdbulo seminffero, devido a um
aprofundamento no citoplasma da célula de Sertoli, j& foi descrito para outros grupos
de animais. HENLEY e colaboradores (1978) também encontraram espermaétides
em diversas alturas dentro do feixe, nos testiculos dos Oscines por eles estudados.
Para tais autores as espermaétides menos maduras ocorrem em niveis mais luminais
no epitélio por serem mais curtas, 0 que nao parece ser o fator limitante na sua
localizagdo no caso do pardal.

No epitélio seminal dos 6rgdos estudados, além da camada basal de
espermatogénias, células de Sertoli, e abundantes espermétides, encontramos uma
grande quantidade de espermatécitos primarios, o que é uma indicagéo de que 0s
espermatozdides sao formados em ondas, como ocorre em mamiferos (PEREY et
al., 1961). A formagéo dos espermatozbides em ondas no interior do epitélio
seminifero é caracteristica de aves com periodos de reproducdo mais longos, ou
aves que se reproduzem durante quase todo o ano, como € o caso do pardal em

regides temperadas (LOFTS & MURTON 1974).
CLERMONT (1958) postulou que para uma condic&o plena de reprodugéo
existem trés fases claramente definidas de reabilitagao do epitélio germinativo: (1)
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o periodo de multiplicagdo espermatogonial, durante o qual novas espermatogbnias
sdo formadas continuamente e algumas comecam a se diferenciar em
espermatécitos primarios; (2) o perfodo de divisio dos espermatocitos, quando as
células entram em meiose produzindo esper matdcitos secundarios, que maturam
formando espermatides e (3) o periodo durante o qual as espermétides se
diferenciam em espermatozdides maduros.

Através da anédlise dos cortes em parafina corados pela
Hematoxilina-Eosina ou submetidos & técnica do PAS, verificarmos que parece existir
uma delimitacdo espacial muito nitida destas trés fases no interior do epitélio,
principalmente com relagdo ao periodo trés, ou espermiogénese. Esta fase ocorre
exclusivamente na regido do epitélio préxima a luz, sendo observado pela técnica
do PAS, um limite acima do qual ndo s&o encontradas espermétides,

Devido ao tempo de duragdo de cada estadio de diferenciagdo durante
a espermatogénese, as células germinativas se agrupam, formando associagbes
caracteristicas, nas quais o0s tipos celulares encontrados s&o constantes
(CLERMONT, 1958). O presente trabalho nao teve como objetivo principal estudar
detalhadamente ©0s tipos de associagbes celulares encontradas no epitélio

germinativo do pardal. Verificamos, porém, que em corte transversal de um tabulo

seminifero, muitos tipos diferentes de associagbes estao presentes (ver figura 8).
Essa observacao permite concordar com CLERMONT (1958) que, estudando o cicio
do epitélio germinativo no canério, notou que, estas associagdes ocupam pequenos
segmentos da parede tubular, ao contréric do que ocorre em mamfferos, onde um
tnico tipo de associagao celular geralmente se estende por longos segmentos do
tubulo.

4.3. FEIXES DE ESPERMATIDES

Como citado anteriormente, um fato muito caracteristico com relacéo a
distribuicio das células germinativas no testiculo do pardal é a organizagado das
espermétides finais em feixes, fato este comum & espermatogénese de todos 0s
Oscines estudados até o presente {HENLEY et al, 1978, HUMPHREYS, 1972).
Apesar da organizacdo das espermatides na forma de feixes ser caracteristica dos
Oscines, nao € somente neste grupo que tal fato ocorre, sendo que a formacao de
feixes j& foi descrita para outros grupos animais. Em anfibios (TABOGA, 1990),
peixes condreictes (STANLEY & LAMBERT, 1985), peixes teledsteos (SILVEIRA gt al.,
1990) e insetos {PHILLIPS, 1970 ¢ MESSIAS, 1990) o desenvolvimento espermatico
ocorre sincronicamente no interior de cistos e as espermatides finais, muitas vezes,

organizam-se em feixes. De acordo com muitos autores, a formagao de feixes
ocorre devido a sincronia existente durante o desenvolvimento espermatico, a qual
estaria relacionada com ou seria garantida pela presenca de pontes citoplasmaticas
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(HENLEY et al., 1978; PHILLIPS, 1874 e SILVEIRA et al., 1990).

No pardal, em cada feixe s&0 encontradas espermatides em fases
diferentes de maturagao. Espermaétides menos diferenciadas localizam-se na periferia
do feixe e & medida que maturam ocupam posigbes mais centrais, ou seja, dentro
de um feixe existem grupos de espermatides provenientes, provavelmente, da
mesma diviso, cujo desenvolvimento é sincrdnico, mas nao existe uma sincronia
entre todas as espermatides do feixe.

Pontes citoplasmaticas sdo observadas entre espermétides E1 e E2. Nos
estagios posteriores de diferenciagdo (E3, E4) estas pontes si0 encontradas
ligando residuos de eliminacdo citoplasmatica e eliminadas juntamente com eles,
nas fases finais da espermiogénese (E5 e EB).

HENLEY e colaboradores (1978) observaram nos QOscines por eles
estudados que as espermétides finais apresentam arranjo preciso, no interior do
feixe. Em Passer domesticus este arranjo ndo parece ser t30 preciso, pois em cortes
transversais do feixe s&o encontradas espermatides em diferentes regides, desde o
acrossomo até o inicio da cauda. ,

O movimento das espermaétides no epitélio e a organizagao destas em

feixes tém sido relacionados com a presenga e concentragdo crescente de

flamentos de actina na célula de  Sertoli, principalmente na regido das
especializagbes citoplasméticas (STANLEY & LAMBERT, 1885), mencionadas em
maior detalhe no item 4.17.

4.4. CELULA DE SERTOLI

Nos cortes histolégicos corados com Hematoxilina-Eosina apenas é
possivel observar regides do citoplasma da célula de  Sertoli entre os
espermatdeitos primarios, nas adjacéncias do feixe. Isto dificulta sua caracterizagéo
nestes preparados. Os cortes semifinos e ultrafinos, ao confréric, s3o muito Uteis
na localizagéo e caracterizagao destas, uma vez que, neste cortes, o seu citoplasma
apresenta-se bem mais corado ou eletrodenso do que o das demais células do
epitélio. Ao MET estas células se diferenciam das demais células germinativas por
seu tamanho maior e pela forma irregular do seu nicleo.

O ndclec das células de Sertoli, geralmente, localiza-se em posicéo acima
das espermatogbnias e abaixo das demais células germinativas, O seu citoplasma,
da mesma forma que ocorre nos mamiferos (DYM & FAWCETT, 1970), divide o

epitélio em duas regides: o compartimento basal e o compartimento apical,

Ao nivel ultra-estrutural, as células de Sertoli do pardal saoc muito
semelhantes as de n&do passeriformes, como o galo doméstico (COOKSEY &
ROTHWEEL, 1973), e de outros vertebrados (DYM & FAWCETT, 1970),
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principaimente com relagdo a forma nuclear, tipo de nucléolo, abundancia de
microtibulos e grande quantidade de prolongamentos citoplasmaéticos. Com base
nestas caracteristicas morfoldgicas, acreditamos que estas células desempenham
fungdes semelhantes as descritas para as células de Sertoli de outros vertebrados.

As células de Sertoli do pardal apresentam nlcleo com grande
quantidade de complexos de poros, cromatina pouco compactada, nucléolo
proeminente, reticulo endoplasmatico e mitocondrias abundantes, o que lhes
sugerem uma alta atividade metabdlica.

O nucléolo bem desenvolvido é caracterfstica marcante das células de
Sertoli, como tem sido evidenciado a partir de estudos ac microscépio eletrénico
nas mais variadas espécies (BUSTOS-OBREGON & ESPONDA, 1974 SINHA HIKIM
et al., 1988, MIRRE & KNIBIEHLER, 1962). Em Passer domesticus, as células de
Sertoli possuem nucléolo compacto e esferdide, associado a uma estrutura esférica
eletrodensa homogénea com aspecto granular.

A presenca de corpos nucleares associados a nucléolos é comum em
diversos tipos celulares, SCHULTZ (1989) descreveu a existéncia de um corpo
enovelado ("coiled body") associado ao nuciéolo das células de Sertoli de rato, além
de massas de heterocromatina. O corpo enovelado recebe esta denominagao pois

é constituido de filamentos separados por canais eletrolicidos, muito semelhantes
a regiao fibrilar do nucléolo (MONNERON & BERNHARD, 1969 e SCHULTZ, 1989).
As estruturas esféricas encontradas em células de Sertoli do pardal, associadas ao
nucléolo ou livres no nucleo, sdo muito semethantes ao corpo enovelado descrito
para células de Sertoli do rato (SCHULTZ, 1989), para neurdnios (RASKA et al.,
1990a) e células ciclicas em cultura (RASKA et al., 1990a e RASKA et al., 1990b),
embora os filamentos ndo tenham sido bem individualisados.

RASKA e colaboradores (1990a), com o uso de técnicas
imunocitoquimicas, localizaram em linhagens celulares de mamiferos e culturas
primarias de neurbnios de rato uma proteina marcadora especifica do corpo
enovelado, a p80-coilina. Segundo estes autores, em células ciclicas, os corpos
helicoidais geralmente ndo se encontram associados ao nucléolo, mas em neurd-
nios de rato a associagao é freqliente. Estudos imunocitoquimicos realizados com
anticorpos anti p80-coilina (RASKA et al. 1990b) mostram que o tratamento de
células ciclicas com drogas que inibem a sintese ou interferem no processamento
do RNAr levam a associagao dos corpos enovelados com o nucleo, e revelam que
além de macromoléculas nucleolares, como a fibrilarina, esta estrutura contém um
grande numero de moléculas tipicas do espacgo intercromatinico envolvidas no
processamento do RNAm, Embora as fungdes dos corpos enovelados nos diferentes
tipos celulares ndo sejam conhecidas, estas descobertas sugerem seu envolvimento
no processamento, transporte e armazenamento de metabdiitos nucleolares, sendo
estes considerados organelas multifuncionais que servem tanto ao nicleo como ao
nucleoplasma (RASKA et al., 1990a).

A grande quantidade de microtibulos encontrada no citoplasma das
células de Sertoli possivelmente contribui na fungéo de suporte mecanico que estas

células fornecem para as espermétides em desenvolvimento. Estes microtdbulos se

dispbem no sentido da elongagdo das espermatides, o que nos fez supor, a
principio, um envolvimento da célula de Sertoli no processo de elongagio das
mesmas, como tem sido postulado por muitos autores para outros animais
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(COOKSEY & ROTHWEEL, 1973; TABOGA, 1990). Em Passer domesticus, estes
microtdbulos nao sdo encontrados imediatamente adjacentes as espermétides, pois
nao sao observados no citopiasma da célula de Serioli entre as cisternas de reticulo
endoplasmético liso e a espermétide. Tal fato suscita dividas de como os
microtibulos poderiam estar engajados em movimentos transcelulares efetivos na
morfogénese das espermétides. Qutra hipétese para a fun¢do dos microtibulos é
a de transporte interno de substlncias e organelas, nesta célula de grandes
prolongamentos citoplasmaéticos e metabolismo muito  ativo.

As vesiculas eletrodensas muito osmiofflicas, encontradas no citoplasma
proximas as espermétides finais, provavelmente s&o gotas lipldicas. Vesfculas
semelhantes foram observadas no galo doméstico (COOKSEY & ROTHWEEL, 1973),
parecendo aumentar em ndmero e tamanho com o surgimento das espermétides
tardias.

A fagocitose é uma propriedade bem estabelecida das células de Sertoli
que, em muitas espécies, estad envolvida com a assimilagao do citoplasma residual
das espermaétides (RUSSEL 1979a, 1979b e RUSSEL & CLERMONT, 1976). A
presencga de vesiculas contendo porgdes citoplasmaticas das espermétides ricas em

microtibulos e estruturas semelhantes a lisossomos, no citoplasma da célula de

Sertoli, é indicativa desta funcio. Nao encontradmos, contudo, evidéncias da agio
fagocitica destas células em relagdo aos residuos de eliminagdo citoplasméatica
eliminados na forma de corpusculos residuais.

Outra fungéo importante da célula de Sertoli é a compartimentalizacéo
fisiologica do epitélio seminal, dada a presenca de extensas regides de juncao de
membrana, que constituem o slemento fundamental da barreira hemato-testicular
(DYM & FAWCETT, 1970). COOKSEY e ROTHWEEL (1973) foram os primeiros
autores a estudar as jungdes de membrana da célula de Sertoli de aves, utilizando
o galo doméstico. Recentemente, PELLETIER (1990), em um estudo detalhado
sobre as jungdes da célula de Sertoli em aves, verificou que a membrana plasmética
desta célula pode ser dividida em trés dominios, um dos quais especializado em
contatos laterais entre as células. Como ndo realizamos um estudo minucioso sobre
0s tipos de jungao existentes nas células de Sertoli deste passeriforme, apenas
observamos regibes de jun¢gdes de membrana entre células de Sertoli e
espermatides.
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4.5, ESPERMATOGONIAS

A caracterizagdo das células germinativas, ao nivel estrutural e
ulira-estrutural foi muito dificultada devido & escassez de trabalhos que enfoquem
os estadios iniciais da espermatogénese, uma vez que a maioria dos estudos neste
campo referem-se aos aspectos ultra-estruturais da espermiogénese (HUMPRHEYS,
1972; MATTEI et al., 1972, OKAMURA & NISHIAMA, 1976 e SAITA et al.,, 1983) ou
a morfologia dos espermatozdides maduros (TINGARI, 1973; BAKST & HOWARTH,
1975; HENLEY et al., 1978; THURSTON et al., 1982; ASA et al., 1986; SAMOUR et
al., 1986 e PHILLIPS et al., 1987).

Seja a0 nivel estrutural ou ultra-estrutural, ndo encontramos caracteristicas
morfolégicas que possibilitassem a diferenciagao das espermatogdnias primérias e
secundarias com relagdo ao tamanho, & organizagio nuclear ou a presenga de
organelas citoplasmaticas.

Na maioria dos vertebrados sao descritos dois tipos de espermatogdnias,

designadas espermatoglnias primarias ou "A" e espermatoglnias secundarias ou

"B* (DYM & FAWCETT, 1970). Estudos mais detalhados sobre estas células em
anfibios (RASTOGI et al, 1988), mostraram que existem dois tipos de
espermatogdnias primarias, designadas "pélidas” e "escuras”, com base no aspecto
nuclear. As espermatogoOnias primérias sdo células pouco freqlientes (RASTOG! et
al., 1888) e talvez por isso nao foram encontradas no presente estudo. Isto nos faz
supor que as espermatogbnias encontradas no epitélio germinativo do pardal
provavelmente sejam espermatogbnias secundérias. Além do mais, de acordo com
RASTOGI! e colaboradores (1988), as espermatogdnias secundérias apresentam
citoplasma pouco volumoso e eletrodenso e niicleo com cromatina condensada,
caracteristicas estas compativeis com as das espermatogdnias aqui descritas.

