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1 - INTRODUGCAO

A reagdo de Feulgen & o procedimento citoquimico
mais conhecido e utilizado para determinagoes gquantitativas
de DNA, dada a sua alta especificidade e sua razoavel este-
quiometria ( revisio em MELLO & VIDAL, 1978 ). Basicamente,
envolve duas etapas, sendo a primeira uma hidrdlise  acida
que remove do DNA preferencialmente as purinas, "liberando"
a fungao aldeidica dos aglicares desoxirribose aos guais se
achavam ligadas, e conseqllentemente produzindo um acido apu-
rinico ( FEULGEN & ROSSENBECK, 1924; DI STEPHANO, 1948; OVE-
REND & STACEY, 1949 ). Numa segunda etapa, os aldeidos "libe
rados" pela hidrdlise acida vao reagir com o© reativo de
Schiff que & um leucoderivado da fucsina basica, com afinida
de por grupos aldeido. O grupo cromofdrico & entdoc restaura
do, na molécula do leucoderiﬁado forﬁando-se, portanto, um

produto corado.

Durante a hidrdlise Acida, o nimero de grupamentos
aldeidicos do DNA, coradveis pela reagd3o de Feulgen, aumenta
até um maximo e entaoc diminui, pois com a subsequente despo-
limerizacao do &cido apurinico perdem-se grupos aldeidos po
tencialmente capazes deé se ligarem as moléculas do reativo
de Schiff. Esta cinética de hidrdlise pode ser estudada "“in
situ", computando-se os valores Feulgen — DNA em diferentes
tempos de hidrdlise e construindo-se as chamadas curvas de
hidrdlise de Feulgen. Estas, apresentam uma porgao ascenden-—
te, que corresponde a eliminagao gradual de purinas do DNA
( depurinagéo ) e um ramo descendente, gque ~corresponde a
remogao de ﬁirimidinas e desoxirribose, despolimerizacao e

solubilizagdo do &cido apurinico.



Vem sendo demonstrado mais recentemente que a rea
¢ao de Feulgen se presta nao sO para quantificagoes de DNA,
mas também para fornecer informagaes sobre o complexo DNA-pro '
telna presente na cromatina de vsrios tipos celulares em V&
rios estados de diferenciagao, uma vez que uma cinética dife
rencial de hidrdlise pode ser exibida nesses casos ( AGRELL
& BERGQVIST, 1962, 1967; BRACHET & PREUMONT, 1966; BACHMANN,
1968; BRACHET et alii, 1968; NOESKE, 1969; VAUGHN & LoCcY,
1969; ALVAREZ, 1970; MITTERMAYER et alii, 1971; RASCH &
RASCH, 1973; KJELLSTRAND & ANDERSSON, 1975a, b; ANDERSSON &
KJELLSTRAND, 1975; MELLO, 19ﬁ9; MELLO & VIDAL, 1980 ). As
proteinas associadas ac DNA o tornariam diferentemente susce

tivel a hidrélise acida.

Variagdes no perfil das curvas de hidrdlise foram
encontradas em células eﬁbrionérias em fases precoces compa
radas a células diferenciadas de Rana femporaria { AGRELL &
BERGQVIST, 1962 ). Neste caso trés maximos foram detectados
para as células em fases precOcés e apenas um para células
diferenciadas, o que foi atribuido a variagdes em ligagoes
do DNA a outras macromoléculas nucleares. Tal tipo de acha
do foi posteriormente confirmado em outras espécies ( AGRELL
& BERGQVIST, 1967; BRACHET & PREUMONT, 1966; BRACHET et alii,

1968 e ALVAREZ, 18970 ).

Quando se estuda a cinética de hidrdlise de hetero
cromatina e eucromatina em separado, observam-se padroes di
ferentes de labilidade das mesmas. MELLO ( 1976, 1979 ), es
tudando regides heterocromdticas e eucromdticas de tibulos
de Malpighi de Taiatoma infestans, verificou que a eucromati
na era menos esté§e1 i hidrdlise 3cida que a heterocromati-
na. Variagoes no perfil das curvas de hidrdlise ée fazem pre

sentes na porg¢ao descendente da curva e, portanto, se acham



‘relacionadas com o padrac de despolimerizagdo do &cido apuri
nico. Estas diferengas parecem ser induzidas por alguma va-

riagao no tipo e/ou quantidade de proteinas nac histonicas
associadas ao acido apurinico dessas cromatinas, uma vez que
nessa fase de hidrdlise histonas reativas ao fast green alca
lino, 3ja nao se achavam mais éresentes, enquanto foram detec
tadas proteinas reativas ao fast green a pH 2,7. De certa
forma os achados de MELLO estdo de acordo com dados de MITTER
MAYER et alii ( 1971 ); embora estes Gltimos tenham conside
rado heteroc e eucromatina no sentido estritamente morfoldgi-
co de condensagao cromatinica. Também em regides cromatini-
lcaé de cromossomos politénicos, gque diferem em complexos DNA-
proteina, t&m sido demonstrados diferentes padrdes de cinéti
ca hidrolitica de Feulgen, especialmente no que se refere a

fase de solubilizag¢ao do Acido apurinico (MELLO & VIDAL, 1980).

Os nlicleos a serem submetidos & reagao de Feulgen
sao expostos primeiramente 3 fixacdo, e uma vez que ela atua
sobre o complexo DNP, o emprego de fixadores diferentes pode
vir a preservar diferentemente o componente protéico do mes
mo. Conseqlientemente, depeﬁdendo do fixador utilizado, o tem
po de hidrdlise a partir do qual ocorre a depurinagido e a
despolimerizacio tambdm pode variar. Assim, s3o encontrados
diferentes perfis de curvas de hidrdlise em fungdao da fixa
¢ao ( BAUER, 1932; HILLARY, 1939; DI STEPHANO, 1948; SWIFT,
1955; KASTEN, 1956; DEITCH et alii, 1967 e 1968; BOHM, 1968;
BOHM & SPRENGER, 1968; BACHMANN, 1968; GREENWOOD & BERLYN,
1968: MITTERMAYER et alii, 1971; KJELLSTRAND & LAMM, 1976;
MELLO, 1976, 1979; MELLO & ZANARDI, 1976a e b ). MELLO
( 1976 ), estudando niicleos somaticos do mesmo tipo fixados
em etanol - acido acético e formol a 10%, verificou que os

valores Feulgen - DNA maximos eram atingidos primeiramente



pelos niicleos fixados em etanol - &cido acético, e a seguir
por aqueles fixados em formol. A explicacao & dada pelo fato
de que uma dissociagdo mais rapida das proteinas complexadas
ao DNA em niicleos somaticos & promovida pela fixagdao em eta-
nol - acido acético, enguanto o formol preserva melhor essas
proteinas ( DICK & JOHNS, 1967; SUMMER et alii, 1973; BRODY,

1974; RETIEF & RUCHEL, 1977; FRASCHINI et alii, 1981 ).

Também tém sido encontrados diferentes perfis de
curvas de hidrolise em espermatozdides de algumas diferentes
espécies ( SALISBURY et alii, 1961, 1964; GLEDHILL et alii,
1966; MELLO & ZANARDI, 1976a; ANDERSSON & KJELLSTRAND, 1975;
KJELLSTRAND & ANDERSSON, 1975a, b; KJELLSTRAND & LAMN; 1976) .
Em material fixado com formol a 2%, a depurinagao ( ramo as-
cendente da curva de hidrdlise ) & bastante ripida para es-
permatozdides de salm3o e truta, enquanto espermatozdides de
tourc apresentam uma depurinqgéo lenta. Também a despolimeri
zagao do acido apﬁrinico ( ramo descendente da curva de hi-
drdlise ) & lenta neste Giltimo caso. Para espermatozdides de
salmao a despolimerizagaoc & mais rapida (KJELLSTRAND & ANDERS

SON, 1975a).

E conhecida a variagao em tipos de proteinas basi-
cas associadas ao DNA de espermatozdides ao longo da escala
evolutiva animal. Histénas do tipo somaticas sao substitui-
das ou sofrem adigao de outras durante os iltimos esti3gios
da espermiogénese, dando lugar no espermatozdide ao apareci-
mento de protamina ( salmao, truta, tubarac } ou uma histona
rica em arginina e cistina ( mamiferos, pér exemplo: touro,
rato, coelho, camundongo e carneiro ), rica em arginina (gri
lo, gafanhoto, anfibios, alguns moluscos ) ou ainda rica em
lisina ( abelha, ourigo-do-mar, pepino-do-mar ) BLOCH & HEW,

1960; SALISBURY et alii, 1961, 1964; BLOCH & BRACK, 1964;



GLEDHILL, 1966; GLEDHILL et alii, 1966; CLAYPOOL & BLOCH,
1967; SUBIRANA & PALAU, 1968; BLOCH, 1969; PALAU et alii,
1969; COELINGH et alii, 1969, 1972; PHELAN et alii, 1972;
McMASTER-KAYE & KAYE, 1973, 1976; SUBIRANA et alii, 1973, .
1981; TESSIER & PALLOTTA, 1973; KAYE & McMASTER-KAYE, 1974;
MARUSHIGE & MARUSHIGE, 1974; KJELLSTRAND & ANDERSSON, 1975a,
b; LOIR & LANNEAU, 1975, 1978; PUWARAVUTIPANICH & PANYIM,
1975; CALVIM & BEDFORD, 1976; ROCHA & CORNUDELLA, 1976;
GOLDEBERG et alii, 1977; KAYE & MOSS, 1978; COLON & SUBIRANA,
1979, 1981; AVRAMOVA et alii, 1980, 1983; KHARCHENKO &
NALIVAEVA, 1980; TONIOLO, 1980; GUSSE & CHEVAILLIER, 1980a,
1981; GIANCOTTI et alii, 198la, b; POGANY et alii, 1981;
SAVIC et alii, 1981; TSANEV & AVRAMOVA, 1981; RAO et alii,
1982; MUNOZ-GUERRA et alii, 1982; USCHEWA et alii, 1982;
AUSIO & SUBIRANA, 1982; AZORIN et alii, 1983. Dos animais ci
tados, os'que sofrem adicao sao os segqguintes: grilo, pepino-

-do-mar e algumas espécies de ourigo-do-mar.