Algumas vezes, nos cortes ultra-finos, sdo observadas diferencas de
eletrodensidade entre espermatogbnias adjacentes, n&o pudemos, no entanto,
concluir se a diferenga realmente existe ou se trata-se de um artefato de fixacg&o.

Proximo ao nucléolo das espermatogbnias, é freqlente a presencga de
uma &rea constituida de granulos muito pequencs. Devido a sua aparéncia e
proximidade com o nucléclo, supomos que estes granulos podem representar
ribonucleoproteinas em transito.

A posigdo do complexo de Golgi no citoplasma das espermatogbnias,
sempre basal e nas proximidades da parede, faz acreditar que ele deve estar
envolvido na secregéo das glicoproteinas da l&mina basal, uma vez que seu papel
na sintese destas mdleculas é bem estabelecido.
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4.6. ESPERMATOCITOS

A classificagao dos espermatécitos ao nivel ulira-estrutural foi feita com
base principalmente nos estadios estipulados para o rato por SOLARI (1969), uma
vez que nao encontramos trabalhos que se referissem & meiose em aves. Devido
a escassez de ftrabalhos que definam os estigios da meiose em aves ao
microscopio optico, e relacionando-os ao nivel ultra-estrutural, a caracterizago dos
espermatocitos foi muito dificultada, sendo necesséarios estudos posteriores mais
detalhados a fim de esclarecer muitos aspectos ainda desconhecidos ou duvidosos.

No presente estudo, encontramos apenas os espermatocitos em préfase
l, 0 que era de se esperar, uma vez que esta fase é muito longa quando comparada
com as demais fases da meiose.

Os espermétocitos que apresentaram cromossomos em icio de
condensacéo foram classificados como estando em leptéteno, ja que este fendmeno
é caracteristico desta fase inicial da préfase (SOLARI, 1969).

No rato (SOLARI, 1969), os complexos sinaptonémicos sd0 encontrados

do zigbteno até o médio paquiteno. A condensacao dos autossomos associados aos
complexos sinaptonémicos € maior no paquiteno inicial, descresce no médio
paguiteno e é minima no paquiteno tardio, quando os complexos sinaptonémicos
nao sao mais observados (SOLARI, 1969). Em analogia com estas descricio
formulada para espermatocitos de rato, achamos que, no pardal, os espermatécitos
contendo complexos sinaptonémicos encontram-se em zigdteno ou em paquiteno
inicial ou médio e, os espermatdcitos com cromossomos mais descondensados,
contendo algumas regites lineares mais eletrodensas, encontram-se em paqufteno
tardio. As regides lineares eletrodensas s&o provavelmente remanescentes dos
complexos sinaptonémicos.

Ainda em analogia & préfase meidtica no rato, as células contendo
cromossomos bastante condensados associados ao envolucro nuclear foram
designadas como estando em diacinese.

E muito comum, no epitélio germinativo do pardal, a presenca de um tipo
muito peculiar de espermatdcito contendo cromossomos mais condensados do que
os espermatocitos em zigdteno ou paquiteno e menos condensados do que os
cromossomos de  espermatdcitos em diacinese. Acreditamos que estas células
encontrem-se em dipidteno, e sua abundéncia entre os espermétocitos sugere que
esta fase apresente uma durag&o mais longa, entre as fases da préfase |

Os espermatécitos secundérios nao foram identificados, possivelmente
apresentarem um tempo de duragdo muito curto, logo completando a segunda
divisdo meidtica e originando as espermétides (PEREY et al., 1961).
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4.7. O CORPO REDONDO

Um fato muito caracteristico da espermatogénese de Passer domesticus
é a presenga de uma estrutura esférica muito eletrodensa no interior do nicleo dos
espermatécitos primarios em préfase. Esta estrutura é observada em todos os
estadios da préfase, com excegao do leptéteno e designada de corpo redondo.
Embora o corpo redondo nao tenha sido visualizado no leptéteno, n&o podemos
afirmar se ele esta ou ndo presente nesta fase, sendo necessario para isso a
confeccéo de cortes seriados.

A presenga de uma estrutura esférica associada ac nucléolo tem sido
descrita em células germinativas masculinas de uma série de espécies sob
designacdes diferentes (DRESSER & MOSES, 1980; SOLARI, 1870; KNIBIEHLER et
al, 1981, MIRRE & KNIBIEHLER, 1985, SCHULTZ et al., 1984). O termo corpo
redondo (“round body"} @ uma das terminologias utilizadas para descrever esta
conspicua estrutura esférica (SCHULTZ et al., 1984).

No presente estudo encontramos muitas similaridades morfologicas entre

a estrutura esférica dos espermatécitos de pardal com o corpo redondo descrito
para espermatdcitos e espermatides de rato (SCHULTZ ef al., 1984). Entretanto,
compa ragOes detalhadas entre estas estruturas requerem um nivel superior de
informagdes do que as obtidas aqui. O corpo redondo dos espermatécitos de rato
ocorrem em fases semelhantes as do pardal, sendo visualizado também em
espermatocitos secundarios e espermatides iniciais (SCHULTZ et al., 1984), o que
nao parece ser 0 caso do pardal. Outra semelhanga entre esta estrutura esférica dos
espermatéeitos do Passer domesticus e © corpe redondo descrito na
espermatogénese do rato € o aspecto anelado que ela assume no dipldtenc,
quando encontra-se bem saliente.

SCHULTZ e colaboradores (1984) verificaram que 0 corpo redondo
apresenta-se associado com a regiao granular do nucléolo e com grénulos de
ribonucleoproteina. Estudos citoquimicos (SOLARI, 1969 e SCHULTZ et al., 1984)
revelam que o corpo redondo contémn pouco ou nenhum DNA e RNA, no entanto,
através do uso da técnica do PTA, verificou-se que ele € rico em proteinas bésicas
nao histdnicas. Para estes autores a presenca do corpo redondo esté relacionada
com a alta atividade nucleolar, sugerindo que esta organela pode estar envolvida
com a producao de RNAr.
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4.8. MASSAS CITOPLAMATICAS DENSAS

Massas citoplasmaticas densas s&o encontradas em espermatogbnias e
espermatécitos em préfase |, localizando-se geralmente nas proximidades do ntcleo.
Nas espermatoglnias, as massas citoplasmaticas densas s&o menos volumosas que
nos espermatdcitos, alcangando seu volume méximo durante o zigbteno ou
paquiteno. Estas massas sa@o formadas por estrutruras aproximadamente esféricas
que apresentam aspecto granular, muito semelhante aos dos polissomos
encontrados na sua periferia. A localizagdo perinuclear e a intima associacdo com
0s poros nucleares indicam que as massas citoplasméticas sejam constituidas de
material nuclear ou nucleolar sendo eliminado para o citoplasma.

A designacao "massas citoplasméticas densas" foi utilizada por KESSEL
(1981) para descrever os aglomerados eletrodensos, de constituicdo
ribonucleoprotéica encontrados em espermatécitos de Drosophila melanogaster.
Este autor demonstrou uma origem nucleolar para estas massas, origem esta, que
coincide com o periodo de sintese de RNAr durante a espermatogénese. Devido

a correlacio das massas citoplasmaticas densas com a formacio das lamelas
anuladas, KESSEL (1981) sugeriu que estas Gltimas poderiam estar envolvidas na
uniao e ativagado do material ribonucleoprotéico em polissomos funcionais.

Diversos estudos mostram que a sintese de RNA, em vérios animais,
aumenta intensamente no inicic da préfase até o paquiteno, quando praticamente
cessa, ndo ocorrendo sintese de RNAr em espermétides iniciais, onde por sua vez,
a sintese protéica ainda ocorre (KESSEL, 1981; TAKEUCHI & TAKEUCHI, 1990).
Com base nestes estudos, parece que a maioria ou todo RNA necessério durante
a espermiogénese é sintetizado nos espermatécitos primarios.

Apesar de n&o existirem dados sobre as sintese de RNAr durante a
espermatogénese do pardal, e ndo dispormos de informagacbes sobre natureza
quimica das massas citoplasméticas aqui descritas, com base nas informacges
acima citadas, somos levados a supor que as massas citoplasmaticas densas
provavelmente s&o constituidas de ribonucieoproteinas produzidas em grande
quantidade pelas espermatogdnias e espermatécitos primérios, e transportadas para
o citoplasma através dos complexos de poros arranjados em dominios pelo
envélucro nuclear. As édreas ricas em pequenos granulos encontradas no nicleo
destas células podem representar reservatérios deste material. Sabemos contudo,
que a constituicAo quimica das massas citoplasméticas densas e sua relacdo com
as lamelas anuladas precisam ser melhor evidenciadas nesta espécie.
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4.9. ESTADIOS DE DIFERENCIAGAOQ ESPERMATICA

No presente estudo, foram estabelecidos seis estédios de diferenciagéo
espermatica: E1, E2, E3, E4, E5 & E6, representados no esquema 3. Estes estédios
de diferenciacao foram estabelecidos para fins didaticos com o objetivo de facilitar
a compreensdo dos processos envolvidos na espermiogénese e facilitar estudos
futuros. E preciso ter em mente, no entanto, que 0s eventos basicos da
espermiogénese sao fendmenos continuos e sua organizag8o em periodos
estanques pode ser enganosa.

A classificac@o da espermiogénese em estadios termn sido feita por muitos
autores nos mais diversos grupos animais. Ao nivel de microscopia de luz, uma das
caracteristicas mais evidenciadas nestas classificagbes é o grau de desenvolvimento
do acrossomo, utilizando-se para isto a técnica do PAS. Além de muito utilizada em
mamiferos (LEBLOND & CLERMONT, 1952a), tal técnica também foi empregada em
algumas espécies de aves, como o canério (CLERMONT, 1958) e o galo doméstico
(CAVAZOS & MELLAMPY, 1954; GUNAWARDANA, 1977).

O grau de compactagao cromatinica observado ao microscopio eletrénico
foi a principal caracteristica utilizada na classificagdo das espermétides do pardal
em seis estadios, sendo posteriormente correlacionado com 0s preparados a0 mi-
croscopio éptico. Durante a espermiogénese, verificamos que, com o decorrer da
condensacéo, a cromatina se organiza formando padrbes tipicos muito regulares.
Devido a isto acreditamos que este seria um bom paréametro para a classificagao
das espermatides, sendo muito Gtil na determinacao da idade relativa das células.

4.10. COMPACTAGCAO CROMATINICA

A compactagao cromatinica é imprescindivel para os espermatozéides,
pois possibilita que seu DNA seja empacotado de forma segura e econdmica,
facilitando o seu transporte e contribuindo na eficacia dos gametas masculinos
(AFZELIUS, 1970).

Nac existe um padrac de condensacgao cromatinica geral a todas as
espécies, sendo este evento especifico de cada grupo de organismos (PHILLIPS
1974).

No pardal, a condensacdo cromatinica parece iniciar na fase 2 de
diferenciacio espermética, quando comegam a ser observados no nicleo alguns
granulos esparsos de pequenc didmetro. A regido esférica encontrada no nucleo
destas espermétides é semelhante a regido encontrada em espermétides de coelho

(PHILLIPS, 1974) e rato (SPRANDO & RUSSEL, 1987) e designada como nuciéolo.
Nas E3, a compactagéo cromatinica € mais faciimente observada pois 0 nlcleo
apresenta-se totalmente preenchido por granulos, dispostos num arranjo muito
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uniforme. Com o decorrer da compactagdo, estes granuios se fundem, formando
cordbes espessos (E4), os quais, por sua vez se agregam, restando no niicleo
apenas pequenas regides eletrolicidas (ES5), que com o término da compactagao
desaparecem (E6).

Os grénulos ou cordbdes cromatinicos se distribuem homogeneamente
por todo o nucleo, ndo existindo 4reas preferenciais onde a condensagao é mais
acentuada como ocorre na espermiogénese de de alguns peixes (SPRANDO &
RUSSEL, 1987; LOU & TAKAHASHI, 1989) e insetos (FOLLIOT & MAILLET, 1970).

A presenca de cordbes cromatinicos espessos bastante eletrodensos,
arranjados regularmente, confere ao nicleo das E4 uma aparéncia geométrica muito
peculiar. A formagao de padrbes geométricos devido ac modo de organizagio
cromatinica, durante a compactagdo, é muito comum, sendo descrita em
espermatides de muitos organismos, principalmente entre os insetos (CHEVALLIER,
1970; DALLAI, 1970; FOLLIOT & MAILLET, 1970 e KESSEL., 1870).

Outros passeriformes estudados (FAWCETT et al., 1971; KONDO, 1989)
apresentam arranjos cromatinicos muito semelhantes aos descritos para o pardal,
sendo provavel que a compactagdo cromatinica seja um evento muito uniforme
dentro da espermiogénese do grupo.

411. SUBSTITUICAO DAS PROTEINAS HISTONICAS POR
PROTAMINAS

A compactagdo que a cromatina sofre durante a espermiogénese
geralmente esta associada com alteragbes quimicas, sendo fregliente durante este
processo a substituicao das proteinas histdnicas por proteinas ricas em aminoécidos
bésicos, as protaminas (ALFERT, 1956; BLOCH & BRACK, 1964; MELLO & VIDAL,
1977 e TABOGA & DOLDER, 1990).

Em aves a substituicdo por protaminas foi detectada no galo (PLA, 1981)
e protaminas de 4 espécies de ndo passerifor mes foram caracterizadas por CHIVA
e colaboradores (1987). Ndo existem, contudo, dados sobre a substituicdo das
proteinas histbnicas por protaminas em passeriformes.

No presente estudo, empregamos a técnica do Azul de Toluidina a pH
4.0 para verificar se tal fato ocorre. Os diferentes padrdes de basofilia, resultantes
ao tratamento deste corante, tém sido usados para indicar a disponibilidade de
grupamentos fosfatos do DNA (MELLO & VIDAL, 1974; MELLO & VIDAL, 1977 e
TABOGA, 1990).

A utilizagio desta técnica se baseia no fato de que o Azul de Toluidina
é um corante catidnico que tem a propriedade de corar certos elementos celulares

ou histolégicos com nuances diferentes da solugao corante (LISON, 1960). Em
outras palavras o substrato corado poderéd apresentar pico de absorgio espectral
deslocado para comprimentos de onda mais curtos (LISON, 1960 e VIDAL, 1987).

44



Esta alteragdo do pico de absorgdo esta relacio_nada com a quantidade de
moléculas do corante que se ligam ao substrato, acarretando, provavelmente,
formacao de dimeros, trimeros ou tetrAmeros (LISON, 1960; MELLO , 1976; VIDAL,
1987). No DNA praticamente puro, devido & grande quantidade de grupamentos
fosfatos disponiveis, uma quantidade proporcional de moléculas de azul de toluidina
a ele se ligam acarretando a formacdo de polimeros do corante, 0 que é
responsavel por uma coloragdo violeta (metacromasia A = 550) (MELLO, 1976;
VIDAL, 1987). Quando o DNA apresenta-se totalmente associado com protaminas,
poucos grupamentos fosfatos encontram-se disponiveis, e consequentemente poucas
moléculas de Azul de Toluidina a ele se ligam, ndo havendo um empilhamento
destas moléculas. Isso resulta uma coloragdo esverdeada (ortocromasia, A =620)
(MELLO, 1976 e VIDAL, 1987).

Através do tratamento pelo Azul de Toluidina a pH 4.0 verificamos que
os nucleos das espermatides finais (E5 e E6) coram-se em verde, apresentando-se
ortocromaticos, 0 que indica a presenga de protaminas complexadas aoc DNA.

0O nicleo das espermatides iniciais (E1 e E2) apresentam metacromasia
intermediaria pois seus nucleos coram-se em violeta azulado. Este padrao de

basofilia reflete a presenga de quantidades de proteinas associadas ao DNA num

modo de complexagio que possibilita a ligagdo de moléculas do corante préxi.mas,
acarretando certo empilhamento. Os nicleos das espermétides E3 demonstram a
mesma coloracdo apresentada pelas espermatides iniciais, embora mais intensa.
Este aumento na intensidade da coloragao é devido, provavelmente, ao maior grau
de compactagao cromatinica encontrado nesta fase, quando comparado com as
fases anteriores de diferenciagéo.

Na fase 4 de maturagéo, os nucleos voltam a apresentar uma coloragéo
violeta azulada menos intensa. Uma vez que, nesta fase o grau de compactacao,
é maior, acreditamos ser este padrao de basofilia resultante da transigéo da
cromatina, a qual talvez se apresenta parcialmente associada com proteinas
histbnicas e parcialmente associada com protaminas. Com bases nestas
infformagdes, somos levados a pensar que as E4 representam um periodo de
transicdo do composi¢io cromatinica.

4.12. FORMACAO DO ACROSSOMO

Como citado anteriormente, o desenvolvimento do acrossomo tem sido
muito usado para estabelecer 0s estadios de diferenciacio espermética em diversos
animais. CLERMONT e LEBLOND (1958), por exemplo, utilizando a técnica do PAS
no estudo da espermiogénese em varios mamiferos, dividiram este processo em
quatro fases, de acordo, principalmente, com o desenvolvimento acrossomal. A
primeira fase, é a fase Golgiana, que recebe este nome devido ao papel primordial
que o complexo de Golgi nela desempenha; a segunda & designada fase do capuz,
pois neste periodo o acrossomo envolve o nucleo formando uma estrutura convexa
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semelhante a um capuz; o Inicio da terceira fase, a fase acrossomal, é determinado
pela orientacdo do acrossomo em direcdo a membrana basal; na dltima fase, dita
fase de maturagho, o acrossomo completa seu desenvolvimento (CLERMONT &
LEBLOND, 1958).

Ao analisarmos a formagéo do acrossomo no pardal estabelecemos
umacorrelagdo dos eventos envolidos neste processo com as fases previamente
estabelecidas por CLERMONT e LEBLOND (1958). Verificamos que as espermétides
E1 correspondem & fase golgiana do desenvolvimento, uma vez que, nelas o
complexo de Golgi perinuclear apresenta-se bem saliente, embora a vesicula
acrossomal ainda ndo seja observada. Na segunda fase de diferenciacio acrossomal
(E2), surge a vesicula acrossomal, que aumenta progressivamente de tamanho. Esta
organela pré-acrossomal situa-se em uma concavidade nuclear, e ndo em uma
convexidade, e mesmo com o decorrer do seu desenvolvimento ela ndo envolve o
nacleo formando um capuz. Semelhante aoc que ocorre em mamiferos, na fase
acrossomal (E3), a espermétide se direciona com a vesicula acrossomal voltada para
a lamina basal. Este evento é concomitante com o deslocamento do citoplasma para
regides caudais e uma maior interagao com a célula de Sertoli. Na Ultima fase do

desenvolvimento (E4, E5 e E6), ocorrem processos de maturagao, incluindo o

grande alongamento e alteracbes na forma acrossomal, como o surgimento da crista
espiral, resultando por fim num acrossomo maduro. '

Em mamiferos (PHILLIPS, 1974) e mesmo em algumas aves, COmMo O
periquito Melopsitacus undulatus (HUMPHREYS, 1975) e o galo doméstico
(GUNAWARDANA & SCOTT, 1977), uma das primeiras indicagbes da formacio do
acrossomo € o surgimento de uma estrutura aproximadamente esférica, o granulo
acrossomal, que a principio nao estabelece contato direto com o nicleo. No par-
dal, ao contrario, 0 inicio da formagdo do acrossomo € caracterizado pelo
surgimento de uma estrutura semi-esférica em contato direto com o nicleo, a
vesicula acrossomal.

Um complexo de Golgi bem desenvolvido, com indmeras vesiculas,
encontra-se associado a vesicula acrossomal desde o0 seu surgimento até a fase
acrossomal, quando o citoplasma é direcionado para regides caudais. Sabe-se da
espermiogénese em diversas espécies, principalmente no rato (CLERMONT et al.,,
1981), que o complexo de Golgi € de vital importancia na formagso do acrossomo,
estando envolvido no processamento da maioria, sendo todas, as enzimas
acrossomais. Como a partir da fase 3 da espermiogénese o complexo de Golgi nao
é mais observado na periferia da vesicula acrossomal, acreditamos que neste
periodo o contetido acrossomal ja esteja formado.

Lego no inicio do surgimento da vesicula acrossomal (E2), verifica-se que
seu conteddo apresenta dreas de eletrodensidades distintas. A area de maior
eletrodensidade localiza-se mais internamente e préxima ao ntcleo, sendo observada
em todas as fases de diferenciacdo, com excecdo das E6, e aumenta
progressivamente de volume, acompanhando a forma da vesicula acrossomal. Areas
de eletrodensidade diferentes foram eviden ciadas por FAWCETT e colaboradores

(1971), em espermatides de um passeriforme, e KONDOQ e colaboradores {1988)
usaram o termo granuio acrossomal para designar a 4rea mais eletrodensa,

Nas espermétides E3, nota-se no interior do granulo acrossomal uma
regiao esferica ainda mais eletrodensa. Essa regifo é observada mesmo nos cortes
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semifinos, onde aparece como um ponto escuro. Nao encontramos referéncias a
esta regido, na literatura consultada, e a designamos de granulo acrossomal interno.
Acreditamos que estas areas de eletrodensidades diferentes correspondam a niveis
progressivos de condensagho do material acrossomal durante a sua maturagao.

Para FAWCETT e colaboradores (1971) o fato da eletro densidade da
4rea menos eletrodensa diminuir & medida que seu volume aumenta, sugere que
durante a maturagdo acrossomal este ja ocorrendo uma perda de dgua e a
formagdo de éreas com  eletrodensidades diferentes, possivelmente reflete
diferengas na hidratagao.

As espermétides finais £E6 ou espermatozéides possuem um acrossomo
bastante longo, com comprimento maior que o do niicleo, cnico, espiral contendo
a crista espiral. Esta morfologia acrossomal, descrita inicialmente por FURIERI (1963),
é peculiar dos passeriformes.

4.13. DESENVOLVIMENTO E ORGANIZAGAO DA CAUDA

Apesar de ndo terem sido obtidos cortes que indicassem c¢laramente o
inicio do desenvolvimento do flagelo nas E1, é freqliente nas proximidades destas
células a presenca de um axonema flagelar, em corte transversal. Isso é um indicio
de que nesta fase o flagelo ja esteja sendo formado, além do mais, outros estudos
revelam que o flagelo comega a ser formado muito cedo na espermiogénese
(PHILLIPS, 1974 e SOTELLO & TRUJILLO-CENOZ, 1958).

O desenvolvimento da cauda nos espermatozdides do pardal é muito
semelhante ao que ocorre em mamiferos (PHILLIPS, 1974). Nas espermatides iniciais
(E2) o "annulus" é encontrado préximo do centriolo, mas com o decorrer da
diferenciacao, ele migra para regides distais da célula. O deslocamento do "annulus”
para regides terminais & acompanhado da organizacao das mitocéndrias e do feixe
de microtubulos ao redor do axonema, formando a pega intermediaria. Como a pega
intermedidria nestes espermatozdides & extremamente longa, o "annulus" sofre um
deslocamento muito maior do que o observado em espermatides de mamiferos
(PHILLIPS, 1974). Este deslocamento é, aparentemente, um processo muito rapido,
uma vez que inicia nas E3 e as E4 ja apresentam a peca intermedidria formada.

Como evidenciado por SOTELLO & TRUJILLO-CENOZ (1958), o
desenvolvimento da cauda dos espermatozéides de Passer domesticus € marcado
pelo desaparecimento do centriolo proximal.

A proximidade do complexo de Golgi do flageio em desenvolvimento é
evidente principalmente nas espermétides iniciais, e esta organela possivelmente
contribui com membranas necessérias para o crescimento flagelar.

A cauda das esperméatides finais ou espermatozdides € muito longa e
helicoidal, como pode ser observado em microscopia de contraste de fase, nos
cortes corados com Hematoxilina-Eosina e cortes semifinos. Ao MET, verifica-se que
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ela e constituida pelo axonema com padréo usual 9 + 2, pelas 9 fibras densas
reniformes, associadas a cada dupla de microtdbulos, e pela mitocdndria Gnica,
bastante longa, fazendo um trajeto helicoidal ao redor do axonema. Este padrao de
organizagao é encontrado por todo o comprimento da cauda e j4 foi descrito para
outros passeriformes (FAWCETT et al,, 1971; FURIERI, 1963 e KONDO et al., 1988).

Em mamfferos, a porgao do espermatozbide imediatamente posterior ao
nucleo ¢ designada de colo (FAWCETT, 1965 e PHILLIPS, 1974). No pardal, esta
regiao inicia em uma dupla concavidade nuclear, na qual situa-se o centriolo unico,
imerso em um material eletrodenso, por nés designado material pericentriolar. O
material pericentriolar comega a ser formado nas E2, e devido & sua semelhanga e
continuidade com as fibras densas, acreditamos que ele apresente constituigo
quimica semelhante a delas.

Logo abaixo da concavidade nuclear, nas adjacéncias do centriolo, e
ocupando a primeira volta da cauda, encontra-se o material adjunto do centriolo.
Este material também surge nas E2 e aumenta progressivamente de tamanho com
o decorrer da diferenciagdo da cauda. SOTELLO e TRUJILLO-CENOZ (1958)
denominaram tal estrutura de anel distal, apesar da diferenga de posigdo com

relagao a outros componentes homélogos de outros espermatozdides, e NICANDER

(1970) o designou de material pericentriolar segmentado. Para HUMPHREYS (1972)
esta estrutura € analoga a heranca citoplasmética de algumas espécies de mamife-
ros. Noés atribuimos a esse material a designagao de material adjunto do centriolo,
dadas as diversas semelhangas encontradas entre ele e o adjunto do centriolo de
espermatozdides de insetos (CANTACUZENE, 1970).

Em alguns insetos © adjunto do centriolo apresenta natureza granular
(CANTACUZENE, 1970). Durante seu desenvolvimento sio formadas zonas claras,
de fungao desconhecida, ocorrendo, posteriormente, a fuso dos granulos que ©
constituem de maneira irregular, de modo que, em determinado periodo da sua
diferenciagao, ele aparece como uma massa densa contendo algumas é4reas claras
(CANTACUZENE, 1970). Todas estas caracteristicas s&o também comuns ao material
adjunto do centriolo dos espermatozéides do pardal.

Em insetos, a abundéncia de complexos de poros na regido nuclear
adjacente ao material adjunto do centriolo e sua aparéncia granular sugerem que
este seja constituido de material de origem nuclear (CANTACUZENE, 1970). No
pardal, o material adjunto do centriolo sofre um grande aumento de volume na fase
3 da diferenciagho espermética, quando a quantidade de complexcs de poros na
regiao posterior do nucleo, préximo a ele, é abundante. Isso nos chama a atengéo
para a sua possivel origem nuclear. Estudos citoquimicos e enziméticos que eviden-
ciassem a composigdo quimica deste material, em passeriformes, contribufriam na
elucidacao da sua fungéo e talvez uma nomenclatura mais adequada pudesse entao
ser proposta.

Pega intermediéria é a regido dos espermatozéides localizada entre o
colo e o "annulus”, e que, na maioria dos mamiferos e de outros vertebrados, é
constituida de axonema, fibras densas e mitocndrias (FAWCETT, 1965; PHILLIPS,
1974).  Se utilizadas as caracteristicas comumente empregadas para definir a
organizagéo da cauda do pardal, podemos afirmar que ela é constituida unicamente
pela peca intermediaria muito longa, ndo existindo uma regiao correspondente &
peca principal. Ao que sabemos este tipo de organizacdo n&o foi descrito para
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‘outros espermatozoides, que ndo os de passeriformes (FAWCETT et al, 1971;
FURIERI, 1963 e KONDO gt al., 1988).

As fibras densas surgem ao redor do axonema na fase acrossomal e
aumentam progressivamente em didmetro e eletrondesidade & medida que decorre
a espermiogénese. Estas estruturas acessérias tem sido descritas para
espermatozéides de répteis (FURIERI, 1970), passaros (FURIERI, 1963 e FAWCETT
et al, 1971) e mamiferos (FAWCETT & PHILLIPS, 1970). Estudos bioquimicos
revelam que, em mamfiferos, elas s&o compostas de numerosos polipeptideos
{OLSON & SAMMONS, 1980; OKO, 1988) armazenados temporariamente durante
0 seu desenvolvimento em corpos granulados (CLERMONT et al., 1890).

Em passeriformes, as fibras densas sfo formadas a partir de uma
protuberéncia do microtibulo A de cada dupla e parece ocorrer ao mesmo tempo
ao longo de toda a extensdo da cauda (FAWCETT & PHILLIPS, 1970). As fibras
densas encontradas em espermatozdides de passeriformes diferem daquelas dos
de mamiferos pois sdo todas uniformes em secdo transversal, @ permanecem em
contato com as duplas do axonema (FAWCETT & PHILLIPS, 1970). Além destas
diferencas, elas apresentam contelido aparentemente homogéneo, sem uma

distingao entre a regiao medular e cortical.