Algumas variagoes ocOfrem-mesmo dentro de um gru
po, como no caso de peixes. Em Carassius awtratus , as histonas
somiticas nio s3o substituidas durante a espermiogénese ( MU
NOZ-GUERRA et alii, 1982 ); em outras espécies como no 1lin-
guado, mais um grupo de proteinas basicas com alto peso mole
‘cular (110.000 daltons) se faz presente nos espermatozoides
(KENNEDY & DAVIES, 1980, 1982 }. No peixe cartilaginoso
Hydrotagus colliei, no inicio da espermiogénese, encontra-se
uma histona somatica, que no final do estidgio de espermatide
& substitulda por uma protamina, dando lugar finalmente no
espermatozdide a uma histona rica ém.argining ({ BOLS & Ka-

SINSKY, 1976 ).

Histonas somidticas sao as histonas.Hl, H2A, H2B,

H3 e H4 que se acham associadas ao DNA em niucleos de cé&lulas



somaticas. Em eritrocitos nucleados durante o processo de
eritropoiése a histona H1 & gradualmente substituida por. H5
(SINCLAIR & BRASCH, 1975). Conforme demonstrado por PIMENTEL
( 1983 ), a histéna H5 se dispoe de maneira orientada em re- -
lagao aos filamentos de desoxirribonucleoproteina, além de
apresentar alta capacidade de agregar ordenadamente as molé-
culas de DNA. No entanto, pouco se sabe sobre a substituigado
das histonas somaticas por uma proteina "germinativa" em es-
permatozdides, embora varias hipoteses fossem  levantadas
( BLOCH, 1969 );wA protamina{ pelo séu alto teor em argini-
na, pequeno tamanho da molécula, sua estrutura primdria e se
cundiria, promove uma complexagao mais Intima com o DNA, 1i
gando-se ordenadamente aos grupamentos fosfatos do DNA a pon
to de aumentar suas caracteristicas anisotropicas _ ( VIDAL,

1979 ). ~

Variagoes na estrutura da cromatina em espermato-
2b6ides com diferéntes complexos DNA - proteina tém sido de
monstradas através de digestdo enzimidtica da fibra cromatini
ca sequida por andlise ac microscdpio eletrdnico ( SPADAFORA
et alii, 1976; KEICHLINE & WASSARMAN, 1977, 1979; EVENSON et
alii, 1978; KIERSZENBAUM & TRES, 1978; CORNUDELLA & ROCHA,
1979, GUSSE & CHEVAILLIER, 1980a, b; McMASTER-KAYE & KAYE,
1980; POGANY et alii, 1981; SAVIC, 1981; SUBIRANA et alii,
1981; GIANCOTTI et alii, 1981b; BALHORN, 1982; SABHON et

alii, 1982; TSANEV & AVRAMOVA, 1983; AZORIN et alii, 1983 ).

Em nicleos somaticos de eucariotos, a cromatina
apresenta-se formada por unidades repetitivas denominadas nu
cleossomos, constituidos pér um octamero de histonas H2A,
H2B, H3 e H4 em volta do qual 1iga—se'um segmento de DNA com
200 pares de bases. A molécula de H1 liga-se:no nucleossomo

de tal forma que as regides terminais da mesma se situem soO-



bre o segmento de DNA que emerge do "core" nucleossdmico. Par
te do DNA dos nucleossomos constitui o ligador ou espagador 
cujo comprimento & variavel. O termo "core" nucleossdmico &
atribuido a um octamero de histonas H2A, H2B, H3 e H4, asso-
ciado a 146 pares de bases do DNA, perfazendo 1 volta e 3/4
em torno deste oétémero ( reviséo em KORNBERG & KLUG, 1981;

LEWIN, 1983 ).

Segundo alguns pesquisadores, a cromatina de esper
matozbides de mamiferos nao exibe estrutura nucleossomica ti
pica ( EVENSON et alii, 1978; POGANY et alii, 1981;  SOBHON
‘et alii, 1982 ). De acordo com SOBHON et alii ( 1982 ), a
cromatina de espermatozéides humanos, analisada aoc microsco-
pio eletronico apds tratamento com nuclease microcdcica e
NaCl 2M; apresenta-se formada por 2 tipos de cordoes em for-
ma de zig-zag, com espessuras de 330 a 420 ﬁ e 650 - 1200 R.
Ao contrario do observado por estes autores GUSSE & CHEVAI-
LLIER ( 1980b ) detectaram a presenga de nucleossomos em es
permatozéides de truta, tubarao, touro e em humanos. Atri-
buem esta visualizacao ao uso de reagentes redutores e algui
lantes que facilitariam a éolubilizagéo e ruptura de fragoes
da cromatina portadoras de proteina rica em cistina. BALHORN
( 1982 ), estﬁdando a cromatina de espermatozdides de mamife
ros, descreveu o lugar e o modo de ligagao do DNA com as pro
taminas e propdos um modelo em gque © segmento dé poliarginina
central da molécula de protamina ligar-se-ia ao menor .sulco
{ "minor groove" ) do DNA, ( de certa férma em consonancia
com proposicao de DU PRAW, 1968 ). Contudo, segundo ¢ modelo
de BALHORN ( 1982 )}, gque propds ligagoes intér-protamina, va
rias pontes de hidrogénio e interag¢des hidrofbbicas seriam
responsaveis por um posicionamento de regides C - e N - ter

minais de moléculas consecutivas dessa proteina, adjacentes



uma 3 outra, possibilitando a formagao de uma ponte dissulfe
to adicional entre a cauda C - terminal de uma protamina e a
cauvda N - terminal de outra. Tal arranjo provocaria um com-
plexo neutro e insolivel da cromatina, tornando-a invulnerd
vel 3 maioria das influéncias externas. Esse arranjo, expli-
caria talvez a dificuldade encontrada pelos pesquisadores na
descondensag§§ da fibra cromatinica e conseqglientemente na ob
servacgao de estruturas nucleossOmicas. TSANEV & AVRAMOVA
{ 1983 ), verificaram a presenga de estruturas "nao protami-
nicas" em espermatozdides de truta, que resistiram a trata-
mentos com detergentes e altas concentragoes de sais de
uréia, constituindo corpos granulares em forma de anel acs

qguais o DNA se liga.

KIERSZENBAUM & TRES ( 1978 ) estudando a espermio
génese de Acheta domesticus ( grilo ) verificaram a presenga
de nucleossomos no 19 estégiq da espgrmiogénese e que da me
tade até o final da mesma, estas estruturas nao eram mais
visualizadas dando lugar a fibras lisas e mais espessas, pro
pondo para isso um modelo dessa transformagdo. Atribuem ao
processo a substituigac de histonas somiticas por histonas
ricas em arginina. McMASTER-KAYE & KAYE ( 1980 ), noc mesmo
material verificaram que do inicio até a metade da espermio-
génese estruturas nucleossdmicas sado visiveis, porém, no es
tégio final de espermatide a cromatina perde estas estrutu
ras nucleossOmicas, embora as histonas somaticas ainda este-
jam presentes. Admitem, ao contrario de KIERSZENBAUM & TRES
( 1978 ) que as histonas que estavam organizadas em nucleos-
somos durante os primeiros est@gios da espermiogénese, se in
corporaram em diferentes espécieé de complexos DNP durante

os Gltimos estagios dando origem a fibras lisas e espessas.

Em espécies cuja proteina & rica em lisina tem-se



observado estruturas nucleossomicas. Porém, nas espécies de
ourigo-do-mar estudadas, observou-se um DNA com 240, 250,
260 e 239 pares de bases, respectivamente para Axbacia Lixula,
Staongyzocentnotﬁé purpuratus, Arbacia punctulata, Lytechinus
pictus. Essas varia¢5es ocorrem no "DNA ligador", uma vez
gue para todas as espécies estudadas o DNA do nucledide e
constante: 140 pares de bases. Atribuem-se essas variagoes
ao tipo de histona presente nesses espermatozdides ( SFADAFO
RA et alii, 1976; KEICHLINE & WASSARMAN, 1977, 1979; GIANCO-
TTI et alii, 198la, b; SAVIC, 1981 ). SUBIRANA et alli
( 1981 ) encontraram em pepino-do-mar ( Hoflothuria tubulosa)
estruturas em forma de "superbead" com uma fibra de 30 nm de
diametro e mais tarde confirmada por AZORIN et alii ( 1983 )
‘que demonstraram a presenga nesses espermatozdides das 5 his
tonas tipo somaticas mais uma histona H1 especifica para os
espermatozdides e uma proteina basica ( ¢0 ) com composigao
de aminoacidos e estrutura semelhante a regido carbdxi-termi
nal de Hl. Isso faz com que ¢0 ée associe a H1l estabilizando

a associagao dos nucleossomos em fibras de 30 nm de diametro.

Dependendo do tipo de histona "germinativa" asso-
ciada ao DNA nos espermatozdides estudados, a organizacgido da

cromatina se torna, portanto, estruturalmente variavel.

E de se esperar, pois, com base nos dados acima re
latados que a cinética de hidrolise de Feulgen varie em es-
permatozdides, em funcao dos tipos de proteina associados ao
seu DNA, produzindo diferentes respostas 3 reagao de Feulgen.
Por outroc lado, uma vez que este tipo celular & usado com
fregliéncia como padrao hapldide de contefido de DNA, & impor
tante que se esclarecam alteragoes nos'perfis de-cinética de
hidrdlise e tempo de depurinagac maxima em ‘espermatozéides

com diferengas no tipo de complexos DNA - proteina. Além dis



so, este tipo celular & um modelo ideal para se pesquisar a

influé&ncia de diferentes proteinas sobre as propriedades fi-

sicas do complexo DNA -~ proteina.
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2. OBJETIVOS

Com base nos dados existentes na literatura no que
se refere a diferengas em composigao de proteina(s) associa

da(s) ao DNA em espermatozéides, pretende-se neste trabalho:

- Estudar a cinética de hidrdlise de Feulgen de esper
matozdides de algumas diferentes espécies cujo tipo
de proteina nuclear associada ao DNA & especialmente
rica em arginina e cistina ( touro ) ( SALISBURY et
alii, 1961, 1964; GLEDHILL, 1966; GLEPHILL et alii,
1966; COELINGH et alii, 1969, 1972 e MARUSHIGE &
MARUSHIGE, 1974 ); rica em arginina ( gafanhoto e
"barbeiro™ ) ( BLOCH & BRACK, 1964; CLAYPOOL & BLOCH
1967; BLOCH, 1969; TESSIER & PALLOTA, 1973; McMASTER
KAYE & KRAYE, 1973, 1976; KAYE & McMASTER-KAYE, 1974;
KAYE & MOSS, 1978; MELLO, 1982 ) ou ainda rica em 1i
sina ( ourigo-do-mar e abelha ) ( SUBIRANA & PAILAU,
1968; PALAU et alii, 1969; BLOCH, 1971; OZAKI, 1971;

SAVIC et alii, 1981; GIANCOTTI et alii, 198la, b).