4.14. O FEIXE DE MICROTUBULOS

Os microtibulos surgem no citoplasma das espermétides no periodo
intermediario de diferenciagao (E3), e logo se organizam formando um feixe que
descreve um trajeto helicoidal, desde 0 inicio da vesicula acrossomal até a cauda.
A medida que o citoplasma é direcionado para regides caudais e a céiula alonga
(E4 e ES5) resta nas espermétides apenas uma pequena érea de citoplasma
contendo o feixe de microtiibulos. Este feixe se posiciona nas convexidades da
célula, acompanhando-ihe a forma helicoidal por quase toda sua extensdo, nao
sendo observado apenas na regiao proximal do acrossomo.

As espermatides finais (E6) tendem a perder o feixe de microtibulos que
é a principio protraido, sendo finalmente desligado da espermétide.

Algumas vezes é observado um processo da célula de Sertoli penetrando
entre o feixe de microtibulos e © nlcleo da espermétide, tanto em fases mais
adiantadas da espermiogénese (E6), como em espermatides ainda em processo de
diferenciagdo (E4). Vesiculas contendo citoplasma das espermétides rico em
microtubulos s&o encontradas no citoplasma da célula de Sertoli, bem como
estruturas esféricas eletrodensas muito semelhantes a lisossomos. Estas observagdes
indicam um possivel papel desta célula na remogao e fagocitose dos microtdbulos.

Embora a remogao do feixe de microtibulos ocorra mais fregiientemente
quando a espermétide ainda se encontra merguthada no citoplasma da célula de
Sertoli, alguns espermatozoides testiculares contendo microtibulos sao observadas
livres na iuz do tibulo, onde também sio encontradas porgbes de citoplasma rico
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em microtibulos. Estes fatores sugerem que, no pardal, a eliminacao do feixe de
microtubulos acontece preferencialmente no testiculo, ao contrério do que ocorre
em outros passeriformes, nos quais esta organela é perdida nos ductos deferentes
(NICANDER, 1970).

A presenga de cisternas de reticulo endoplasmético liso entre as fileiras
de microtibulos ja foi previamente descrita por FAWCETT e colaboradores (1971)
para o tentihao. Em Passer domesticus estas cisternas ocorrem apenas na regiao
caudal das espermatides E6. O papel destas cisternas necessita ser methor
elucidado, mas seu aparecimento no final da maturagio indica um  possivel
envolvimento na liberacao do feixe.

SOTELLO e TRUJILLO-CENOZ (1958), estudando o desenvolvimertto do
flagelo em diversos animais, encontraram nas espermatides do pardal um "sistema
fino de tubulos", formando um feixe helicoidal que se estendia da regido terminal
do nucleo, por quase toda a extensdo da cauda, e designaram esta estrutura de
membrana ondulante. Desde entdo, o termo membrana ondulante vem sendo
empregado por diferentes autores para designar estruturas diferentes. HUMPHREYS
(1972) usou essa terminologia para se referir & mitocondria dos espermatozdides de
aves maduros, HENLEY e colaboradores {1978) caracterizaram a membrana

ondulante como sendo uma estrutura tripartida constituida pelo axonema com fibras
densas acessérias, pela mitocdndria e pelo feixe de microttibulos. Membrana
ondulante ¢ o termo utilisado para designar a membrana de flagelos de esper
matozbides de urodelos (BARKER & BARKER, 1970) e anuros (CAVICHIA &
MOVIGLIA, 1986; RASTOGI et al,, 1988 e TABOGA, 1990) que liga o axonema a
uma estrutura protéica, o bastio axial

Os dados obtidos no presente estudo nos permitem concluir que nao
existem semelhangas entre as estruturas dos  espermatozbides de pardal
designadas como membrana ondulante e a membrana ondulante de
espermatozoides de anfibios, seja com relagéo a origem, composigdo, organizagéo
ou fung@o. Por isso concordamos com HUMPHREYS (1972) ao afirmar que este
termo n&o é aplicavel para descrever qualquer estrutura dos espermatozéides de
Oscines.

O feixe de microtibulos nao faz parte dos espermatozéides maduros, mas
ao contrario € uma organela passageira que surge durante a diferenciagcéo e
provavelmente estd envolvida na obtengao da forma destas espermétides. Esta
organela & homdloga &s "manchettes encontradas durante a diferenciagao
espermatica de diversos organismos (MCINTOSH & PORTER, 1967; PHILLPIS,
1974). Acreditamos que 0 nome mais adequado para descrever esta organela é
"manchette” helicoidal, ou simplesmente feixe de microtibulos.
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4.15. OBTENCAO DA FORMA DOS ESPERMATOZOIDES

Uma das caracteristicas mais marcantes dos espermatozéides & sua
forma notavel e precisa e seu alto grau de organizago interna, forma esta particular
aos diferentes grupos animais {AFZELIUS, 1970). A forma altamente modificada
destas células tem chamado a atengdo de muitos  pesquisadores e a
espermiogénese em diferentes espécies tem sido estudada com o objetivo de
investigar os fatores e mecanismos envolvidos na sua morfogénese (FAWCETT et
al, 1971, KESSEL, 1967, 1970, MCINTOSH & PORTER, 1967 e MYLES & HEPLER,
1977).

Para algumas espécies foi atribuida a “manchette" um  papel
preponderante na elongagéo e forma nuclear (KESSEL, 1967,1970; MCINTOSH &
PORTER, 1967, MYLES & HEPLER, 1977, TOKUYASU, 1974), enquanto para outras
a obtengao da forma nuclear estaria envolvida principalmente com a compactagéo

cromatinica (FAWCETT et al., 1971; RATNTER, 1972, WEBSTER & RICHARDS,

1977, WEST, 1978). STANLEY e colaboradores (1972), estudando a diferenciacao
espermatica em Drosophila melanogaster, relataram a associacdo de microtibulos
com o envolucro nuclear e postularam que estes microtdbulos poderiam exercer uma
fungado na periferizacdo e condensacdc da cromatina, e assim influenciar a
elongagao nuclear. \

Dada a forma helicoidal complexa dos espermatozbides de
passeriformes, alguns pescquisadores supuseram que investigagbes do papel dos
microtibulos na morfogénese destas células poderiam ser informativas. FAWCETT
e colaboradores (1971) concluiram que no tentithao Poephila guttata os microtdbulos
provavelmente nao desempenham um papel crucial na obtencao da forma helicoidal,
principalmente por dois motivos: primeiro, porque os microtibulos ainda ndo sao
observados na regido nuclear quando esta regido j& comega a sofrer uma suave
torcdo em hélice; segundo porque se o feixe de microtibulos é responsavel pela
converséo de um nacleo cilindrico a uma forma helicoidal devido & constrigao, é de
se esperar que este feixe ocupe as concavidades da hélice e ndo as convexidades.

O feixe de microtibulos surge no citoplasma das espermétides antes do
inicio da elongacao e torgao em hélice, e logo s&o observados fazendo um trajeto
helicoidal pela célula (E3), que pouco a pouco assume conformacio helicoidal,
encaixada no feixe de microtibulos. Os microtibulos apresentam-se mais orga-
nizados nas fases em que a elongagdo e a forma heliocoidal da espermétide
tornam-se mais evidentes, sendo eliminados quando a forma final do espermatozéide
ja foi estabelecida. Esses achados, séo aspectos a favor do papel dos microtibulos
na aquisigao final da forma.

Observagbes semelhantes as nossas foram efetuadas por KONDO e
colaboradores (1988), que acompanharam detalhadamente 0 desenvolvimento do

feixe de microtlbulos durante a espermiogénese do passeriforme Lonchura striata

e sua relagdo com a morfogénese celular. Tais autores verificaram que o feixe de
microtubulos se organiza de tal modo durante o desenvolvimento espermatico, que
impdem & célula a mesma inclinagdo que ele apresenta.
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0 fato do feixe de microtdbulos se localizar nas convexidades da hélice,
exclufria a contribuigo desta organela na obtenc@o da forma helicoidal, caso o
papel por ela desempenhado fosse gerar forgas de constricdo, mas provavelmente
nao é esse 0 mecanismo de agao dos microtibulos. Estudos recentes tem trazido
novas informagdes sobre o papel dos microtibulos na movimentagao de organelas
citoplasméticas, devido ao descobrimento de proteinas que se ligam aos
microtibulos e a outros componentes celulares, ou se ligam entre microtlbulos
adjacentes, promovendo deslizamento, designadas cinesinas (BRADY & PFISTER,
1991; KUO et al., 1991 e WEISS et al., 1991).

A compactagdo cromatinica durante a espermiogénese do pardal, bem
como de outras espécies (PHILLIPS, 1974), apresenta uma intima associago com
o surgimento dos microtibulos. Nas espermatides do pardal a organizagdo da
cromatina em cordbes dispostos no sentido da elongagéo nuclear coincide com o
inicio da elongacao, o que nos suscita duvidas sobre seu envolvimento neste
processo.

Os fatores envolvidos na morfogénese acrossomal também em sendo
muito discutidos. FAWCETT e PHILLIPS (1971) acreditam que a forma acrossomal

e influenciada principalmente por fatores infrinsecos. Isso porque experimentos

realizados por estes autores mostram que mudancas na forma acrossomal
continuam a ocorrer quando o espermatozéide nao se encontra mais associado a
célula de Sertoli. Para estes pesquisadores o principal fator envolvido na obtengéo
da forma helicoidal dos espermatozdides de passeriformes € a mudanga na
disposi¢ao da matriz clara e escura, uma vez que 0 feixe de microtUbulos nao é
observado por toda a extenséo da regido acrossomal.

4.16. ELIMINACAO CITOPLASMATICA

Em mamiferos, trés métodos tem sido propostos, através dos quais as
espermatides reduzem seu citoplasma. Estes métodos incluem: (1) a formacgao de
um corpo residual e sua subsequente degradacio e reabsorcao pela célula de
Sertoli (LEBLOND & CLERMONT, 1952); (2) a formagao e degradacio de estruturas
especializadas conhecidas como complexos tubulobulares (RUSSEL & CLERMONT,
1976; RUSSEL , 1979a, b); e (3) a redugdo do volume citoplasmético durante as
fases de elongacgéo, provavelmente como resultado da perda de agua (SPRANDO
& RUSSEL, 1987).

Nas espermétides de Passer domesticus, o processo de eliminacao
citoplasmatica torna-se nitido na fase 3 da diferencicdo, quando ocorre um fiuxo
antero-posterior de citoplasma e a massa citoplasmatica que serd eliminada se
posiciona ao longo do nicleo e da cauda destas espermétides. No final deste
periodo de diferenciacao e dos periodos subsequentes, o residuc de eliminagéo
citoplasmética permanece associado com a espermétide na porgio terminal da
cauda, sendo destacado, provavelmente no final da espermiogénese.
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O dnico trabalho que enfoca os processos envolvidos na eliminag&o do
citoplasma em aves, foi realizado por SPRANDO & RUSSEL (1988a), no galo
doméstico. Nesta ave e na tartaruga Pseudemys scripta (SPRANDO & RUSSEL,
1988a) o citoplasma é eliminado na regido da cabega, e ndo na regido de jungao
entre a cabega e 0 pPescogo como ocorre em mamiferos. No pardal, o citoplasma
é seliminado em regides distais da espermétide, um modo particular de eliminagao
citoplasrética ainda n&o descrito para outros vertebrados.

Grande parte do citoplasma das espermatides é perdido na forma de
residuo citoplasmatico, o citoplasma contendo o feixe de microtUbulos, contudo, é
perdido separadamente. Existern entdo, dois fendmenos diferentes envolvidos da
eliminagéo citoplasmatica nesta espécie.

Qutra caracteristica muito marcante da eliminagdo citoplasmética neste
animal é que a maior parte dos residuos citoplasmaéticos, e parte do citoplasma
contendo microtibulos séo eliminados na luz do tdbulo ndo sendo fagocitados pela
célula de Sertoli. Tal fato acarreta um acimulo de residuos de eliminagéo
citoplasmaética no lomem do tibulo.

No interior dos residuos de eliminagdo citoplasmatica observam-se

mitocOndrias, complexos de Golgi, lisossomos, além de outras estruturas cuja

composicao e origem precisa é desconhecida, tais como o material finamente
granular,

As lamelas anuladas, originadas nas espermatides E3 também, sao
encontradas no interior dos resfiduos de eliminagao citoplasmética. Estas organelas
tém sido descritas durante a maturagao de células germinativas masculinas e
femininas, em células transformadas e tecidos embrionédrios (KESSEL, 1981), e
possuem trés caracteristicas distintas: (1) s&o constituidas por pilhas paralelas de
cisternas; (2) contendo complexos de poros arranjados periodicamente; e (3) séo
formadas em associagdo com componentes fibrilares densos (MERISKO, 1989).

Uma grande diersidade de métodos envolidos na morfogénese das
lamelas anuladas tém sido propostos na literatura para diferentes tipos celulares,
tais como a origem a partir da delaminagdo do envdlucro nuclear, a partir do
reticulo endoplasmatico rugoso ou até mesmo a parir do complexo de Golgi
(KESSEL, 1990). B

Apesar de ndo termos observado em detalhes a formacgio desta organela
durante a espermatogénese do pardal, verificamos que seu surgimento é precedido
por um acimuio de complexos de poros na regido posterior do nicleo, préximo
de onde elas serdo formadas. O aparecimento das lamelas anuladas é
concomitante com um grande aumento do material adjunto do centriolo, que
ocorre nas suas adjacéncias. Além disso estas lamelas séo formadas numa fase
da espermiogénese em que provavelmente a sintese protéica ja foi interropida.

Embora a fungdo das lamelas anuladas permaneca desconhecida, uma
variedade de proposigbes tem sido feitas, o que pode siginificar que elas
desempenham mais de um papel nas células (KESSEL, 1990).

KESSEL (1981), estudando a formagdo das lamelas anuladas em

espermatocitos de Drosophila melanogaster, propos a esta organela um papel no

processamento e a ativagdo do RNAr. Outra fungio proposta é que elas
representam um reservatério de complexos de poros para o envélucro nuclear
(SPINER & HEMLEBEN, 1982 ¢ STAFSTROM & STAEHELIN, 1884). Uma vez que
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é de conhecimento geral que durante a diferenciagio espermatica geralmente ocorre
uma diminuigdo dos complexos de poros, 0s quais estdo ausentes na maioria dos
espernatozdides, e dado o surgimento das lamelas anuladas num periodo da
espermiogénese no qual a sintese de RNA provavelmente ja foi interrompida, as
duas fungbes citadas acima parecem pouco provaveis no caso das espermaétides do
pardal. Ao nosso ver, uma das hipbteses mais plausiveis para a fungio destas
organelas durante a espermiogénese de Passer domesticus é a que elas
representam conjuntos de dominios de poros eliminados durante a maturagéo
espermatica.

4.17. ESPERMATOZOIDES TESTICULARES

Os espermatozbides de Passer domesticus apresentam forma helicoidal
conforme descrito na literatura para os passeriformes oscines. Porém, n&o
encontramos nestas células uma estrutura que possa ser designada membrana
ondulante, termo empregado até o momento na descricdo dos espermatozdides
dos oscines.

4.18. ESPERMIACAO

Como citado anteriormente, espermiagdo € a designacido dada ao
processo de liberag&o dos espermatozdides do epitélic seminifero, e consiste de
uma série complexa de eventos, na qual a célula de Sertoli desempenha um papel
ativo (RUSSEL & CLERMONT, 1976).

Os mecanismos envolvidos neste processo tém sido estu.dados em
mamfferos, principaimente no rato (RUSSEL & CLERMONT, 1876; FLICKNGER &
FAWCETT, 1967, ROSS & DOBLER, 1975). Nao existem, contudo, estudos que
enfoquem os mecanismos envolvidos na espermiacio em aves.

Em mamiferos as espermatides finais, enquanto terminam  sua
diferenciagéo, se soltam da célula de Sertoli, € um processo apical desta ultima
célula, rodeia o residuo citoplasmético da espermétide, sequrando-a (RUSSEL &
CLERMONT, 1976). A medida que a espermétide se direciona para o limem do
tdbulo, o residuo citoplasmatico, associado a célula de Sertoli permanece conectado
a pega intermediéria por um fino processo. O rompimento do residuo de eliminagéo .
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citoplasmética libera a espermétide (RUSSEL & CLERMONT, 1976). Nestes animais,
a separagio do citoplasma residual é uma parte importante do processo de
espermiagéo (RUSSEL & CLERMONT, 1976).

No pardal, as espermétides séo liberadas da célula de Sertoli por causa
da formacgao de vaclolos ou invaginagbes no citoplasma destas células e seu
subsequente rompimento. Aparentemente n&o existe liberagio de partes do
citoplasma da célula de Sertoli durante este processo, como é observado em
Hydrolagus collei, um peixe cartilaginoso (STANLEY, 1990).

Diferente do que ocorre em mamiferos (RUSSEL & CLERMONT, 1976),
no pardal, o destacamento dos residuos citoplasméticos nao € um fator limitante na
espermiago, pois estes residuos séo eliminados na regido caudal das espermétides
para a luz do tdbulo, ndo permanecendo associados com a célula de Sertoli.

Nao observamos, durante a espermiogénese do pardal, a formagho de
estruturas semelhantes aos complexos tubulobulbares descritos para o0s
espermatozdides de ratos (RUSSEL & CLERMONT, 1876), estruturas estas cuja
dissolugdo se relaciona com o0 processo de espermiagao.

Atualmente, vérios autores concordam que especializagbes da célula de

Sertoli s0 importantes na espermiagéo (STANLEY, 1990; SPRANDO & RUSSEL,

1987, 1988b). Em vertebrados, séo encontrados filamentos de actina interpostos
entre a membrana da célula de Sertoli e as cisternas de reticulo endoplasmético liso
que ficam paralelas a esta membrana. Estas estruturas compbem as especializagbes
citoplasméticas (SPRANDO & RUSSEL, 1987} encontradas em células de Sertoli de
peixes condreictes (STANLEY & LAMBERT, 1985), anfibios (SPRANDO & RUSSEL,
1987), répteis e ndo passeriformes (SPRANDO & RUSSEL, 1987, 1988D), e descritas
no presente trabalho para o pardal.

As especializagbes citoplasmaticas apresentam caracteristicas peculiares
entre os diversos grupos de animais e as fungbes propostas para esta organela
s&0 numerosas. Acredita-se que estas estejam envolvidas na orientagao,
movimentagao, adesao das espermatides na célula de Sertoli e, consequentemen-
te, desempenham fungbes na espermiagao (SPRANDO & RUSSEL, 1987). Estudos
futuras s30 necessérios para esclarecer melhor a organizagao ultra-estrutural das
especializagdes citoplasméticas neste animal e seu envolvimento com espermiagao.

O aumento de eletrodensidade no citoplasma basal da célula de Sertoli,
enquantc © citoplasma na periferia das  espermatides apresenta-se pouco
eletrodenso, sugere um actmulo de fluido no citoplasma apical. O aumento de
fluidez do citoplasma apical da célula de Sertoli, tem sido observado durante a
espermiagio de mamfferos (VITALE-CALPE & BURGOS, 1970) e peixes condreites
(STANLEY, 1990), embora as implicagbes deste fendmeno permanegam obscuras.

A funcio dos elementos do citoesqueleto no processo de espermiagéo
tem sido estudada em ratos, através do uso de agentes que afetam a agao dos
microtibulos (RUSSEL et al., 1989). Tais estudos evidenciam um papel ativo para
os microtibulos da célula de Sertoli na movimentacdo das espermétides para
posigdes mais préximas ao lamem.
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5. CONCLUSOES

O testiculo de Passer domesticus é constituido basicamente por uma massa
anastomosada de tdbulos seminfferos, envolta pela capsula testicular.

Nos animais estudados os tubdlos seminfferos apresentaram epitélio germinativo
com varias células de altura, e diversas fases de maturagao.

As espermatogbnias sdo células abundantes, que apresentam citoplasma pouco
volumoso, nicleo com cromatina pouco compactada e nucléolo saliente.

Os espermatéceitos primarios em préfase sé@o encontrados em grupos no
mesmo periodo de diferencia¢ao, sendo classificados com base no grau de
condensacio cromossOmica, nas subfases da préfase.

Um fato particular da espermiogénese do pardal é a presenga de uma estrutura
esférica no nucleoplasma dos espermatéeitos, o corpo redondo, cuja fungio e
composicao permanece desconhecida.

Aglomerados de pequenas estruturas esféricas granulares, designados massas
citoplasmaticas densas, 5&o encontrados nas espermatogonias e espermétocitos

primarios. Estas massas provavelmente representam material nuclear sendo elimi-
nado para o citopiasma.

0O desenvolvimento espermatico é marcado pelo arranjo das espermétides em
feixes, que se distribuem regularmente no interior do tlbulo.

A disposicdo dos feixes de espermatides no epitélio germinativo confere, aos
tibulos seminiferos um padrao radial de organizagao.

Dentro do feixe s&o encontradas espermétides em diferentes fases de
maturacao, com as mais maduras localizadas mais profunda e internamente.
A alteracdo no grau de compactagdo cromatinica, bem como a andlise de
outras caracteristicas morfoldgicas, resuliou na classificacio das espermétides
em seis fases de diferenciagio: E1, E2, ES, E4, E5 e E6.

O processo de compactago cromatinica é responsavel pelo surgimento de
padrdes regulares de organizacéo, seja na forma de granulos ou corddes.
Concomitanternente com a compactagdo cromatinica e o alongamento nuclear
ocorre a substituicdo das proteinas histdnicas por protaminas, sendo este evento
caracterizado por uma fase de transi¢io do contetido cromatinico, representada
pelo estadio 4 de diferenciagao.

O acrossomo desenvolve-se a partir da vesicula acrossomal, que paulatinamente
alonga e espiraliza, resultando em uma estrutura cbnica na qual se destaca a
crista espiral. Durante a maturag8o o contelido acrossomal apresenta niveis
diferentes de condensacao.

O desenvolvimento flagelar inicia muito cedo na diferenciacdo espermética e é
marcado pelo deslocamento distal do "annulus”, pelo desaparecimento de um
dos centriolos, e surgimento de um material finamente granular, aqui designa-
do material adjunto do centriolo,

Importancia fundamental no desenvolvimento espermético é atribuida ao feixe

de microtdbulos, que parece atuar na obtengo da forma helicoidal dos
espermatozoides, sendo homdlogo a "manchette” descrita para outras espécies.
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Dois mecanismos principais est&o envolvidos na reducio do citoplasma das
espermatides: (1) perda de um residuo de eliminago citoplasmética na regiao
terminal da cauda das espermétides finais e (2) perda de pequenos restos de
citoplasma contendo o partes do feixe de microtibulos.

Os espermatozéides testiculares sao células muito alongadas,helicoidais
compostas de: acrossomo cénico espiral, nticleo compacto e cauda constituida
pelo axonema com padrdo 9 + 2, nove fibras densas acessérias continuas e

uma mitocdndria perfazendo um trajeto helicoidal ao redor do axonema.

A moifologia dos espermatozéides de Passer domesticus é tipica dos
passeriformes oscines, grupo ac qual ele pertence.

Os espermatozbides testiculares ndo apresentam nenhuma estrutura que possa
ser denominada de membrana ondulante, termo empregado até o momento na
descrigio dos espermatozébides de oscines.

As células de Sertoli estdo relacionadas com processos metabblicos, como
reabsorg&o. Fornecem ainda um suporte mecéanico para as espermétides em
desenvolvimento, estando relacionadas com a movimentagdo destas no interior
do epitélio germinativo e respectiva liberagao no momento adequado.

A espermiagao neste animal &€ marcada pela formacgado de vaculolos no interior

da celula de Sertoli e 0 subsequente rompimento destes.
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6. RESUMO

O presente estudo teve como objetive principal analisar os processos
envolvidos na espermatogénese de um passeriforme, Passer domesticus. Para isso
foram empregadas técnicas de microscopia eletrbnica de transmissao, técnicas de
microscopia de luz, bem como dois testes citoquimicos.

A andlise dos cortes em parafina revelam que o testiculo deste animal é
constituido de uma massa de tubulos seminiferos anastomosados contendo epitélio
germinativo com células em diversos graus de maturagio. As espermatogdnias
formam uma camada basal neste epitélio e acima delas sao encontrados grupos
de espermatocitos primérios. Ao nivel ultra-estrutural podemos verificar que os
espermatbcitos  primarios  apresentam aspectos nucleares muito  peculiares,
permitindo sua classificagdo nas subfases da préfase | Os estagios da préfase |,
neste animal, s&o marcados pela presenga de uma estrutura intra-nuclear esférica,
o corpo redondo, e massas citoplasméticas densas.

O posicionamento das espermaétides no interior do tdbulo seminffero, e

seu modo de interagdo com a célula de Sertoli, sao resposaveis pela formacéo de
feixes, organizados radialmente no interior do tabulo.

Com bases em diversas caracteristicas morfoldgicas, principalmente o
grau de compactacido cromatinica, as espermétides foram classificadas em 6
estadios de diferenciagao: E1, £2, E3, E4, E5 e E6.

Em cortes ultrafinos verifica-se que 0 grau de compactagao cromatinica
resulta no surgimento de padrdes nucleares regulares e o tratamento pelo Azul de
Toluidina & ph 4.0 indica a substituicdo das proteinas histdnicas por protaminas.

O desenvolvimento do flagelo e acrossoma iniciam-se muito cedo durante
a espermiogénese, em regides adjacentes e em associacdo com um complexo de
Golgi bem desenvolvido, e o feixe de microtibulos se relaciona a diversas
mudancgas celulares, contribuindo para obtengdo da forma final dos
espermatozdides.

~ Os espermétozoides testiculares sdo células helicoidais, com acrossomo
cbnico bastante alongado, onde se destaca a crista espiral. Eles apresentam nlcleo
compacto e cauda extremamente longa. Na cauda, além do axonema com fibras
densas acessoérias, destaca-se a mitocdndria muitc longa, fazendo um trajeto
helicoidal ao redor do axonema.

As células de Sertoli desempenham um papel fundamental na
espermatogénese do pardal, fornecendo um suporte mecénico e estando envolvidas
no processo de espermiagao.
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7. SUMMARY

This study was undertaken 1o analyse the process of spermatogenesis
of a passerine bird, Passer domesticus. Preparation were made for cytochemical
analysis and morphological studies with light and electron microscopes.

Sections of paraffin embedded testes revealed its or ganization in the form
of branching seminiferous tubules, with cells of the germinative epithelium in various
maturation  stages. Spermatogoniae form a basal layer, overlaid by primary
spermatocytes. Typical nuclei permitted the classification of these cells into
sub-stages of prophase |, in which the intra nuclear round body and dense
cytoplasmic masses were also observed.

The positioning of the spermatids in the seminiferous tubules and their
envelopment by the Sertoli cell, lead to their organization into bundies.

Spermatids were grouped into six stages (E1, E2, E3, E4, E5 e E6)
according their morphological characteristics, especially the degree of chromatin

condensation.

Ultrathin sections revealed that nuclear compactation occur in regular, well
established patterns, while the Toluidine Blue staining at pH 4.0 indicated the
substitution of histones by protamines.

Early development of the acrosome and the flagellum occur adjacent to
a well developed Golgi complex. The microtubular sheath is related to various
cellular events, probably contibuting to the final shape of the spermatozoa.

Spermatozoa are helically coiled cells with a long conical acrosome,
marked by a spiral keel, a compact nucleus and a very long tail. In the tail, the
axoneme is surrounded by dense accessory fibers, and a long helically arranged
mitochondrion.

Sertoli cells are of fundamental importance in  spermiogenesis. They
contribute with the mechanical support, metabolic processes such as reabsortion
and partipate in spermiation.
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O presente volume apresenta as fotomicrografias e eletromicrografias com
fegendas explicativas referentes a cada figura. As abreviagbes utilizadas
nas figuras estdo sumarizadas na pagina 5. As pranchas referentes as
fotomicrografias trazem especificados 0s métodos utilizados no preparo
do material. As demais pranchas contém eletromicrografias, cujos métodos
de fixagdo e coloragio estio descritos no ftem 2.2.5.




ABREVIACOES UTILIZADAS NAS FIGURAS

A - BCTOSSOMO

ac - material adjunio do centriolo

an - "annulus®

ax - axonema flagelar

C - espermatdciio primério em profase

co - crista espiral

Cp -cépsula testicular

ot - corpo reticulado

S - coplasma da célula de Sertoll

cn - complexo sinaptondmico

ct - centriolo

D - ssparmatéeito primério em dipléteno

E1 - esparmétide na fase 1 de diferenciaglo
E2 - espermétide na fase 2 de diferenciagio
E3 - esparmétide na fase 3 de diferenciagho
E4 - espermétide na fase 4 de diferenclagho
ES5 - espermétide na fase 5 de diferenciagao
E6 - aspermétide na fase € de diferenciagao
£f . espermétide final

Eg - espermatogbnia

£1 - espermétide inicial

8p - epitélio germinativo

F - flageio ou regiao caudal

Fb - fibroblasto

fc - fibras colag8nicas

fd - fibras densas

fx - feixe de espermétides

fi - filamentos intermediarios

H - hemécea

G - complexo de Golgl

ga - granulo acrossomal

gl - granulo acrossomal interno

! - lisossomo

LA - lamela anulada

b - {mina basal

m - mitochndria

Me - material cltoplasmético & ser eliminado
Mc - massas citoplasméticas densas

mt - microthulos

N - nicleo

Nu - nucisolo

P- parede do tibuic seminffero

pl - "perfuratorium’

pi - pega intermediaria

pp - pega principal

r - residuo de eliminagio clioplasmaética

Rr - reticulo endoplasmético rugoso

R - reticulc endoplasmético liso

$ - cdlule de Sertoli

T - tiibulo seminfero

VA - vesicula acrossomal

wd - vesiculas densas

vS - vaciolo da célula de Sertoli



ESQUEMA1: Esquema representativo dos dois tipos bésicos de espermatozéides
encontrados entre as aves:(1) espermatozbide dos n&o passeriformes e
passeriformes subbscinos, e (2) espermatozéide dos passeriformes
6scinos. Modificado de RETZIUS (1909) e FAWCETT (1970). A -
acrossomo; F - flagelo; m - mitocdndria; N - nGcleo; pf - "perfuratorium”;
pi - pega intermediaria; e pp - pega principal.