- Uma vez que a fixagao altera a cinética de hidrdlise
0s mesmos espermatozdides terdo a cinética de hidrd

lise estabelecida apds o uso de diferentes fixadores.

- Esperando que alteragoes no complexo DNP possam ocor
rer em espermatozdides com anomalias morfoldgicas,
serao determinados os perfis de hidrdlise para estes
tipos de niicleos comparados acs de espermatozdides

normais, em semen de touro.

BLOCH, D.P. - Comunicacgao pessoal, 1971.

MELLO, MARIA LU1ZA S. - Comunicagaoc pessoal, 1982



3 - MATERIAL

Foram utilizados espermatozdides das seguintes es

pécies animais :

3.1.

3.3,

3.4.

Touro - ampolas de sémen de Bos taurus utilizadas
para inseminagao artificial ( LWpHG Plato e

AAQVLO 6519 ) cedidas pela Propec - Campinas (SP).

Gafanhotos da espécie Pichroplus bergi provenien

tes do Horto Florestal de Rio Claro (SP).

Barbeiros adultos da espécie Triatoma  infestans
cedidos pela SUCEN ( Superintendéncia do Controle

de Endemias ) de Moji-Guagu (SP).

Ourigo-do-mar da espécie Lytechinus variegatus co
letados no litoral do Estado de S3o Paulo em Uba
tuba, na base Norte do Laboratdrio de Biologia Ma

rinha da USP.

Abelhas ( Apies mellifera } obtidas do apiario da

UNESP - Rio Claro (SP).

12



4 - METODOS

4.1. Obtencdo dos espermatozdides e preparo de laminas

4,1,1.

4.,1,2,

4.104.

4.1.5.

As ampolas de sémen de touro, foram manti
das congeladas em nitrog&nio até o momento
de preparo das laminas. Foram entdo descon
geladas & temperatura ambiente e com esse
materiﬁl preparados os esfregacgos, os

quals foram a seguir fixados.

Os espermatozdides de gafanhoto foram obti
dos dos testiculos remo#idos dos adultos e
entdo esmagados entre lamina e laminula nu
ma gota de fixador. As laminulas foram re
tiradas congelando-se o preparado em nitro

génio liquido.

Os espermatozdides de barbeiro foram obti-
dos a partir de um homogeneizado de testi
culos com o uso do homogeneizador de Dounce.
Com esse material foram preparados esfre-

gagos imediatamente fixados.

Os espermatozdides de ourigo-do-mar foram
obtidos através da aplicag3c de cloreto de
potassio ( KCl1 ) 0,5M pela Lanterna de
Aristdteles na cavidade do corpo dos ani
mais. Imediatamente procedeu-se & pfeparg
¢ao de esfrégagos d6 sémeﬁ, og quais foram

a sequir fixados.

Os espermatozdides foram coletados dos zan

goes através de uma micro—-agulha utilizada

13



para inseminagao artificial. Peguenas go-
tas de sémen foram entao pingadas em lami-
nas, imediatamente apds o que se efetuou

o esfregago e a fixacgao do preparado.

4.2. Fixacao dos preparados e Reagao de Feulgen

De todos os materiais prepararam-se laminas fixa

das em dois tipos de solugoes:

l. Formol a 2% tamponado a pH 6,8 por 15 minutos,
seguido de banho em agua corrente por 10 horas.

2. Etanol - acido acético ( 3:1 ) durante 1 minu-
to, seguido de banho rapido em etanol .a 70%.
Apds a fixagdo as laminas foram estocadas a sg

CO.

Reacac de Feulgen - os preparados foram submeti-

dos & hidrdlise em HC1l 4N a 25°C nos seguintes
tempos: 10 min.,. 20 min;, 30 min., 1 h., 2 h.,
4 h., 6 h. e 10 h. Para espermatozdoides de gafa-
nhoto fixados em etanol - Acido acético utilizou-
-se també&m hidrdlise porlz e 5 min. Essas condi-
coes de hidrdlise foram utilizadas, uma vez que
nao se trata de nicleos somdticos com cromatina
frouxa, os quais pediriam uma hidrdlise suave e
longa com HC1l 0,1M a 37°C ( BOHM, 1968 ). O mate
rial hidrolisado foi rapidamente lavado em &agua
destilada e deixado 40 min. no reativo de Schiff,
preparado segundo LILLIE ( 1954 ), a temperatura
ambiente. Logo apds os preparados foram lavadoes
em 3 banhos de Agua sulfurosa e um banho de &gua
destilada. As laminas foram desidratadas e monta

das em bidlsamo do Canada ( n = 1,54 ).

14



4.3.

Citofotometria

Os valores Feulgen - DNA em unidades arbitrarias,.
foram obtidos usando-se um citofotometro de var
redura automatica Zeiss acopiado a um computador
microdata. As condigoes de trabalho foram : ob-
jetiva 100/1,25; optovar 2, diametro do diafragma
de medida 0,1 mm; condensador Zeiss LD - Epiplan
16/0,30; passo de varredura 0,5 ym x 0,5 ym ( ei-
¥0s X e Y }, comprimento de onda { A } = 57C nm.
Os movimentos de varredura foram predominantemen-—

te monodirecionais.

Cuivas de hidrdlise

Com os valores Feulgen - DNA em unidades arbitra-
rias obtidos para cada tempo de hidrblise para os
diferentes materiais submetidos aos dois tipos de
fixacao, foram construidas as curvas de hidrdli-

se. O perfil das diferentes curvas foi compara-

‘do entre si.

Analise estatistica

Para cada tempo de hidrdlise dos diferentes mate
riais submetidos aos dois tipoé de fixadores, fo
ram calculados o desvio padrao, coeficiente de va
riagao e intervalo de confianga; quando necesséa-
rio efetuou~-se o teste t, dé Student { PIMENTEL

GOMES, 1976 }.

15



5 ~ RESULTADOS

5.1. Espermatozdides de Bos taurus ( touro )

O aspecto morfoldgico dos espermatozdides de touro
fixados em formol e submetidos 3 reagdo de Feulgen, apds di
ferentes tempos de hidrSlise, € mostrado na figura 1. Os es
permatozdides fixados em etanol-3cido acético aparecem na fi
gura 2. Em meio @ populag3o de espermatozdides morfologica
mente normais foram encontrados alguns espermatozdides com
forma de cabega andmala ( "pera" ) ( Fig. 1:B, E, F;‘ Fig.
2:B e D ). Mesmo visualmente observaram-se variagbes na res
posta 3 reagdao de Feulgen 3 medida em que aumenta o tempo

de hidrdlise.

Valores Feulgen - DNA foram obtidos em unidades ar
bitrarias e percentuais, para 20 espermatozdides morfologica
mente normals em cada tempo de hidr3lise, e s3c mostrados nas
tabelas I e III, Obteve-se também uma amostra (n =5 ) de
espermatozdides com morfologia de cabeca andmala ( "pera" ),
cuj&s valores Feulgen - DNA em unidades arbitr&rias e percen
tuais sdo apresentados nas tabelas II e III. Para os tempos
de hidrdlise de 6 horas ( formol ) e 10 horas ( etanol-icido
acético e formol ) n3ao foram computados valores Feulgen - DNA
para espermatozdides morfologicamente andmalos, dada a difi-

culdade visual em detecta-los.

16
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Tabela I ~ Valores Feulgen -~ DNA em unidades arbitrarias pa

ra espermatozoides morfologicamente normais de -
touro, apos diferentes tempos de hidrdlise e va-
riando-se o fixador ( n = 20 )
Tempos de Valores Feulgen — DNA
Fixador Hidrolise _ I.c.
X+5 C.V.(%) L.s, _L?I.
Etanol-Acido Acetico 10 min. 21,19 + 1,85 8,72 22,05 20,32
20 min. 24,25 % 1,50 6,21 24,96 23,55
30 min, 28,04 £ 1,49 5,30 28,74 27,35
1 h. 30,90 = 1,76 5,69 31,72 30,07
2 h. 29,23 + 1,11 | 3,81 29,75 28,71
4 h. 18,52 + 1,44 7,80 19,50 17,54
6 h. 10,39 + 1,37 13,17 11,03 9,75
10 h, 5,73 £ 1,22 21,35 6,30 5,15
Formol 10 min, 19,37 + 1,00 5,18 20,32 18,91
20 min, 22,56 + 1,29 .5,71 23,16 21,95
30 min, 27,33 + 2,50 9,15 28,50 26,16
1 h, 23,32 + 2,17 9,31 24,34 22,31
2 h. 24,47 + 2,62 10,71 25,70 23,24
4 h, 17,61 + 1,58 8,99 18,35 16,86
6 h. 12,17 + 1,57 12,94 12,91 11,44
10 h, 5,58 + 1,33 23,89 6-21 4,96

w1

c.vV.

= média aritmetica

= desvio padrao

coeficiente de variagao

intervalo de confianga

limite superior

limite inferior
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Tabela II - Valores Feulgen - DNA em unidades arbitrarias pa
ra espermatozoides morfologicamente anormals
( "pera" ) de touro, apds diferentes tempos de

hidrolise e variando~se o fixador ( n = 5 )

Tempos de Valores Feulgen - DNA
Fixador Hidrolise I.C.
X ¢t 5§ C.V.(%Z) L.S. L.I.
Etanol-Acido Acético 10 min. 19,09 + 2,35 12,31 21,55 16,62
20 min. 26,12 + 1,19 4,55 27,60 24,64
30 min. 28,47 + 2,23 7,83 30,79 26,14
1 h. 28,34 + 3,89 13,72 33,17 23,50
2 h, 26,91 + 6,57 24,41 33,80 20,02
4 h, 17,30 + 1,72 9,94 19,44 15,16
6 h. 8,45 + 1,28 15,15 10,04 6, 86
Formol 10 min. 17,29 + 2,17 12,55 19,98 14,59
| 20 min. 19,75 £ 3,16 16,00 23,68 15,82
30 min. 27,67 £ 1,72 6,22 29,81 25,53
1 h, 25,68 + 4,64 18,07 31,45 19,91
2 h, 21,84 + 1,46 6,68 23,65 20;02
4 h. 17,60 + 1,65 9,38 19,65 15,55
X = média aritmetica
8 = desvio padrao

C.V. = coeficiente de variagao

-t
(@]
fn

intervalo de confianga

[l
-
<2}
-
1

limite superior

L.I. = limite inferior



Tabela III - Valores Feulgen - DNA percentuais, relativos ao
maximo de depurinagao, em espermatozoides de

touro, apos diferente fixacao.