ESQUEMA2: (1) Testiculo do pardal, constituido externamente pela c4psula testicular
(Cp) e internamente pelos tabulos seminiferos (T) anastomosados; (2)
tabulo seminifero, onde além do tecido peritubular (P) e do epitélio
germinativo (ep) notam-se os feixes de espermétides (fx), organizados
radialmente; (3) epitélio germinativo mostrando a disposigéo da célula de
Sertoli (S) e das células germinativas (C - espermatécito primério; E1 a
E6-espermatides; e Eg - espermatogdnia), bem como os fibroblastos (Fb)
do tecido peritubular.






PRANCHA |

Material intratesticular fresco observado sob microscopia de contraste de fase.

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Conjunto de feixes de espermétides e células do epitélio seminifero em
diversos graus de diferenciagdo. Notar a forma helicoidal das
espermatides (seta). 1.450X.

Feixe de espermétides finais (Ef) rodeado por espermétides iniciais (Ei).
Observar os nicleos das espermétides finais mergulhados em uma Unica
massa citoplasmatica (seta). 1.900X.

Feixe com vérias espermétides finais (Ef) e E4. Goticulas citoplasméticas
(seta) sdo observadas na regido terminal das caudas. 2.080X.

Espermatides finais helicoidais nas quais se distingue a regiao nuclear
(N) e caudal (F). 2.250X.






PRANCHA 1Ii

Cortes de 6um de espessura, obtidos a partir de material incluido em parafina e
corados com Hematoxilina-Eosina.

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Aspecto geral do testiculo com os tdbulos seminiferos (T) no seu interior.
Observar as comunicagdes entre dois tubulos (seta). 200X.

Vista geral dos tubulos seminiferos mostrando: a parede de tecido
conjuntivo (P), o epitélio germinativo (ep), os feixes de espermatides (seta)
e o0 material a ser eliminado na luz do tubulo (Me). 400X.

Parte basal de um tdbulo seminifero onde se nota: a parede (P) deste,
o epitélio germinativo (ep), espermatogbnias (Eg), espermatdcitos
primérios (C), e os feixes de espermétides (setas), em corte longitudinal,
com espermatides em diferentes fases de desenvolvimento. 1.300X.

Viséo parcial do epitélio germinativo contendo: espermatogbnias (Eg);
espermatécitos primérios em préfase (C); espermétides iniciais (Ei); ES3;
E4; e espermétides finais (Ef). Notar a grande quantidade de E3 na
regiao caudal dos feixes. 2.000X.

Detalhe de um feixe de espermatides em corte longitudinal, onde se
distinguem espermétides iniciais (Ei), E3 e espermétides finais (Ef). 4.000X.






PRANCHA 1

Decalques submetidos ao corante de Leishmann.

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Feixe com espermatides em vérios graus de maturagéo: E1, E2, E3, e
espermatides finais (Ef). Os acrossomos (seta) e os flagelos (F) das
espermatides finais coram suavemente em azul. Hemaceas(H) também
sao visualizadas nesta figura. 2.000X.

Detalhe do feixe de espermétides contendo E2, E4 e espermétides finais
(Ef). As setas indicam a regido do acrossomo. 5.000X.

Feixes de espermétides com grande quantidade de E3 e E4. Observar
que os acrossomos das E3 ndo se coram (seta). 2.500X.

Conjunto de espermatides onde se nota que a regiao acrossomal das E2,
E3 e E4 (cabega de seta maior) ndo sédo coradas. Observar as projecées
na regiao anterior do nucleo das E4e das espermétides finais (cabega de
seta menor). 3.200X.

Espermatides alongadas ainda nao helicoidais (E4)e espermétides finais
(Ef) helicoidais. Os acrossomos das E4 (seta) nao sao corados. 3.200X.






PRANCHA IV

Cortes de 6um de espessura, submetidos ao teste do PAS (Fig. 15-17) e
PAS/Hematoxilina (Fig. 18-19).

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Aspecto geral do 6rgao. O tecido conjuntivo da parede dos tibulos
seminiferos (seta maior) e os acrossomos das espermatides (seta menor)
apresentam-se PAS-positivos. 310X.

Visao parcial de um tubulo seminifero. A figura mostra: o tecido peritubular
(P); o epitélio germinativo (Ep); caudas (F) das espermétides fracamente
PAS-positivas e seus acrossomos (setas) fortemente corados. 1.600X.

Detalhe de um feixe com acrossomos das espermatides fortemente
PAS-positivos e helicoidais (seta maior) e os das espermatides E3 (seta
menor), arredondados e menos intensamente corados. 5.000X.

Vista parcial do epitélio germinativo onde se realga: os acrossomos das
espermatides finais corados intensamente em rosa (seta maior) e os
acrossomos das E2 (seta menor), bem como os das E3 (cabeg¢a de seta),
corados suavemente. 2.500X.

Espermatides em vérios graus de desenvolvimento do acrossomo: E2,
E3, E4 e espermatides finais (Ef). Notar o nucleo das E4 corado em roxo,
em inicio de helicoidizagao. 5.000X.






PRANCHA V

Cortes de 6um de espessura corados com Azul de Toluidina & pH 4.0

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Aspecto parcial de um tubulo seminifero. A figura mostra: o epitélio
germinativo (ep); espermatides iniciais (Ei); E3; e espermétides finais (Ef).
As E4 apresentam nlcleos variando entre o violeta azulado (cabega de
seta maior) e o violeta (seta menor). 2.000X.

Alguns feixes contendo espermatides iniciais (Ei), E3, E4 (cabeca de seta)
e espermatides finais (Ef). 2.500X.

Feixe com espermétides finais, com nucleos corados em verde (seta),
e E3, com nucleos corados fortemente em violeta azulado. 4.000X.

Detalhe de um feixe contendo espermétides finais (Ef) coradas em verde,
E3, coradas fortemente em violeta azulado e espermétides iniciais (Ei),
com nucleos violeta azulados. 5.000x.






PRANCHA Vi

Cortes semifinos corados com solugao de Azul de Toluidina a 1% em agua.

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Vista parcial de um tdbulo seminffero onde se observa o epitélio
germinativo (ep) adjacente & cépsula testicular, no interior da qual
visualiza-se um vaso sanguineo com heméceas (seta). 1.050X.

Epitélio germinativo contendo:espermatogénias (Eg); espermatécitos
primarios (C); E1; E2; E3; espermétides finais (Ef) organizadas em feixe;
e material a ser eliminado (Me). A figura também evidencia a parede do
tdbulo com fibroblastos (Fb) e capilar com heméacea (seta). 2.000X.

Vista parcial do epitélio germinativo mostrando: a parede do tabulo (P),
espermatogbnias (Eg), espermatécitos primérios (C), espermétides iniciais
(Ei), E3, e feixe de espermétides finais (Ef). Observar o citoplasma da
célula de Sertoli, mais fortemente corado, envolvendo as espermaétides
finais (cabecga de seta). 2.900X.

Segmento do testiculo onde se encontra: a parede do tdbulo com
fibroblastos (Fb), espermatogénias (Eg), espermétides iniciais (Ei), E3 e
espermatides finais (Ef) em corte obliquo. No nticleo das espermatogbnias
observam-se nucléolos (cabeca de seta maior) e grumos de cromatina
condensada (cabega de seta menor). Na figura também se destaca o
grénulo acrossomal interno (seta) das E3. 3.400X.
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PRANCHA VI

Cortes semifinos corados com solugéo de Azul de toluidina a 1% em agua.

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Regido basal do epitélio germinativo. Na figura observam-se: a célula de
Sertoli com prolongamentos citoplasméticos (cabega de seta maior) e
nucléolo saliente (cabeca de seta menor), e feixes de espermétides finais
(Ef). 2.500X.

Espermatogdnias adjacentes & parede do tibulo em cujos nlcleos
destacam-se nucléolos (cabeca de seta maior) e grumos de cromatina
mais condensada (cabec¢a de seta menor). As setas indicam o citoplasma
das células de Sertoli fortemente corado. 4.000X.

Feixe de espermétides finais em corte transversal e obliquo, rodeado
por espermatides iniciais (Ei). Observar o citoplasma da célula de Sertoli
(seta) envolvendo as espermétides finais. A cabeca de seta indica a regiao
acrossomal da E2. 5.000X.

Feixe de espermatides finais em corte longitudinal. A figura evidencia: as
regides caudal (F) e nuclear (N) das espermétides finais, espermétides
E2 com vesicula acrossomal saliente (cabeca de seta menor), e residuos
de eliminagao citoplasmética (r). Observar o limite do citoplasma da célula
de Sertoli, no qual as espermétides finais estao mergulhadas (cabecga de
seta maior). 3.400X.

Feixes de espermétides finais em corte longitudinal e transversal (*). Na
figura observam-se: E4 contendo acrossomo com granulo acrossomal

(cabega de seta menor); E5; e E6 cuja forma helicoidal da cauda &
realcada (cabega de seta maior). 5.000X.
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Figura 33

PRANCHA Vil

Visdo geral do epitélio germinativo onde se observam: espermatogénias
(EQ); celula de Sertoli (S) com prolongamentos citoplasmaéticos (cabega
de seta maior); espermatdcitos primarios (C); E2 com vesicula acrossomal
(VA) e material adjunto do centriolo (cabega de seta menor); e feixes de
espermatides finais seccionadas na regiao caudal (F), nuclear (N) ou
acrossomal (A). Notar que as espermatogbnias parecem ocupar o
mesmo citoplasma (*). 4.800X.
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PRANCHA IX

Figura 34 Parte do epitélio seminal contendo: célula de Sertoli (S) com
prolongamentos citoplasméticos (cabega de seta maior) e vesicula
eletrodensa (seta); espermatogdnia (Eg); espermatdcitos primérios em
préfase com corpo redondo (cabega de seta menor); E2; E4; E5; e E6.
4.700X.
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Figura 35

Figura 36

PRANCHA X

Detalhe do nucleo de uma célula de Sertoli onde se destaca o nucléolo
vacuolizado (Nu) e "corpos enovelados" (cabega de seta), um dos quais
associado ao nucléolo. 15.500X.

Regi&o basal do epitélio seminffero, na qual visualizam-se: os fibroblastos
(Fb) da parede do tabulo; a lamina basal (Ib); a célula de Sertoli (S) com
prolongamentos citoplasmaticos (cabega de seta maior) e "corpos
enovelados no interior do seu ntcleo; e espermatécitos priméarios em
dipléteno (D) contendo corpo redondo com regido interna menos densa
(cabega de seta menor), complexo de Golgi (G) e mitocdndrias (m).
8.000X.
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Figura 37

Figura 38

PRANCHA XI

Segmento do tdbulo seminffero adjacente & parede, no qual salientam-se:
as celulas de Sertoli (S) com nucléolo (Nu) esférico e volumoso e o0s

espermatécitos  primérios em préfase contendo  cromossomos
condensados pareados pelos complexos sinaptonémicos (cn), complexos
de poros distribuidos em grupos pelo envélucro nuclear (cabega de
seta menor), ou destacados do nlcleo (cabega de seta maior), complexo
de Golgi (G), mitocdndrias (m), e massas citoplasméticas densas (Mc).
Comunicagao entre estes espermatécitos também s&o observadas (*.
7.200X.

Detalhe do tecido peritubular onde se observam parte do citoplasma de
um fibroblasto (Fb) com seus prolongamentos citoplasméticos (cabecga de
seta) e feixes de fibras colagénicas (Fc). 19.300X.
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Figura 39

Figura 40

PRANCHA Xii

Aspecto parcial do epitélio seminal de dois tibulos seminiferos. A figura
mostra: fibroblastos (Fb) na parede do tubulo; lamina basal (Ib); célula de

Sertoli (S) com nicleo irregular e rico em complexos de poros (cabega
de seta menor); espermatogbnias (Eg) contendo nuciéolo (Nu), grumos
de cromatina mais condensada (cabega de seta maior) e massas
citoplasmaticas densas (Mc); e espermatécitos primérios (C) onde se
notam complexos sinaptonémicos (seta), complexo de Golgi (G) e
massas citoplasmaticas densas. 6.300X.

Detalhe de uma espermatogdnia. No nlcleo observam-se grumos de
cromatina condensada (cabega de seta menor), dois nucléolos (cabega
de seta maior), e uma area constituida de grénulos pequenos (seta). No
citoplasma visualizam-se massas citoplasmaticas densas (Mc). 6.400X.
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Figura 41

Figura 42

Figura 43

PRANCHA Xill

Espermatogédnias adjacentes a parede do tubulo seminifero. Observar a
posigao basal do complexo de Golgi (G) e o nucléolo (Nu) proeminente.

No interior da parede visualizam-se partes do citoplasma de células
mioepiteliais (cabega de seta). 8.600X.

Detalhe do citoplasma de uma espermatogbnia contendo polissomos
(cabega de seta), mitocéndrias (m) e massas citoplasméticas densas (Mc).
27.400X.

Espermatécitos primérios em inicio de préfase onde se observam:o inicio
da condensagdo dos cromossomos; o nucléolo compacto (Nu); os
complexos de poros distribuidos em grupos pelo envélucro nuclear
(cabega de seta maior); massas citoplasmaticas densas (cabega de seta
menor); cisternas de reticulo endoplasmaético; e mitocondrias (m)
agrupadas preferencialmente em um polo do citoplasma. 6.300X.
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Figura 44

Figura 45

Figura 46

PRANCHA XIV

Espermatécito priméario em préfase. No citoplasma destacam-se massas
citoplasmaticas densas (Mc); no ndcleo observam-se 0S Cromossomos

descompactados, algumas regides lineares mais eletrodensas (cabega
de seta menor), e o corpo redondo (cabega de seta maior). 10.300X.