Tempos de ~ Valores Feulgen-BNA percentuais (%)

Fixador Bidrolise espermatozoides  espermatozoides
normais anomalos ('pera™)
Etanol-Acido Acético 10 min. 68,58 67,05
20 min. 78,48 91,74
30 min. 90,74 100
1 h, 100 99,54
2 h, 94,59 ‘ 94,52
4 h, 59,93 60,72
6 h, 33,62 29,68
10 h. 18,53 p—
Formol 10 min, 70,87 62,48
20 min. 82,51 71,37
30 min. 100 ' 100
1 h, : '85,33 92,81
2 h, 89,53 78,93
4 h, 64,43 63,61
6 h. 44,53 —

10 h. 20,43 R—




Com esses dados foram construidas curvas de hidrdlise | Figs.

3 - 10 )} de cuja analise depreende-se que:

- A cinética de hidrdlise varia de acordo com o fixa
dor empregado, tanto para os espermatozdoides normais
quanto para os andmalos em forma ( Figs. 3, 4, 5 e

6 );

- O médximo de depurinagdo & alcancado mais rapidamente
( 30 min. ) para ambos os tipos de espermatozdides,
apds a fixagao do material em formol ( Figs 7 e 8 };
em material fixado em etanol - acido acético tal ma-
ximo & obtido com 1 hora de hidrdlise para espermato
zbides morfologicamente normais e com 30 minﬁtos pa-
ra os andmalos, indicando para os ultimos uma maior

labilidade a hidrdlise 3cida ( Figs. 9 e 10 };

- Os valores Feulgen - DNA mais elevados foram obtidos
em células fixadas em etanol - Acido acético  tanto
para forma normal quanto para a andomala, conforme os

dados das tabelas I e II ( Figs.3 e 4 );

- Espermatozéides normais quando fixados em etanol—écé
do acético apresentam valores Feulgen - DNA maximos
mais elevados que os andmalos em forma. No entanto,
essa diferenga nao & estatisticamente significante

s = 2,626 < t = 2,807; G.L. = 23 ). Ja em

¢ top 0,01
material fixado em formel nao se nota tal tipo de di

ferenga;

- A existéncia de um pico ou ombro - secundario ( fig.
5 ) para as celulas fixadas em formol num tempo de
hidrolise de 2 horas nao & estatisticamente signifi

= 2,704; G.L. = 38 ).

cante ( tobs = 1,512 < t0'01

- A solubilizagao do acido apurinico, representada atra



vés da porgdo descendente das curvas de hidrdlise, &
aparentemente mais r&pida para os espermatozdides £i
xados em etanol - acido acético, principalmente sé
considerarmos um tempo longo de hidrbdlise como 6 h.
( figs. 5 e 10 ). Isto pode ser demonstrado estatisti

camente através de um teste t ( = 3,820 > t =

tobs 0,01

= 2,704; G.L. = 38 ).

22
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5.2. Espermatozoides de Pichroplus bergi ( gafanhoto )

O padrao de resposta destas células & reaciac de
Feulgen apds a fixagao em etanol - Acido acético e formol,
seguida de diferentes tempos de hidrblise pode ser observado

visualmente nas figs. 11 e 12.

Foram obtidas medidas citofotométricas de valores
Feulgen -~ DNA em unidades arbitrarias para 10 espermatozdi-
des em cada tempo de hidrdlise e para cada tipo de fixador

( tabelas IV e V ). De modo geral, mesmo para os tempos de

hidrolise correspondentes aos valores Feulgen - DNA maximos,

os coeficientes de variag¢dao apareceram elevados. Com esses

valores em unidades arbitrdrias e com os de natureza percen
tual foram construidas as curvas de hidrdlise respectivas

( Figs. 13 e 14 ).

Da anidlise dessas curvas verificou-se que:

a cinética de hidrdlise varia de acordo com o fixa

dor empregado;

- com a fixagdo do material em etanol - acido acético
( figs. 13 e 14 ) a depufinagéo maxima & mais rapi-
da ( 10 min. ) quando comparada a de espermatozdides

fixados em formol ( 1 h.);

~ a solubilizacao do acido apurinico inicia-se mais
rapidamente em espermatozdides fixados em etanol-aci

do acético;

- a solubilizagao do acido apurinico, por outro lado,
uma vez iniciada nos espermatozdides fixados‘em for
mol procede sem © abareciménto delombros ou picos
secundarios, diferindo do que~acontece nc material
fixado em etanol - écidd acético. Isto pode ser de

monstrado estatisticamente atraveés do teste t

31
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Fig. 12,

Morfologia dos eSpermatozo:Ldes de P, bergt fixados em formol
e submetidos a reag.ao de Feulgen durante os segu:.ntes tempos
de hidrolise : 10 min. ( A ), 20 min. ( B ), 30 min. ( C ),
lhl(D) 4ho(E)6hc(F)310ha(G)o Aumento :
2,100 X; }\. = 546 nm.
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Tabela IV - Valores Feulgen — DNA em unidades arbitrarias pa

ra espermatozoides de gafanhoto, apos diferentes

tempos de hidrolise, e variando-se a fixagao

{(n =10 )

Tempos de Valores Feulgen - DNA
Fixador Hidrolise _ I.C.

X+ 8§ C.V.(%Z) L.S. L,I.
Etanol-Kcido Acético 2 min. 20,76 * 3,18 15,31 23,03 18,48
5 min. 25,69 * 5,38 20,93 29,54 21,84
10 min, 94,13 % 32,47 34,49 115,96 72,30
20 min. 82,49 + 18,73 22,71 94,39 70,60
30 min. 69,73 * 6,69 92,60 74,51 64,94
1 h. 55,22 ¥ 7,26 13,15 60,41 50,03
2 h, 69,39 % 15,75 22,70 80,65 58,14
4 h, 52,13 £ 5,46 10,47 56,04 48,23
6 h. 42,49 + 5,78 13,68 46,62 38,35
10 h, 30,85 + 8,67 28,09 37,05 24,66
Formol 10 min. 60,10 £ 7,32 12.18 65,02 55,17
20 min. 76,55 * 24,97 32,47 92,40 60,69
30 min, 72,91 + 10,99 15,07 80,76 65,06
1 h, 94,63 * 20,43 21,58 109,23 80,03
2 h. 61,25 + 15,99 26,12 72,68 49,82
4 h. 49,15 + 9,45 19,23 55,90 42,39
6 h, 42,20 * 5,95 14,11 46,46 37,95
10 h. 34,31 + 9,39 27,38 41,02 27,59

|

C.V‘
I.C,
L.S,

L.%,

= media aritmética

= desvio padrao

= coeficiente de variagao

= intervalo de confianga

= limite superior

= limite inferior
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Tabela V - Valores Feulgen - DNA percentuais em espermatozﬁi

des de gafanhoto com o avango da hidrOlise

Fixador zizzgii:: Valores Feulgen(;)DNA percentuais
Etanol-Acido Acetico 2 min. 22,04
5 min, 27,29
10 min. 100
20 min, 87,63
30 min, 74,06
1 h, 58,66
2 h, 73,72
4 h, 55,38
6 h. 45,13
10 h, 32,77
Formol 10 min. 63,49
20 min, 80,89
30 min, 77,04
1 h. 100
2 h. 64,72
4 h, 51,93
6 h, 44,59
10 h. 36,25
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Fig. 13,

Curvas de hidrslise para espermatozoides de P, berg? fixados
em etanol-acido acetico ( curva inferior ) e formol ( curva su

‘perior ), Cada ponto das curvas representa a madia aritmética

de valores Feulgen - DNA de 10 nucleos., Os intervalos de con
fianca sao indicados pelas linhas verticais e correspondem aos
valores mostrados na tabela IV. Na ordenada estao representa
dos os valores Feulgen - DNA ~m unidades arbltrarlas e na ab-
cissa os tempos de hidrolise em horas.
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(tobs on = 3,654 > t0,0l = 2,878; G.L. = 18 )}, Em
tempos longos de hidrdlise ( 4, 6 e 10 h ) o compor
tamento do acido apurinico fixado em etanol - &cido

acetico e formol nao difere entre si.

5.3. Espermatozdides de Tadlatoema infesfans (barbeiro)

O aspecto morfoldgico dos espermatozdides de Tria
toma infestans ( barbeiro ) gquando submetidos & reacao de
Feulgen ap0s diferente fixacao e varios tempos de hidrélise
& apresentado nas fiquras 15 e 16. As variagdes de absorban-
cia nesse material com o avango da hidrdlise nao sao nitidas

visualmente.

Para a comparagao do perfil das curvas de hidrdli
se, foram determinados valores Feulgen - DNA obtidos de 10
espermatozoides para cada um dos diferentes tempos de hidro-
lise e para os 2 tipos de fixadores usados. 0s dados refe-
rentes a esses valores estaorrélatados nas tabelas VI e VII

e nas figuras 17 e 18.

Também para este material observou-se que a labi-
lidade & hidrdlise acida varia em fungao do fixador utiliza-

do ( figs. 17 e 18 ).

0 maximo de depurinagao & alcancado mais rapida-
mente quando o material & fixado em etanol - acido acetico
( 20 min. ). Quando o material & fixado em formol a depurina
¢do maxima se verifica apds 1 h.de hidrdlise. Por outro lado,
a solubilizagao do acido apurinico & mais lenta nos esperma-
tozdides fixados em formol ( ramo descendente da curva de

hidrdlise menos abrupto ).
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Tabela VI ~ Valores Feulgen - DNA em unidades arbitrarias pa

ra espermatozoides de Triatoma infestans,

apos

diferentes tempos de hidrolise e variando-se os

fixadores utilizados (

b1

= 10

)

Tempgs de Valores Feulgen - DNA

Fixador - Hidrolise I.C.
Xt s CV. (%) L.S.  L.I.
Etanol-Acido ‘Acético 10 min, 14,72 5,17 35,15 18,43 11,02
20 min. 19,73 *5,52 27,97 23,68 15,78
30 min, 16,31 * 1,26 71,72 17,21 15, 41
1 h. 16,83 * 2,52 15,00 18,63_ 15,02
2 h, 16,25 * 2,93 18,02 18,35 14,16
4 h, 12,35 + 2,33 18,8 14,02 10,68
6 h. 9,61 * 0,90 9,34 10525 8:97
10 h. 9,83 * 1,18 12,02 10:67 8:98
Formol " 10 min, 10,88 i‘1,35 12,37 11,85 9,92
20 min, 10,58 + 1,96 18,48 13,38 9,18
30 min. 14,87 + 3,26 21,92 17,21 12,65
1 h. 15,27 + 2,72 17,80 17,22 13,33
2 h, 13,82 + 0,96 6,98 14,51 13,13
4 h, 12,89 + 2,04 15,85 14,36 11,52
6 h, 12,52 + 1,51 12,03 13,60 11,45
10 h, 10,50 + 1,48 14,14 11,57 9,44

= media aritmética

= desvio padrao

= coeficiente de variagao
= intervalo de confianga
= limite superior

= limite inferior
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Tabela VII - Valores Feulgen - DNA percentuais de

zoides de Triatoma infestans com o avango da |

hidrolise

espermato

Fixador Tempos de Valores Feulgen — DNA percentuais
Hidrolise (%)
Etanol-Acido Acetico 10 min, 74,66
20 min, 100
30 min. 82,66
1 h. 85,25
2 h., 82,36
4 h, 62,59
6 h, 48,65
10 h, 49,82
Formol 10 min, 71,,25
20 min, 69,28
30 min. 97,38
1 h. 100
2 h, 90,44
4 h, 84,41
6 h, 81,99
10 h. 68,76
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5.4, Espermatozdides de Lythechinus vardiegatus ( ourigo

—do—-mar )

0 éspecto morfoldgico geral dos espermatozoidesde
L. variegatus e a resposta dos mesmos & reagao de Feulgen
com diferentes tempos de hidrdlise, apds fixagao em formol e

etanol - Acido acético sao mostrados nas figs. 19 e 20.