Espermatécitos primérios em  préfase: no nucleo  destacam-se
cromossomos em condensagao e o corpo redondo (cabega de seta);
mitocéndrias(m) se acumulam em uma regi&o do citoplasma e as massas
citoplasmaticas densas (Mc) sdo abundantes. 2.400X.

Espermatécitos priméarios em préfase contendo: cromossomos pareados
pelos complexos sinaptonémicos (cn); complexos de poros (cabega de
seta maior) agrupados em conjuntos; centriolos (cabega de seta menor);
complexo de Golgi (G) e massas citoplasmaticas densas (Mc). Entre os
espermatécitos, é observado o citoplasma da célula de Sertoli (cS)
contendo muitos microtibulos (mt), mitocébndrias (m), reticulo endo-
plasméatico rugoso (Rr) e vesicula densa (seta). 2.500X.
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Figura 47

Figura 48

PRANCHA XV

Espermatdcitos  primérios em préfase contendo: complexos
sinaptonémicos cujo elemento central (cabega de seta menor) é bem
visivel; complexos de poros (cabega de seta maior); complexo de Golgi
(G) rodeado por mitocndrias (m); massas citoplasmaticas densas (Mc);
e feixe de filamentos intermediarios (fi). Observar que dois nicleos (N) sao
visualizados na mesma massa citoplasmética. 15.300X.

Detalhe da calota nuclear (N) de um espermatécito primério em préfase,
contendo inimeros complexos de poros, cujo elemento central pode ser
notado (cabega de seta). O par de centriolos (ct) é observado na regido
perinuclear. 32.900X.

19



s

AP
SN
#*

e

SR
?‘""\.;

e X208 Foads 2

.
>

¥
e



Figura 49

Figura 50

Figura 51

'PRANCHA XVi

Espermatécitos primarios em dipléteno. A figura mostra: nlcleos com
Cromossomos em condensagao (cabega de seta menor), corpo redondo

anelado (seta), e area granular bem delimitada (*); complexos de poros
agrupados em dominios pelo envélucro nuclear (cabega de seta maior);
massas citoplasmaticas densas (Mc); mitocdndrias (m); complexos de
Golgi (G); e perfis de reticulo endoplasmético granular (Rr).Observar o
citoplasma da célula de Sertoli (cS) com inimeros microtibulos (mt).
6.600X.

Nucleo de espermatécito primario em diacinese, contendo cromossomos
bastante condensados (seta), corpo redondo (cabeca de seta) e &rea
granular bem delimitada (*). Notar que o nucleoplasma apresenta-se
eletrolticido. 10.300X.

Espermatécito em diacinese onde se observam os cromossomos bastante
condensados (cabega de seta) e complexo de Golgi (G). 11.200X.
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Figura 52

Figura 53

PRANCHA XVii

Espermatides E1 com forma poligonal e ntcleo esférico. Na figura
visualizam-se: a regido de cromatina compactada na periferia nuclear

(cabega de seta maior) e grumos condensados (cabega de seta menor);
mitocdndrias (m); cisternas de reticulo endoplasmético; e complexo de
Golgi (G). As setas indicam flagelos com axonema simples em corte
transversal, proximos as espermétides. 6.200X.

Detalhe de duas espermétides E1 interligadas por ponte citoplasmaética
(*), onde se observam: nicleo com a regido cromatinica perinuclear
(cabega de seta maior) e grumos de cromatina mais condensada (cabega
de seta menor), mitocdndrias (m) e cisternas de reticulo endoplasmético
(Rr). 16.200X.
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Figura 54

Figura 55

PRANCHA XVIii

Detalhe do citoplasma da célula de Sertoli na regiao caudal do feixe de

-espermatides. Nesta figura observam-se espermatide com o feixe de

microtibulos protuberante (cabeca de seta menor), vesiculas contendo
citoplasma rico em microtibulos (*), e cisternas de reticulo
endoplasmatico liso (cabega de seta maior). 24.200X.

Parte do epitélio seminal contendo: espermétide E2 com vesicula
acrossomal (VA), material adjunto do centriolo (ac), nucléolo (Nu),
mitocondrias (m), e complexo de Golgi (G); espermatide E3, E4, e E5 em
corte na regiao da vesicula acrossomal (VA), regido nuclear (N) ou caudal
(F); e o citoplasma da célula de Sertoli (cabeca de seta maior) com
vacuolos (vS), no interior dos quais visualizam-se nucleo (N) e cauda (F)
das E6. Neste citoplasma estdo presentes de vesiculas de citoplasma,
rico em microtubulos, das espermétides (cabecga de seta menor). 7.500X.
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Figura 56

PRANCHA XIX

A figura mostra: E2 contendo nucleo com grumos de cromatina mais
condensada (seta), vesicula acrossomal com granulo acrossomal (ga),
complexo de Golgi (G) e perfis de reticulo endoplasmético liso (Rl); E3
contendo cromatina organizada em grénulos, vesicula acrossomal (VA)
apoiada sobre um espessamento da membrana nuclear (seta maior), fla-
gelo (F) em desenvolvimento, e mitocéndrias (m); cauda de E5 composta
de material adjunto do centriolo (ac), axonema (ax) com fibras densas
acessorias (fd), mitocéndria (m), e feixe de microtibulos (cabega de seta
maior). Notar o processo da célula de Sertoli alcangando a regido caudal
das E3 (cabega de seta menor) e a ponte citoplasmética entre E2 (*).
20.200X.
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Figura 57

Figura 58

PRANCHA XX

Corte tangencial de espermatides E3. A figura mostra: ntcleo (N) com

cromatina organizada em granulos densos; concavidade nuclear
preenchida pelo material adjunto do centriolo (seta menor); complexos de
poro (cabega de seta menor), e o feixe de microtibulos (cabega de seta
maior). Em corte da regiao caudal desta espermétides observa-se o cito-
plasma mais volumoso em um lado do axonema (ax), contendo cisternas
de reticulo endoplasmatico liso (RI), complexo de Golgi (G) e corpos
eletrodensos (seta maior). 25.000X.

Espermétides E3 em corte longitudinal. A figura mostra: a vesicula
acrossomal (VA) cuja regido de contato com o nucleo (N) apresenta-se
eletrondensa (seta); o arranjo granular da cromatina; axonema (ax) do
flagelo em desenvolvimento; mitocondrias (m); o "annulus" (an); os
microtubulos (cabeca de seta menor) que perfazem um trajeto helicoidal
da cauda até o acrossomo; e processos da célula de Sertoli envolvendo
a espermétide na regido acrossomal e caudal (cabega de seta maior). Na
figura também se observa o citoplasma da célula de Sertoli adjacente a
vesicula acrossomal contendo cisternas de reticulo
endoplasmaticoliso(Rl).13.500X.
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Figura 59

Figura 60

Figura 61

PRANCHA XXI

Corte tangencial em espermatide E3 contendo cromatina organizada em
granulos; vesicula acrossomal (VA) com material eletrodenso depositado

internamente & sua membrana (cabega de seta menor); e o feixe de
microtibulos (cabega de seta maior) alcangando a regido acrossomal.
Observar o processo da célula de Sertoli rico em reticulo endoplasmético
liso envolvendo a espermatide na regiao acrossomal (seta). 20.000X.

Espermatides E4 e E5 em corte longitudinal e tangencial. As
espermatides E4 apresentam: nlcleo com cromatina organizada em
cordbes espessos; material adjunto do centriolo (ac); e flagelo com fibras
densas (cabega de seta maior). As E5 possuem: nlcleo contendo
pequenas manchas eletrolicidas e material adjunto do centriolo bastante
alongado (seta). Notar que a dupla central de microtubulos do axonema
parece alcangara regido anterior do flagelo (cabeg¢a de seta menor).
7.000X.

Corte tranversal de um feixe de espermatides. Na figura observam-se:
nucleo das E4 com regides eletrodensas arredondadas, os corddes
cromatinicos, e o feixe de microtibulos (cabega de seta maior);
acrossomos das E4 com grénulo acrossomal (ga) e material eletrodenso
depositado internamente & sua membrana; regido caudal das
espermétides finais (Ef), contendo o axonema rodeado pelas nove fibras
densas (cabega de seta menor), a mitocondria (m) e o feixe de micro-
tibulos (mt); cisternas de reticulo endoplasmético liso ao redor das
espermatides (setas) e o material eletrodenso depositado internamente
a membrana da célula de Sertoli (seta oca). 15.700X.
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Figura 62

Figura 63

PRANCHA XXii

Corte longitudinal na regiao superior de um feixe de espermétides finais
rodeado por espermétides iniciais (E1). As E5 apresentam: acrossomo

com granulo acrossomal (ga)e crista espiral (ce) em inicio de formagao;
nlcleo com cromatina bastante compactada restando apenas pequenas
areas eletrolicidas; o material adjunto do centriolo (ac) e fibras densas
(fd). As espermétides E6 apresentam acrossomo com crista espiral;
ndcleo totalmente eletrodenso; fibras densas associadas ao axonema; e
material adjunto do centriolo. Observar o feixe de microtubulos (cabeca
de seta maior) nas convexidades das espermatides e o citoplasma da
célula de Sertoli com diminutas vesiculas (cabega de seta menor) e
microtibulos (mt). 7.300X.

Feixe de espermétides E5 e E6. A E5 apresenta: nucleo com algumas
regibes eletrolicidas; material adjunto do centriolo (ac); material
pericentriolar (seta); axonema com fibras densas acessorias (fd); e feixe
de microtubulos (cabeca de seta). As E6 possuem nicleo (N) totalmente
eletrodenso, acrossomo (A), e organizagéo da cauda muito semelhante
a E5. Observar os microtubulos (mt) do citoplasma da célula de Sertoli.
8.600X.
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Figura 64

Figura 65

Figura 66

Figura 67

PRANCHA XXii

Corte obliquo de espermétides finais. A figura mostra: nicleos (N) de E5
com cromatina quase totalmente compactada restando apenas pequenas

dreas eletronlicidas; um desses nlcleos foi cortado préximo do
acrossomo (A); inicio da regido caudal de E5 com axonema, fibras densas
(fd) e material adjunto do centriolo (ac); inicio da regido caudal de E6
contendo parte do nucleo, material adjunto do centriolo e material
pericentriolar com forma estrelada (cabega de seta menor). Observar a
extensa regido de jungdo de membrana entre o citoplasma da célula de
Sertoli e espermétide adjacente (cabeca de seta maior). 10.000X.

Corte aproximadamente transversal na regido nuclear de espermétides E5
e E6. A figura mostra: pequenas éreas eletrollcidas (cabega de seta
menor) no nucleo da ES5; o feixe de microtibulos adjacente ao nicleo
(cabega de seta maior); e cisternas de reticulo endoplasmético liso (RI)
da célula de Sertoli. 26.500X.

Espermatides E6 em corte aproximadamente transversal na regido
nuclear (N) e inicio da regido caudal. Na figura observam-se: feixe de
microtubulos (mt); fibras densas acessérias (fd); e material adjunto do
centriolo (ac). Notar o espago entre as espermétides e a célula de Sertoli
(cabecga de seta). 27.400X.

Corte longitudinal de feixe de espermétides. A figura evidencia: E4 com
nicleo (N) alongado, cauda helicoidal constituida de axonema (ax), fibras
densas (fd), mitocdndrias (m) e o feixe de microtibulos (cabega de seta);
E6 contendo acrossomo (A) com crista espiral (ce), nucleo, material
adjunto do centriolo (ac), axonema com fibras densas, mitocondria e feixe
de microtdbulos (cabega de seta). Observar que a mitocdndria e o feixe

de microtdbulos s&o encontrados por toda a extensao da cauda. A seta
indica uma ponte citoplasmatica entre esperméatides E2. 6.300X.
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Figura 68

Figura 69

'PRANCHA XXIV

A figura mostra:E2 com vesicula acrossomal (VA) e complexo de golgi
(G); nucleo (N) de E5 e E6 associado ao feixe de microtibulos (cabega
de seta maior); acrossomo (A) de E5 com grénulo acrossomal (ga) e
inicio da formagéo da crista espiral, e feixe de microtibulos associado
(cabeca de seta menor); inicio da cauda de E6 contendo parte do nucleo
(seta menor), material adjunto do centriolo (ac), e 0 material pericentriolar
com forma estrelada (seta maior); citoplasma da célula de Sertoli com
mitocdndrias (m), microtdbulos (mt), cisternas de reticulo endoplasmético
liso (Rl), e material eletrodenso aposto ao acrossomo (seta oca); regido
de juncdo de membrana entre a célula de Sertoli e espermatide ( ); e
processo da célula de Sertoli envolvendo a espermétide inicial (*).
10.200X.

Corte obliquo de espermatides E5 onde se observam: parte do nucleo
(N), o acrossomo com grénulo acrossomal (ga), feixe de microtabulos
(cabega de seta maior) alcangando o acrossomo (cabecga de seta menor),
e um pequeno processo da célula de Sertoli penetrando entre o
acrossomo e o feixe de microtdbulos. 19.200X.

28






Figura 70

Figura 71

Figura 72

Figura 73

Figura 74

Figura 75

PRANCHA XXV

Inicio da formagao da vesicula acrossomal.Afigura mostra: o complexo
de Golgi (G), a vesicula acrossomal (seta) e um grupo de vesiculas

densas (vd). Observar a deposicdo de material eletrodenso no lado
interno da membrana acrossomal que esta em contato com o nucleo (N).
21.600X.

Espermétides E2 contendo: ntcleo (N) com nucléolo (Nu); vesicula
acrossomal com  granulo acrossomal (ga) e uma estreita faixa
eletronlicida (cabega de seta); complexo de Golgi (G); material
eletrodenso (seta) depositado na regiao de contato entre o nicleo e a
vesicula acrossomal. Entre as espermétides observa-se um axonema (ax)
flagelar em corte transversal. 15.300X.

Corte transversal da vesicula acrossomal de espermatides E3 onde se
observa o granulo acrossomal e no seu interior o granulo acrossomal
interno (gi). Notar o material eletrodenso depositado internamente a
membrana acrossomal (cabeca de seta). 17.900X.

Corte longitudinal através do acrossomo de E3 em inicio de elongacio.
Na figura observa-se parte do ntcleo (N) com cromatina granular; a
vesicula acrossomal com granulo (ga) e material eletrodenso depositado
internamente & sua membrana (cabega de seta).15.000X.

Corte transversal de espermétides E5 na regido distal do acrossomo,
proxima ao nicleo. Na figura observam-se: as projecées nucleares
(cabeca de seta); o acrossomo com grénulo acrossomal (ga); o feixe de
microtdbulos (mt); o citoplasma da célula de Sertoli com material
eletrodenso adjacente ao acrossomo (seta) e cisternas de reticulo
endoplasmaético liso (RI). 17.900X.