Para a estimativa dos valcores Feulgen - DNA des-—
se material foram obtidas medidas de 20 nucleos para cada
tempo de hidrdlise e apds os dois tipos de fixagao. Esses da
dos estao sumarizados nas tabelas VIII e IX e permitiram a
construgao das curvas de hidrOlise mostradas nas figs. 21 e

22.

Os valores Feulgen - DNA maximos dos espermatozdi
des fixados em etanol - acido acético sao sensivelmente maio
res do que os das células fixadas em formol ( tabela  VIII,
fig. 21 ). Para‘este material ‘o maximo de depurinacaoc foi al
cangado num tempo de hidréliée ( 1 h. ) que nao diferiu guan

do se considera variagao na fixagao ( fig. 21 ).

Quanto ao ramo descendente das curvas de hidrdli
se, nota-se que o mesmo difere em funcdo da fixacgao: seu ini
cio parece menos abrupto em material fixado em etanocl - aci
do acético ( fig. 22 ). Significa, portanto, gue o inicio do
processo de solubilizacao do acido apurinico nos espermato-
z5ides fixados em etanol - acido acético & mais lento do que
o verificado nas células fixadas em formol. Em espermatozdi-
des fixados em etanol-acido acético e formol, hi ocorréncia
no tempo de 4 h. de hidrélise de um ombro o6u pico secundario;

( t = 3,032 > t

obs = 2,704, G.L. = 38 ) ( ty = 7,125 >

0,01

t ' .
0,01 = 2,704, G.L. = 38 ) ( fig. 22).
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Tabela VIII - Valores Feulgen - DNA em unidades

arbitrarias

de espermatozdoides de L. variegatus ( ourigo -

do-mar ) para diferentes tempos de

hidrolise

e ap0s tratamento com diferentes fixadores
(n = 20)
Tempos de Valores Feulgen ~ DNA
Fixador Hidrolise 1.C.

X 5 C.V.(Z) L.S. L.I.
Etanol-Acido ‘Acetico 10 min. €,42 ¥ 0,47 7,32 6,64 6,20
20 min. 6,36 + 0,56 8,89 6,63 6,09
30 min, 7,22 £ 0,27 3,82 7,34 7,08
1 h, 8,31 £ 0,42 5,04 8,50 8,11
2 h, 6,91 + 0,88 12,79 7,32 6,49
4 h, 6,18 £ 0,62 10,02 6,47 . 5,89
6 h. 4,15 * 0,37 9,02 4,33 3,98
10 h, 4,81 £ 0,36 7,55 4,98 4,64
Formol 10 min, 3,58 £ 0,28 7,83 3,71 3,45
20 min. 4,06 £ 0,45 11,04 4,27 3,85
30 min, 4,90 £ 0,55 11,16 3,16 4,64
1 h, 5,25 £ 0,52 9,85 5,48 5,00
2 h, 2,64 * 0,17 6,49 2,73 2,56
4 h, 3,21 £ 0,32 10,01 3,36 3,06
6 h, 2,96 * 0,68 23,03 3,28 2,64
10 h. 2,00 * 0,28 14,24 2,14 1,87

>l

c.v,

I.C.

LISI

L.I.

média aritmetica
desvio padrao
coeficiente de variacao
intervalo de confianga
limite superior

limite inferior
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Tabela IX - Valores percentuais Feulgen -~ DNA de

zoides de L, variegatus ( ourigo-do-mar ) com o °

avango

da hidrolise

espermato--

Fixador T?mpgs‘de " Valores Feulgen — DNA percentuais
Hidrolise (%)
Etanol-Acido ‘Acetico 10 min. 77,27
20 min. 76,56
30 min, 86,84
1 h. 100
2 h. 83,12
4 h. 74,38
6 h. 49,96
10 &, 57,89
Formol 10 min. 68,23
20 min, 77,39
30 min, ?3,37
1 h. 100
2 h, 50,40
4 h. 61,16
6 h, 56 544
10 h. 38,19
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Em tempos de hidrdlise muito longos ( 10 h-) continua a ser
observada solubilizagao menos intensa de &cido apurinico nos
niicleos de espermatozdides fixados em etanol ~ Acido acético

{ Figs. 21 e 22 ).

5.5. Espermatozdides de Apis meffi4era ( abelha )

Os espermatozdides de Apdis mell{ifera removidos di
retamente dos zangOes mostraram fraca absorcdo apds a reacao
de Feulgen nos diferentes tempos de hidrdlise e mesmo apds

se variar a fixacao ( Figs. 23 e 24 ).

0Os valores Feulgen - DNA cobtidos para 15 esperma-
tozdides em cada tempo de hidrdlise e para cada tipo de fixa
dor empregado estdo ilustrados nas tabelas X e XI. Maiores
coeficientes de variacao foram obtidos para os valores Feul-

gen - DNA de espermatozdides fixados em formol.

As curvas de hidrdlise para os espermatozdides de

Apis melfifera s3ao mostrados nas figs. 25 e 26.

Constatou-se que o maximo de depurinacao & alcan-
cado com 2 horas de hidrdlise, tanto para os espermatozdides
fixados em formol como para os fixados em etanol - acido acé
tico ( figs. 25 e 26 ). Uma certa alteracao no processo de
depurinagao foi verificada em fungao da fixagao, ou seja a
depurinagac gquase se completa j& com 1 hora de hidrdlise pa-
ra o material fixado em etanol - acido acético ( Figs. 25 e

26 ).

O padrao de solubilizag¢ao do acido apurinico tam
bém & muito semelhante para as duas condigoes de fixacao

usadas.
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Tabela X ~ Valores Feulgen ~ DNA em unidades arbitrarias de
espermatozoides de Apis mellifera apdos diferentes
tempos de hidrdlise e variando-se os tipos de fi

xador ( n = 15 )

. Tempos de Valores Feulgen — DNA
Fixador Hidrolise I1.C.

X+ s C.V.(%Z) L.s. L.I.

Etanol-Acido ‘Acetico 10 min. 1,58 £ 0,19 12,02 1,68 1,47
20 min. 2,38 + 0,43 18,06 2,62 2,14

30 min. 2,75 + 0,29 10,54 2,91 2,59
1h. 3,13 + 0,19 6,07 3,23 3,03

2 h. 3,27 £ 0,40 12,23 3,49 3,05

4 h. 1,64 + 0,34 20,73 1,83 1,45

6 h. 0,95 + 0,15 15,79 1,03 - 0,87

10 h. 0,41 + 0,09 21,95 0,46 0,36

Formol 10 min. 2,67 £ 0,40 14,89 2,89 2,45

20 min. 2,74 * 0,85 31,02 3,21 2,27

30 min. 2,59 + 0,27 10,42 2,74 2,44

1 h. 2,80 * 0,45 16,07 3,05 2,55

2 h, 3,67 £ 1,22 33,24 4,49 2,84

4 h. 1,65 + 0,47 28,49 1,91 1,39

6 h. 1,15 + 0,19 16,52 1,25 1,04

10 h. 0,3 * 0,09 26,47 0,39 0,29

X = media aritmetica

w
B

desvio padrao

C.V. = coeficiente de variagao
I.C. = intervalo de confianga
L.S. = limite superior

limite inferior

=
[
n



Tabela XI - Valores Feulgen - DNA em unidades percentuais de
espermatozoides de Apis mellifera de acordo com
os tempos de hidrdolise e os tipos de fixadores

utilizados

Fixador gigﬁgii:: Valores percent%gis Feulgen — DNA
Etanol-Acido Acético 10 min, 4B, 38
20 min. 72,78
| 30 min, | 84,09
1 h, 95,72
2 h. 100
4 h. 50,15
€ h. 29,05
10 h, 12,54
Formol . 10 min. _ 72,75
20 min. - 74,66
30 min. 70,57
1 h, ' 76,29
Z h, 100
4 h, 44,96
6 h. 31,34

10 h. 9,26
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5.6. Cinética de hidrdlise comparada

Quando se compara a cinética de hidrdlise dos di-
ferentes tipos .de espermatozoides analisados no presente tra
balho verifica-se que esta difere conforme a espécie conside

rada e o fixador utilizado.

h Y

Os wvalores Feulgen - DNA mais elevados foram en-
contrados nos espermatozoides de Pichiaoplus bergd, enquanto
08 mais baixos nos espermatoztides de Apdis melflifera ( Figs.
27 e 28 ). Dos diferentes materiais fixados em formol o maxi
mo de depurinagéo‘alcangado.mais cedo o foi em células de
Bos faurust e o alcangado mais tardiamente o foi em espermato
zbides de Apis melliferna. Ja nos materiais fixados em etanol-
acido acético a depurina¢ao maxima alcancada  primeiramente
foi a de Pichroplus bergi e a alcancada por uUltimo foi tam-

bém a de Apis meflifera { Tabela XIT ).

Os espermatozdides de Lyfechinus variegatus, de
Apis mellifera e os anOmalos de Bos Zaurus nao exibem dife
rengas em fungao da fixagao com relagdao ao tempo em gue o ma

ximo de depurinagao & alcangado.
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Tabela XII - Tempos de hidrdlise correspondentes aos maximos

de depurinagao obtidos dos espermatozéides das

diferentes especies estudadas

Fixagao
Espermatozoides Etanol-Zcido
Formol -
Acetico
B. taurus normais 30 min. 1 h,
anomalos 30 min. 30 min.
P, bergi 1 h, | 10 min.
T. infestans 1 h, 20 min.
L. variegatus 1 h. 1 h.
A. mellifera 2 h. ' 2 h.
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6 - DISCUSSAO

Com base nos dados do presente trabalho verifica-
-se gque a cinética de hidrdlise acida varia em espermatozoi
des com diferentes complexos'DNA - proteina. Além disso, em
funcdo da fixagdo a que as células sao submetidas, ha dife

rencas na cinética para espermatozdides da mesma espécie.

6.1. Cindtica de hidrdlise de Feulgen, protelnas nuclea-

res e efeito da fixagao

As diferencas na cinética hidrolitica para o DNA,
em fung¢do da fixacio, s@o bem marcantes em espermatozdides
de touro, de gafanhoto e de barbeiro. Em espermatozdides de
touro, a proteina nuclear bisica, tipo protamina, além de re
lativa riqueza em arginina, ( 24 residuos ), contém  também
seis residuos de cistina, como acontece também em alguns ou
tros mamiferos ( HENRICKS & MAYER, 1965a, .b; VENDRELY & VEN=-
DRELY, 1966; COELINGH et alii, 1969, 1972 e CALVIN & BEDFORD,
1971 ). Nao se detectou, porém, a ocorréncia de cistina em
proteinas de espermatozdides de outros grupos. A presenca
desses residuos poderia conferir maior estabilidade a estru-
tura cromatinica conforme proposi¢ao de BALHORN ( 1982 ). Sus
peita-se que a proteina nuclear basica mais representativa
em espermatozdides de Pichropfus bergd seja também rica em
arginina, com base bioguimica para outras espécies de ortdp
teros, ( BLOCH & BRACK, 1964; CLAYPOOL & BLOCH, 1967; BLOCH
1969; TESSIER & PALLOTA, 1973; MCMASTER - kAYE & RAYE, i973,
1976; KAYE & McMASTER - KAYE, 1974; KAYE & MOSS, 1978 ). Tam

bém os espermatozdides de Tadlatoma Anfestans sao suspeitos
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de conterem uma proteina nuclear basica rica em arginina
( MELLO, 1982b ). De outro lado, as diferengas de cinética
dependendo da fixac¢ao saoc bem menos intensas em espermatozéi
des contendo prbteina(s) basica({s), "germinativa"(s), asso-
ciada(s) ao DNA, consideradda(s) rica{s) em lisina, ou "tipo
H1", como & o caso de ourigo-do-mar ( SUBIRANA & PALAU, 1968;
PALAU et alii, 1969; OZAKI, 1971; SAVIC et alii, 1981; GIAN-

COTTI et alii, 1981la, b ) e abelha { BLOCH, 1971 ).

Variagoes na cinética de hidrdlise acida em fun-
cdo da fixagdo ja foram constatadas em cromatina de células
somaticas ( BAUER, 1932; HILLARY, 1939; DI STEPHANO, 1948;
SWIFT, 1955; KASTEN, 1956; DEITCH et alii, 1967, 1968; BOHM,
1968; BOHHM & SPRENGER, 1968; BACHMANN, 1968; GREENWOOD &
BERLYN, 1968; MITTERMAYER et alii, 1971, MELLO, 1976, 1979 )
e mesmo em espermatozdides de touro e salmdo ( KJELLSTRAND &
ANDERSSON, 1975a, b; ANDERSSON & KJELLSTRAND, 1975; KJELLS~
TRAND & LAMN, 1976 ), sob condigSes de processo hidrolitico

outras que as usadas no presente trabalho.

E de modo geral aceito que a fixagao em formol re
tarda tanto a depurinagao do DNA quanto a solubilizagao do
scido apurinico, guando comparada & fixagao em etancl - &cido
acético ( BACHMANN, 1968; GREENWOOD & BERLYN, 1968; FRASCHINI
et alii, 1981 ). Ha indicagoOes de que o etanol - dcido acéeti
co remove da cromatina alguns tipos de histonas ( especial-
mente Hl e H4 ) e proteinas nucleares ndo-histdnicas em célu
las somaticas ( DICK & JOHNS, 1967; SUMMER et alii, 1973;
BRODY, 1974; RETIEF & RUCHEL, 197?; FRASCHINI et alii, 1981).

Por outro lado, o formol & o melhor fixador para proteinas ,

MELLO, MARIA LUIZA S. 1Informagao pessoal, 1982b.

BLOCH, D.P. Comunicagao pessoal, 1971.
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promovendo ligagoes covalentes, através de pontes metila, en
tre grupos amino, guanino, indol, fenil e sulfidril dos ami—
noacidos, na estrutura secundiria das proteinas { MELLON;
1958; BOHM, 1968 ). Com o seu uso ha, por conseguinte, esta-
bilizacao das estruturas protéicas, tbrnando—se dificil dis-
socid-las do DNA { SWIFT, 1955, 1966 ). Isto levaria a se es
perar uma labilidade & hidrdlise acida mais rapida na croma-
tina fixada em etanol - acido acético. Porém, esta nao foi a
regra observada nas células estudadas no presente trabalho,

conforme sera discutido posteriormente.

6.1.1. Fatores determinantes de depurinacgdo dife-

rencial do DNA em espermatozdides

Em termos de fase de depurinagao, esta foi atingi
da mais rapidamente em espermatozdides fixados em etanol -
acido acético para gafanhoto e barbeiro, porém, nao para tou
ro. Em touro, mesmo em espermatozdides com anomalia de cabe
ca, a depurinagao € mais rapida quando a fixacaoc & realizada
em formol. Tal fendmeno possivelmente esteja ligado ao fato
de ser justamente o formol conhecido como mal fixador da pro
teina nuclear basica, rica em cistina e arginina, de esperma
tozdides de touro ( BLOCH, 1969; COELINGH et alii, 1969,
1972 ). O formol, portanto, facilitaria nesse material a ex
tracao parcial dessa proteina pelo HC1l, deixando o DNA mais

acessivel a hidrolise acida.

Ja em espermatozdides de gafanhoto e barbeiro ha
ocorréncia também de uma proteina basica rica em arginina, po
rém sem cistina. E possivel,lalém disso, qﬁe outros tipos de
proteina se achem também presentes nesseg§espermatozdides. Em
algumas espécies de brtépteros, por exemplo, grilo, 6 a 7

fracoes protéicas foram identificadas, por eletroforese, em
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nucleos de espermatozdides ( McMASTER - KAYE & KAYE, 1973;
TESSIER & PALLOTA, 1973 ). No entanto a proteina "germinati

va" rica em arginina presente nesses esperﬁatozéides e que
lhes confere algumas proprieda&es citoquimicas especiais co-
mo coloragdo com fast green a pH 8,1 apds desaminag¢do (BLOCH,
1969 ) e méximo de absorgﬁo em A longos, quando corados com
azul de toluidina a pH 4,0 ( MELLO & VIDAL, 1977 ). Ja em es
permatozdoides de Tradlatoma Lingestfans a cromatina reage ao
fast green de modo semelhante ao gque acontece em gafanhotos,
porém as caracteristicas de basofilia sao ligeiramente dife-
rentes: pico de absorgao = 630 nm para espermatozdides de
Staunorhectus ALongicornis{ MELLO & VIDAL, 1977 ) e metacro-
masia vy para os de Thdlatoma Lnfestans ( MELLO, 1984 ). E de
se supor, entao, que a(s) proteina(s) basica(s) nuclear{ es)
de espermatozoides de Thrdlatoma Lnfestans difira(m) em compo-
sicd3o ou conformagac molecular da(s) de gafanhoto. Dados ele

troforéticos sao, no entanto, até o momento inexistentes pa-

ra as proteinas nucleares de espermatozdides de triatominecs.

. Dos espermatozdides supostos como portadores de
proteina nuclear "germinativa" essencialmente do tipo rica
em lisina, ( ouri¢o-do-mar e abelha ) a depurinagao maxima
ocorre num tempo que independe da fixacgao. Porém, em abelha,
embora a depurinagao ﬁéxima seja atingida com 2 horas de hi
arélise, quase se completa ja apds 1 h, no caso da fixagao
ter sido realizada em etanol - acido acético. Isto sugere di
ferenca em complexo DNA - proteina entre as duas espécies ana

lisadas.

Dos materiais fixados em etanol -~ acido aceético,

estudados neste trabalho, os espermatozdides de gafanhoto al

MELLO, MARIA LUTIZA S. Informagao pessoal, 1984.
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cangam depurinagao maxima mais rapidamente, seguidos relos
de barbeiro e dos espermatozdides andmalos de touro. Os es-
permatozoides de abelha apresentam a depurinag¢ao mais longa.
Segundo DU PRAW ( 1970 ), as protaminas e as histonas ricas
em arginina possuem maior - -afinidade pelo DNA que histonas ri
cas em lisina. Era de se esperar, portanto, gue em espécies
cuja proteina nuclear & rica em lisina, a depurinagao ocor-
resse mais rapidamente, mais ainda apds fixag3do em etanol -
acido acético. Tal fato nao se notou, porém, neste trabalho,
KIJELLSTRAND & ANDERSSON ( 1975b ) também obtiveram resultado
semelhante na comparagao qué fizeram das cinéticas de hidro-
lise dos espermatozbides do peixe llcio ( proteina nuclear
rica em lisina ) com espermatozdides de truta. Esses autores
nao encontraram explicacao para tal fato. £ bem  conhecida,
no entanto, a ocorréncia em espermatozdides de algumas espé-
cies de‘ourigo—do—mar de histonas do tipo ricas em lisina em
gque ocorre uma variagao na sua composicao de aminoacidos pre
sentes e/ou na sua mobilidade eletroforética. Espermatozdoi
dés de Anbacdia Lixula, Paracentrotus LLAvidus e Sphaerechinus
granulanis, apresentam molécula de H1 "germinativa" com alto
teor de arginina quando comparada com Hl do timo de vitelo.
S. granufanis apresenta mesmo uma maior gquantidade de resi-

duos arginina do que lisina ( SUBIRANA & PALAU, 1968 ).