Corte aproximadamente transversal na regiao acrossomal de espermaétides
ES onde se notam: a protuberancia no acrossomo indicando o
surgimento da crista espiral (cabega de seta maior); granulo acrossomal
(ga); o feixe de microtibulos (cabega de seta menor); um pequeno
processo da célula de Sertoli (seta) penetrando entre o acrossomo e o
feixe de microtibulos; e material eletrodenso da célula de Sertoli nas
adjacéncias do acrossomo (seta oca). 31.000X.
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Figura 76

Figura 77

Figura 78

PRANCHA XXVI

Espermatides E4 e E6 em corte longitudinal. A figura mostra: E4 com
nucleo (N) alongado e cromatina formando corddes densos, acrossomo
alongado, com grénulo acrossomal (ga); cauda constituida de material
adjunto do centriolo (ac), axonema com fibras densas (fd), mitocbndrias
(m) e feixe de microtubulos (cabeca de seta); E6 contendo nucleo com
cromatina muito compactada e duas projecdes anteriores, @ acrossomo
(A) com crista espiral (ce). 10.400X.

Espermatides E5 e E6 em cortes tangenciais e aproximadamente
transversais, na regiao da cauda, onde se notam: acrossomos das E5
com granulo acrossomal e crista espiral (ce) em inicio de formagéo,
acrossomos das E6 com crista espiral (cabeg¢a de seta maior), algumas
das quais cortadas superficialmente (cabeg¢a de seta menor). As setas
mostram o material eletrodenso do citoplasma da célula de Sertoli, aposto
aos acrossomos. 9.500X.

Corte obliquo em espermaétides E6 onde se observam: parte do nucleo
(N); o acrossomo (A) com crista espiral saliente (cabeca de seta menor),
algumas das quais cortadas superficialmente (cabega de seta maior); e
material eletrodenso da célula de Sertoli nas adjacéncias dos acrossomos
(setas). 9.300X.
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Figura 79

Figura 80

Figura 81

Figura 82

PRANCHA XXViI

Vista parcial de espermétide E2 onde se observam: vesicula acrossomal
(VA) em desenvolvimento, associada ao nucleo (N); dois centriolos, um

dos quais em contato com o nticleo (cabega de seta); complexo de Golgi
(G); mitocbndrias (m) e cisternas de reticulo endoplasmatico liso (RI).
22.800X.

Parte de esperméatide E2 anb6mala, na qual Vvisualizam- se: os
microttbulos do axonema flagelar em crescimento (setas) a partir dos
centriolos adjacentes ao nucleo;o "annulus" (cabecga de seta) cortado
longitudinalmente; mitocbndrias (m); e vesiculas densas (vd). 25.800X.

Corte longitudinal através do flagelo em formagao de E2. A figura
mostra: centriolo (seta) apoiado numa dupla concavidade nuclear, a partir
do qual originam-se os microtubulos do axonema (ax); o "annulus" (an);
e vesiculas densas (vd). A dupla central de microtibulos do axonema
flagelar é visualizada (cabeca de seta). 23.800X.

Espermatides E2 ligadas por ponte citoplasmatica (*). Em uma das
espermétides, adjacente ao complexo de Golgi (G) e a vesicula
acrossomal (VA), visualiza-se 0 axonema flagelar em corte tangencial
(cabeca de seta). 12.600X.
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Figura 83

Figura 84

Figura 85

PRANCHA XXVl

Espermatides E2 onde se observam:o flagelo em crescimento apoiado em
uma concavidade nuclear (seta) e afastado da vesicula acrossomal (VA),

0 "annulus" (cabega de seta) e 0 material adjunto do centriolo (ac).
16.700X.

Corte tranversal na regiao caudal das E3. A figura mostra: material
adjunto do centriolo (ac); axonema (ax) com fibras densas; mitocondrias
(m); microtubulos (cabega de seta maior); lobo citoplasmatico contendo
perfis de reticulo endoplasmatico liso (Rl), complexo de Golgi (G) e
estrutura esférica eletrodensa (*); e o citoplasma da célula de Sertoli (cS)
rico em cisternas de reticulo endoplasmatico liso num arranjo reticulado.
12.600X.

Feixe de espermatides finais na regiao terminal da cauda onde s&o
encontradas: caudas constituidas de axonema com fibras densas (fd),
mitocondria (m) e feixe de microtubulos (mt); caudas onde o feixe de
microtubulos nao é mais visualizado (cabega de seta menor); caudas com
o feixe de microtubulos separado do axonema (seta); duas espermatides
muito préximas prestes a ocuparem 0 mesmo vacuolo (seta oca); e
lisossomos (I) no citoplasma da célula de Sertoli. Notar o espago existente
entre as espermatides e o citoplasma da célula de Sertoli (cabec¢a de seta
maior). 19.300X. ‘ '
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Figura 86

PRANCHA XXIX

Feixe de espermétides finais (Ef), em corte transversal rodeadopor E3.A
figura mostra:cauda dasespermatides finais e E4 com axonema rodeado
por fibras densas (fd), mitocondrias (m) e feixe de microtibulos (mt); E3
com cromatina formando grumos densos, vesicula acrossomal (VA) com
granulo acrossomal e granulo acrossomal interno (gi), e complexos de
poros (cabega de seta). As pontes citoplasméticas sao comuns na regido
caudal destas espermétides (*). 7.500X.
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Figura 87

Figura 88

Figura 89

PRANCHA XXX

Vista parcial de um feixe de espermétides cortadas transversalmente
na regiao caudal. A figura mostra: cauda de espermétides finais (Ef) e E4
constituldas  de axonema 9+2 associado &s fibras densas (fd),
mitocdndria (m) e feixe de microtibulos (mt) cortados longitudinalmente;
E4 anbmala (seta) contendo quatro axonemas associados as fibras
densas e duas mitocdndrias; citoplasma da célula de Sertoli com micro-
tibulos (cabega de seta menor), cortados transversalmente e
aglomerados de estruturas semelhante as fibras densas (cabega de seta
maior). 19.000X.

Regido caudal de espermétides finais (ES ou E6) em corte transversal
onde se observam: o axonema (ax) com seu padrdo 9 + 2 de
microtdbulos; fibras densas (fd) reniformes; o feixe de microtibulos (mt);
e mitocdndria (m). 29.200X.

Espermatides finais em corte tangencial da cauda onde se notam:
axonema com as fibras densas (fd); mitocbndria (m); microtibulos do
feixe (mt) seccionados transversalmente; e cisternas de reticulo
endoplasmatico liso (cabega de seta) entre os microtibulos. 23.700X.
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Figura 90

PRANCHA XXXI

‘Feixes de espermétides finais seccionados transversalmente na regiao

caudal e rodeados por espermétides menos maduras. A figura mostra:

E2 com axonema flagelar (ax) adjacente; E3 com nucleo (N), material
adjunto do centriolo (ac) e microtubulos (cabega de seta maior); cauda
de E4, E5 e E6 constituidas pelo material adjunto do centriolo, axonema
com fibras densas acess6rias (fd), mitocdndrias (m) e feixe de
microtabulos (mt); espermétides anémalas (*) contendo dois axonemas;
vesicula densa (seta) no citoplasma da celula de Sertoli; e processos
deste citoplasma envolvendo as E3 (cabega de seta menor). 9.500X.
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Figura 91

Figura 92

PRANCHA XXXii

Residuos de eliminagao citoplasmética em corte transversal ligados por
pontes citoplasmaticas (*) onde se encontram: perfis de reticulo

endoplasmatico liso (Rl), mitocéndrias (m), complexo de Golgi (G),
provaveis lisossomos (l), material eletrodenso (seta),e axonemas flagelares
(cabega de seta maior). Um destes residuos apresenta citoplasma mais
eletrodenso e rico em membranas (cabeca de seta menor). 15.300X.

Residuos de eliminagéo citoplasmética em corte longitudinal associados
a regido terminal da cauda de espermétides E4. Na figura observam-se:
o feixe de microtdbulos (cabec¢a de seta menor); axonema flagelar (cabeca
de seta maior); cisternas de reticulo endoplasmético liso (RI);
mitocdndrias (m); complexos de Golgi (G); feixe de filamentos
intermediarios (fi); e lisossomos () contendo vesiculas eletrodensas
menores na sua periferia ou interior. 6.700X.
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Figura 93

Figura 94

PRANCHA XXXl

Residuosde eliminagao citoplasmatica naluz do tdbulo, onde se destacam

- estruturas esféricas eletrodensas, provaveis lisossomos (cabega de seta

menor), e corpos reticulados (cabega de seta maior). 3.100X.

Detalhe de residuos de eliminagdo citoplasmética contendo axonema
flagelar (ax), lisossomos (l), lamelas anuladas (LA), mitocondrias (m),
material finamente granular (cabega de seta menor), e corpos reticulados
(cabega de seta maior). Regides terminais de flagelos também podem
ser observadas (seta). 15.700X.
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Figura 95

Figura 96

Figura 97

PRANCHA XXXIV

A figura mostra: residuo de eliminagéo com citoplasma pouco eletrodenso,
contendo complexo de Golgi (G), corpo multivesicular (cabeca de seta
menor), reticulo endoplasmatico liso (RI), lamelas anuladas (LA) e axonema

flagelar (ax); residuo de eliminagao com citoplasma bastante eletrodenso,
onde sao encontrados lisossomos (l) e o corpo reticulado (cr); flagelos
na regiao terminal da cauda (F) e pequenos fragmentos citoplasmaticos
ricos em microtibulos (cabega de seta maior). 16.200X.

Detalhe de um residuo de eliminagdo citoplasmatica contendo o
axonema (ax) em corte tangencial, perfis de reticulo endoplasmético liso
(Rl) e lisossomo (), no interior do qual sdo encontradas vesiculas
eletrodensas envoltas por membranas (cabeca de seta). Flagelos (F) na
regido terminal da cauda, contendo o axonema com padrao 9 + 2
também sao observados. 18.300X.

Espermétides finais localizadas em vacuolos no citoplasma da célula de
Sertoli (cS) e espermatozdbides livres na luz do tdbulo. As células foram
seccionadas na regiao nuclear (N); no inicio da cauda préximo ao material
adjunto do centriolo (ac); na por¢do mediana da cauda onde se nota o
axonema com fibras densas acessérias (fd) e a mitocondria (m); ou na
regido terminal da cauda contendo mitocéndria com didmetro reduzido
(seta). Na luz do tubulo sao encontradas espermétides contendo o feixe
de microtubulos (cabega de seta maior), e espermétide anémala contendo
duas mitocOndrias (cabega de seta menor). 13.000X.
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Figura 98

Figura 99

Figura 100

PRANCHA X0XXV

Vista parcial de um feixe de espermatides finais. Na figura observam-se:
cauda de espermatides contendo axonema (ax) com fibras densas,

mitocdndrais (m), e feixe de microtibulos (mt); espermétides sem o feixe
de microtubulos (cabega de seta maior); caudas com o axonema
separado do feixe de microtubulos (cabega de seta menor); e cisternas
de reticulo endoplasmético liso (Rl) do citoplasma da célula de Sertoli.
15.700X.

Espermaétides intermediérias entre a fase 3 e 4 de diferenciagéo. Notar:
o nucleo (N) com cromatina formando cordbes densos de pequeno
didmetro; o citoplasma da célula de Sertoli(seta) entre o feixe de
microtubulos e o nucleo; e inicio da regido caudal, com vaclolos (cabega
de seta maior), e mais de nove fibras densas acessérias (cabega de seta
menor). 19.000X.

Espermatides finais, em corte transversal da cauda, localizadas no interior
da célula de Sertoli. Certas espermatides encontram-se em vacuolos,
alguns dos quais, recentemente formados (seta). O feixe de microtibulos
pode estar presente ou nao (cabeca de seta menor). Em certas
espermatides, o citoplasma contendo o feixe de microtibulos parece
formar uma proje¢ao (cabega de seta maior). 18.400X.
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ESQUEMA 3Diagrama representando as fases da espermiogénense no pardal.

1:esperméatide na fase 1 de diferenciagio, contendo niicleo esférico
posicionado centraimente, mitocdndrias esparsas, perfis de reticulo
endoplasmatico liso (Rl) e complexo de Golgi (G) perinuclear. 2A:
espermatide no inicio da fase 2 de diferenciagao; a vesiculas acrossomal
(VA) surge, em associagao com o complexo de Golgi, nas proximidades
do flagelo em desenvolvimento, e vesiculas densas (vd) sdo observadas
nesta regido. 2B: espermatide na fase 2 de diferenciagdo, contendo
vesicula acrossomal volumosa, em cujo interior destaca-se o gréanulo
acrossomal (ga), e centriolo localizado no outro polo da célula préximo
ao material adjunto do centriolo (ac). 3A: espermétide na fase 3 de
difereniciacdo; a cromatina se compacta em grénulos pequenos, O
citoplasma é direcionado para regido caudal; no interior da vesicula
acrossomal, além do grénulo acrossomal, observa-se o granulo
acrossomal interno (gi); as mitocbndrias se agrupam ao redor do
axonema flagelar (ax) em desenvolvimento, as fibras densas aparecem e
microtubulos (mt) sdo observados no citoplasma. 3B: espermétide na
fase 3 de diferenciacdo; o nlcleo e a vesicula acrossomal comegam a
alongar e o material adjunto do centriolo aumenta de volume.
4A:espermatide no inicio da fase 4 de diferenciagdo; a alongagao nuclear
e acrossomal prosseguem, e a cromatina se organiza em cordodes
espessos. 4B: espermétide na fase 4 de diferenciagao; a forma helicoidal
torna-se evidente, o feixe de microtdbulos transcreve um trajeto helicoidal
por quase toda a extensao da célula e as mitocdndrias comegam a se
organizar helicoidalmente ao redor do axonema; o material adjunto do
centriolo apresenta-se bastante alongado e com algumas regibes claras.
5: espermatide na fase 5 de diferenciagcdo; no acrossomo comega a ser

formada a crista espiral (ce), a compactagdo cromatinica & quase
completa, restando apenas pequenas 4reas claras no nucleo; o material
adjunto do centriolo ocupa a primeira volta da regido caudal, e a
mitocondria apresenta-se totalmente fundida.6: espermétide na fase 6 de
diferenciacéo; a célula apresenta acrossomo (A) longo com crista espiral,
cromatina totalmente compactada, fibras densas (fd) continuas por toda
a cauda e mitocondria helicoidal. Os espermatozéides sio praticamente
identicos a estas células, apenas o feixe de microtibulos ndo é mais
encontrado.
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ESQUEMA 4 Diagrama mostrando a relagdo das espermétides com a célula de Sertoli
(representada com citoplama pontilhado) e o modo de eliminagéo
citoplasmatica durante a espermiogénese. (E1 a E2- esperméatides em
fases progressivas de maturagdo, r - residuo de eliminagao

citoplasmética).
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