OZAKI ( 1971 ) comparando as histonas de esperma-
tozbides e embriao de Strongylocentrctus purpuratus verifi-
cou a presenga tanto no embrizo, como nos espermatozdides de
um componente com baixa mobilidade eletroforética que se en
guadrava na categoria das histonaé_ricas em lisina. Porém,
nos espermatozdides, a propor¢ao lisina: arginina era muito
semelhante. Esse componente além de um-altO'peso molecular e

maior carga elétrica, apresentava metionina, que & um amino-
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dcido sempre ausente em histonas ricas em lisina. GIANCOTTI
e col. ( 1981b ) encontraram em espermatozoides de S.
ghanularis um aumento em 36 residuos de aminodcidos na molé-

cula de Hl comparada com a Hl de timo de vitelo.

Baseado nesses dados biogquimicos pode-se levantar
a hipotese de que os esperma£026ides de Lytechinus vanrniegatus
estudados neste trabalho, também apresentem um tipo de H1l em
que a guantidade de residuos de arginina seja muito represen
tativa, uma vez gue ésse tipo de histona parece ser de ocor-

réncia geral dentro da classe Echinoidea ( OZAKI, 1971 ).

Além disso, & importante mencionar que estudos da

estrutura cromatinica com uso de nuclease microcdcica em al-

gumas espécies de ourigo-do-mar, tem mostrado uma dificil S0
lubilizagao do DNA mesmo submetendo-se a cromatina a tempos
prolongados de digestao enzimadtica ( SPADAFORA et alii, 1976;

KETCHLINE & WASSARMAN, 1977, 1979; GIANCOTTI et alii, 1981z,

b; AZORIN et alii, 1983 ). Segundo KEICHLINE & WASSARMAN

( 1979 ), o tratamento da cromatina de espermatozdides de
S. purpuratus com nuclease microcdcica revelou a presenga de
um DNA com 250 pares de béses. Porém, a andlise eletroforéti
ca desse DNA extraldo com nuclease micrococica e DNAse I in
dica que o "core™ nucleossdmico & formado por um DNA com 140
pares de bases mais um adicional de 207pares de bases extre-
mamente resistentes a digestao. Estes resultados sugerem gue
a histona Hl presente nesses espermatozdides interage forte-
mente com os 160 pares de bases do DNA e previne a conversao
em fragmentos do "core" com ¢ concomitante desprendimento de

HI1.

De posse desses dados, a depurinagao do DNA mais
tardia ( 1 h.) em espermatozdides de L. vardiegatus comparada

com a das especies cuja histona & rica em arginina poderia

65



ser explicada pela presenga de um tipo de histona rica em 1i
sina, mas também com alto teor em arginina, que se ligaria
mais fortemente ao DNA, retardando a agao hidrolitica peld
HC1l. Esse tipo de proteina parece também reagir diferentemen
te das chamadas proteinas ricas em arginina, uma vez que nhao
se verificou diferenga guanto ao tempo de madximo de depurina
¢3o, em fungao da fixagao, em ourigo-do-mar. No entanto, o
mesmo nao ocorreu em relagdo & solubilizagdo do acido apuri-
nico o que sustentaria a idéia de um tipo e/ou interagao de
uma histona rica em lisina nao usuai com ¢ DNA nesses esper-

matozoides analisados.

No caso de espermatozdides de Apis mellifera, sao
eles considerados portadores de uma proteina nuclear “germi
nativa" rica em lisina, baseando-se em dados citoquimicos
( BLOCH, 1969, 1971 ). Maiores detalhes sobre essa molécula
protéica sdo, no entanto, desconhecidos. O tipo de complexo
DNA - proteina,‘mais estavel do que o das outras espécies es
tudadas, frente a depurinagao, & sugestivo de uma conforma-
c3o diferente desta proteina "tipo H1" mesmo em relagdoc & de

espermatozdides de ourigo-do-mar.

Foram detectados valores Feulgen - DNA mais eleva
dos nos espermatozdides de touro fixados em etanol-acido acé
tico, quando comparados aos de espermatozdides fixados em for
mol. Isto certamente se deve ao fato de que, com a extragao
parcial da proteina nuclear basica promovida pelo formol mais
agdo hidrolitica, uma parte do DNA fique também mais susceti
vel a uma extragao precoce. No caso de espermatozdides de ou
rico-do-mar e barbeiro o mesmo tipo de achado foi obtido com

relagdo aos valores Feulgen - DNA. Nao pdde, contudo, ser ex

BLOCH, D.P. Comunicagao pessoal, 1971.
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plicado, principalmente porque se desconhece o comportamento

da(s) sua(s) proteina(s) nuclear(es) frente ao formol.

Em touro, a depurinag¢ac mais rapida em espermato
26ides morfologicamente andmalos, apds fixagao em etanol-&ci
do acético indica para estes uma labilidade mais acentuada
frente & hidrdlise acida. Es£es achados encontram suporte em
dados de GLEDHILL ( 1966 ) e GLEDHILL et alii ( 1966 ). Esses
autores encontraram valores Feulgen - DNA drasticamente redu
zidos em espermatozéides, guando comparados com 05 de esper-
mitides. No entanto, o contelldo de DNA, determinado através

de microespectrofotometria ao U.V. nao apresentava modifica-

coes. Considerando-se que durante a diferenciagdo de esperma -

tides em espermatozdides ocorre a substituigao no tipo de
proteina bdsica associada ao DNA, esse fator seria responsa
vel pela alteragao na resposta & reagao de Feulgen. GLEDHILL
{ 1966 ), através de estuaos citofotométricos ao U.V. e da-

dos interferométricos de massa seca, também demonstrou nao

existirem diferengas no conteldo de DNA dos espermatozdides

de touro férteis, embora nesses GUltimos tenha encontrade um
aumento da colorabilidade apds a reagao de Feulgen. Esses
achados sao sugestivos de que alteragoes no complexo DNP
possam provocar algum tipo de infertilidade. Ha forte indica
¢ao de que nesses espermatozdides com anomalia na forma da
cabeca possam ocorrer alteragbes nao no conteudo de proteina,
mas provavelmente nos residuos de aminocacidos e/ou conforma-
gao molecular das mesmas. Esse tipo de'anomalia, detectavel
por citoquimica, pode ser encontrado inclusive em espermato
zbides de touro morfologicamente normais quando sao revela-
dos valores Feulgen - DNA mais elevados, porém a dosagem de
DNA com ultra-violeta ndo mostra alteragoes (GLEDHILL, 1966).
Ou ainda, a resisténcia a denaturagao térmica seguida de co

loragao com alaranjado de acridina medida pela razao o =
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Fluorescéncia 600 nm/Fluorescéncia 530 nm ( EVENSON et alii,
1980 ) ou a denaturagﬁo com HC1l seguida de coloragéo com
azul de toluidina aparecem também alteradas ( ﬁELLO, 1982a).
Tais anomalias relativas 3 proteina nuclear basica  parecem
se refletir na capacidade de fertilizagao desses espermato-

zoides ( MELLO, 1982a ).

6.1.2. A solubilizagdo do acido apurinico

Quanto a fase de predominancia em solubilizagao
do acido apurinico ( parte descendente das curvas de hidrdli
se ), & esta mais acelerada apds a fixagao em etanol - acido
acético, nos espermatozdides com proteina nuclear basica ri
ca em cistina e/ou arginina. Isto indica que as porgoes poli
peptidicaé presentes nesses espermatozdides apds depurinagao
maxima, saoc mais facilmente dissociaveis e solubilizaveis
junto com ¢ acido apurinico’ ( KJELLSTRAND & LAMM, 1976 ), des
de que o fixador como o etanol - acido acético tenha sido
usado. Esta facilidade de dissociac¢ao e/ou solubilizagéo pro
téica nio deve ocorrer nos espermatozdides cujo teor em lisi
na da proteina nuclear basica seja consideravel, uma vez gue
nestes a porgio descendente da curva de hidrdlise nao varia
em fungao da fixagdo e & menos abrupta em comparagac com &

dos outros espermatozdides estudados.

A hipotese de que os diferentes perfis possam re
sultar da presenga de proteinas diferentes removidas com a
hidrdlise, & baseada nos seguintes fatos, Em espermatozdides
de touro, mesmo apdos 3 h.de hidrdlise com HC1l 4N a 25°C, a
- permandncia de proteina basica associada ao acido apurinico,
na maioria das células, & demonstrado pelés caracteristicas
de basofilia ( pico de absorgao em A = 600 nm ) ( MELLO,

1982 ). Em espermatozéides de gafanhoto, ourig¢o-do-mar, abe
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lha e barbeiro, por cutro lade, ( trabalho em andamento da
autora desta tese ), revela que a presenga de proteina nu-
clear basica associada ao Adcido apurinico & demonstrada pela
reagdo ao fast-green alcalino ( pH 8,1 ) mesmo com 6 horas
de hidrdlise acida com HC1l 4N e 4 horas de hidrolise acida

para espermatozdide de barbeiro.

Em espermatozdides de gafanhoto fixados em etanol
acido acético e de ourigo-do-mar, nos dois fixadores foi ob-
servada a ocorréncia de picos secundarios ou ombros na por-
gao descendente das curvas de hierlise. Ha, portanto, indi-
cagéo, com base nesse comportamento frente a hidrdlise pro-
longada, de que mais de um tipo de complexo &cido apurinico
- proteina estejam presentes nesses materiais. Dados biogqui-
micos, embora para espécies diferentes do mesmo grupo, esta
riam de.acordo com tais.achados ( SUBIRANA & PALAU, 1968;
PALAU et alii, 1969; McMASTER - KAYE & KAYE, 1973, 1976;
KAYE & McMASTER - KAYE, 1974; 02AKI, 1971; SAVIC et alii,

1981; GIANCOTTI et alii, 198la ).

0 fato de variagoes nes padroes cineticos de es-
permatozdides, em fungao da fixagao, nao se comportarem COmo
em células somaticas, certamente se liga aos tipos de protei
nas basicas especificas presentes nessas células germinati-
vas. Estas proteinas, mesmo quando "ricas em lisina" ou "ri-
cas em arginina" nao se identificam plenamente com as Hl e
H3 ou H4 somadticas ( CLAYPOOL & BLOCH, 1967; SUBIRANA & PA
LAU, 1968, PALAU et alii, 1969; OZAKI, 1971; PHELAN et alii,
1972; SUBIRANA et alii, 1973; PUWARAVUTIPANICH, 1975; BOLS &
KASINSKY, 1976; SPADAFORA et alii, '1976; GOLDBERG et alii,
1977; COLOM & SUBIRANA, 1979, 1981; KENNEDY & DAVIES, 1980;

GIANCOTTI et alii, 198la, b; GUSSE & CHEVAILLIER, 1981; saviC

et alii, 1981; AUSISO & SUBIRANA, 1982; MUNOZ-GUERRA et alii,
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1982; RAO et alii, 1982; USCHEWA et alii, 1982; AZORIN et

alii, 1983 }.

A par de fiéar demonstrado dque espermatozdides
com diferente composigao em proteina nuclear basica apresen
tam diferente cinética de hidrélise de Feulgen, fica também
comprovado que o uso de espermatozdides como controle de con
teGdo hapldide de DNA nao & recomendavel. Talvez nesse caso,
fosse melhor o uso de espermatdcito secunddrio ( 2C ) ou cé-
lula somitica comprovadamente 2C e cujo fendtipo nuclear nao
seja do tipo extremamente compactado ( exemplo: linfocito )

ou extremamente frouxo ( exemplo: neurdnio ). O maximo de de

purinacio ocorre em um tempo de hidrdlise varidvel em fungao -

do tipo de complexo DNA - proteina existente, e que muitas
vezes nao coincidiria com o tempo de hidrdlise de nlucleos di

pldides ou poliploides em estudo.

6.2. Confiabilidade na metodologia de medida

A metodologia de avaliagao de valores Feulgen-DNA
atraves de citofofometria‘de varredura éutomética, embora de
extrema complexidade & considerada de alta confiabilidade
( GOLDSTEIN,11970 ). Mesmo assim, com tal método ndo se des-
carta a introdugao de erros sistemiticos nas medidas, princi
palmente no caso de espermatozdides de gafanhdto. Estes sao
justamente os gue apresentaram maiores coeficientes dé varia
cao para os valores Feulgen - DNA. No éaso, os erros sistemd
ticos seriam devidos aco fato de apresentarem os espermatozéi
des de gafanhoto, entre os estudados, maior-érea { ao redor
de 170 umz de area absorvente; os de touro, por exemplo, atin
gem uma area de 33 um2 ) e comprimento de cabega, além de

certa heterogeneidade do material absorvente ao longo do ng
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" cleo. Com isso, a focalizagéo precisa do material absorvente
se tornou mais dificil, além do que erros distribucionaisnﬁo
foram totalmente descartados. { MAYALL & MENDELSOHN, 1970 ).
Ambos fatores contribuiram, assim, para a introdugéo de
maior variabilidade nos valores Feulgen - DNA desses esperma

tozoides.

Outros métodos de citofotometria nao se aplica-
riam ao presente estudo, dada a forma e tamanho dos nutcleos

dos espermatozdides ( MELLO & ZANARDI, 1976b ).
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7 - CONCLUSOES

- A cindtica de hidrdlise dcida da cromatina de es
permatozdides varia em fungao dos diferentes complexos DNA -

proteina nela presentes.

- Diferencas na cinética de hidrdlise em func¢do da
fixagdo empregada, sao bem nitidas para espermatozdides de
touro, gafanhoto e barbeiro ( proteina nuclear "germinativa"
rica em cistina e/ou arginina ) e menos intensa para o©s de
ourigo-do-mar e abelha ( protelna nuclear "germinativa" rica

em lisina ).

~ 0 formol n3ao & um bom fixador para o conmplexo
DNA - proteina de espermatozdides de touro por facilitar a
extraciio n3o controlada de proteina nuclear junto a segmen-

tos de DNA, pelo HCl, em curtos tempos de hidrdlise.

- A cinética de hidréliée diferente para espermato
z0ides de barbeiro comparadas &a de gafanhoto indica que em
bora suas proteinas nucleares basicas "germinativas" sejam
ricas em arginina, nao sao exatamente iguais. Da mesma for
ma, € sugestivo que a proteina nuclear basica "germinati
va" rica em lisina de espermatozdides de ourigo-do-mar difi
ra da de abelha, dada a diferente cinética de hidrbdlise apre
sentada por esses materiais, E possivel, inclusive, que es
se tipo de proteina, especialmente em ourigo-do-mar, apresen

te teor significativo em residuos de arginina.

- Os espermatozdides morfologicamente anbmalos de

touro por possuirem alteragdes nos residuos de  aminodcidos
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e/ou conformacdo molecular de sua proteina nuclear Dbasica,

mostraram maior labilidade frente a hidrdlise acida, quando

fixados em etanol-acido acético.

- Os espérmatozaides de touro, gafanhoto e barbei
ro, quando fixados em etanol-&cido acético apresentam um ti
po de complexo acido apurinico-proteina mais facilmente solu
bilizdvel que o dos espermatozdides de ourigo-do-mar e abe-

lha.

- Espermatozdides de gafanhoto e ourigo-do-mar a-
presentam mais de um tipo de complexo &cido apurinico-protel
na indicado pela presenca de picos secundarios na porgado des

cendente de suas curvas de hidrdlise.

- 0 uso de espermatozdides como controle do conteﬁ
do hapldide de DNA, através da reagido de Feulgen, n&o &€ re-
comendavel, uma vez que o méximé de depurinagac ocorre em
um-tempo de hidrdlise varidvel, em-fungéo do tipo de comple

xo DNA - proteina existente.
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8 - RESUMO

A cinética de hidrdlise de Feulgen foi estudada enm
espermatozdides de composiqéé diferente em complexos DNA -
proteina. Espermatozdides de Bos taurus ( protelina nuclear
rica em arginina e cistina )}, Pichroplus bergi, Triatoma <in
festane ( proteina nuciear rica em arginina ), Lytechinus vag
riegatus e Apis mellifera ( proteina nuclear rica em lisi
na ) foram submetidos & reagdo de Feulgen, variando-se a fi
lxagéo e os tempos de hidrdlise. Valores Feulgen - DNA fo~
ram, entdo, obtidos por citofotometria de varfedura automati
ca. Os resultados demonstraram diferencas na cinética de
hidrdlise em fungao dos diferentes complexos DNA - proteina
presentes na cromatina. Diferengas nos padrdes de cinética
em fungdo da fixagdo foram bem nitidas para espermatozdides
de touro, gafanhoto e barbeiro e menos intensas para esperma
tozdides de ourigo-do-mar e abelha. As diferentes cinéticas
de hidralisé da cromatina de espermatozdides de barbeiro com
parada & de gafanhoto, e de ourigo-do-mar, comparada a de
abelha, sugerem que, embora as proteinas nucleares basicas
"germinativas" dos dois primeiros sejam ricas em arginina e
as dos dois Ultimos sejém ricas em lisina, h& diferencas nes
sas proteinas conforme a espécie considerada. A depurinagao
do DNA foi alcancada mais rapidamente para espermatozdidesde
T. infestans ( 20 min. ) e P. bergiz ( 10 min. } quando fixa
dos em etanol-&cido acético. Os espermatozdides andmalos de
touro quando fixados em etancl-adcido acético apresentaram
uma depurinagao mais rapida ( 30 min. ) que os normais{ 1 h.)

indicando sua maior labilidade frente 3 hidrSlise acida. 1Is
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to se deve certamente a anomalias de sua proteina nuclear ba

sica "germinativa".

Dos materiais fixados em formol, o maximo de depu-
rinagao alcangado mais cedo o foi em material de touro ( es
permatozdides normais e com anomalias de cabecga ) ( 30 min. ),
seguidos de P. bergdi, T. dngestans, L. varniegatus ( todos com

1 h. de hidrdlise ) e finalmente Apis mellifena ( 2 h, de

hidrdlise ).

A presencga de picos secundarios na porgao descen-
dente das curvas de hidrdlise de espermatozdoides de gafanho
to e ourigo-do-mar indicam para estes mais de um tipo de com
plexo acido apurinico-proteina. Os espermatozdides cﬁja pro-
teina nuclear "germinativa" €& do tipo rica em arginina e/ou,
cistina apresentam um complexo adcido apurinico-proteina mais

facilmente solubilizavel.

Dadas as diferencas na cinética de hidrolise da
cromatina de espermatozdides portadores de proteina nuclear
"germinativa" diferente, este tipo celular nao & recomendd
vel como controle hapldide em avaliagoes de conteido Feulgen

DNA de células somaticas dipldoides e polipldides.
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9 - SUMMARY

The Feulgen hydrolygis kinetics was investigated
in spermatozoa with different composition in DNA - protein
complexes. The species used were : Beos taurus ( arginine-
and cystine-rich nuclear protein Yy, Pichroplus bergi, Triato
ma tnfestans ( arginine-rich nuclear protein ), Lytechinus
qariegatus and Apis mellifera ( lysine-rich nuclear pro-
tein ). The spermatozoa were subjected to Feulgen's reacti
on, by varying the fixative type and the hydrolysis times.
Feulgen - DNA values were obtained with an automatic scan-
ning cyﬁophotometric procedure. Differences were demonstra
ted in the hydrolysis kinetics as a function of differences
in composition of the DNA - protein complexes being present
in the spermatozoon chromatin. Differences in the profiles
of Feulgen hydrolysis curves, having for bagis the fixation,
were rather clear for bull, grasshopper and blood-sucking in
sect spermatozoa than for sea-urchin and bee spermatozoa.
The different hydrolysis kinetics of chromatin of blood-
sucking insect spermatozoa compared to that of grasshopper,
sea-urchin and bee sperm cells suggests that, although the
first two materials contain an arginine-rich  "germinative™
protein and the latter two ones contain a lysine-rich | pro
tein, these differ to each other.

The DNA depurination was obtained more quickly for
T. infestans ( 20 min. ) and P. bergi ( 10 min. ) spermato-
zoa when they were fixed in the ethanol-acetic acid { EA )
mixture.. Morphologically anomalous bull spermatozoa fixed

in the EA mixture presented a quicker depurination ( 30 min)

as compared to the normal cells ( 1 h.). The fast 1lability
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to acid hydrolysis in the abnormal cells is certainly due to

anomalies in their basic nuclear "germinative" protein.

In the formalin fixed materials the maximal depuri
nation was obtained earlier in bull spermatozoa ( 30 min, )
followed by sperm cells of P. bergt, T. infestans, L. varie
gatue ( all of them one-hour ﬁydrolysis ) and finally Apis
mellifera ( two-hours hydrolysis ).

The presence of secondary peaks at the descending
branch of the hydrolysis curves of grasshopper and sea-
urchin spermatozoa, indicate for these ., more than one kind
_of apurinic-acid protein complexes. The spermatozoa bearing
arginine-and/or cystine-rich nuclear protein qontain a more

easily soluble apurinic acid protein complex.

Due to the differences in hydrolysis kinetics of
chromatin in spermatozoa bearing different nuclear “germina
tive" proteins, this cellular type is not commended as an
haploid control for evaluation of Feulgen - DNA contents of

diplecid and polyploid somatic cells.
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