Ve

% s pr S P A o o g = - e , P = - S
000000000000 R 2

e

a s P P - b P . 4 y g 4 . 8 N # k ’ e k.
3 . ~ & - ) g b ‘ g
- e . o
: e

MARILIA MEDEIROS

Estudo Ultra-Estrutural da Espermiogénese

Dicotomica de Alabama argillacea Hiibner,
1818

A ———— o ey i, il
.

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sio
Paulo como parte dos requisitos para
obtencido do titulo de Doutor em
Ciéncias na irea de Biologia/Genética

UMrw

0.285.301-5

UFSC-BY

Orientadora: Profa. Dra. Marina Silveira

Sio Paulo
- 1997 -



scooocod

$00000000000000600000000000008

,V/'
® @

o Aos meus filhos e a minha mde
e Ao meu pai, in memoriam, um
exemplo de estudo e de amor ao

proximo



"' L | o - e b am e 2N
00000 0000000000000 000000000060800000806"

AGRADECIMENTOS:

e a Dra. Marina Silveira, orientadora da tese, pela confianga, compreensio,

consideragdo profissional, pelo respeito & minha individualidade e pela
oportunidade especial de realizagfo deste trabalho;

e 3 Universidade Federal de Santa Catarina e & CAPES, por autorizarem meu
afastamento das atividades didaticas para cursar doutorado no Imstituto de
Biociéncias da USP e pelo suporte financeiro;

e 4 Dra. Helena de Souza Santos e ao Dr. Pedro Kiyohara, pelo uso dos materiais

e equipamentos do Laboratorio de Microscopia Eletronica do Instituto de Fisica
da Universidade de S&o Paulo;

® a0 pessoal técnico do LME/IFUSP, Maria Tereza Faustino Silveira, Simone
Perche de Toledo e Silvio Luiz Ferrari, pela amizade e cooperagio indispensavel;

e ao Prof. Dr. Alberto de Freitas Ribeiro, Coordenador do Centro de Microscopia
Eletronica do Instituto de Biociéncias da USP, pelo uso do MET ZEISS EM 900;

e a0 Prof. Dr. Sérgio F. de Oliveira do Laboratorio de Microscopia Eletronica do
Departamento de Histologia e Embriologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da USP, pelo uso do MET JEOL 100 CX II;

e a Marta, colega de doutorado, pela amizade, cooperagdo e interagio em
diferentes oportunidades de trabalho e convivio social;

e a amiga Angela, pelo apoio, pela hospitalidade, compreensdo e por sua
generosidade;

e a Irani, uma amiga sempre muito especial, pelo intercimbio proveitoso € pela
participagdo em momentos alegres ¢ tristes desta jornada;

¢ 2 minha méde, Rosa, por sua fé, paciéncia e compreenséo, apesar de todos os
percalgos;

e ¢, de modo muito especial, aos meus fithos, Carolina, Carla e Carlos José,

pelo estimulo constante e apoio incondicional, pela compreensdo e pelo grande
afeto que nos une.



0000000000000000000000000000000000048

i
SUMARIO
INTRODUCAO
1. Aspectos gerais da espermatogénese em Insecta..................c.ccceoeeini. 1
2. Aspectos gerais da espermatogénese dicotomica
em Lepidoptera. ... 3
3. Justificativas € ObjJetivos.................cooeveeiiiiiiiiiiiii e, 7
MATERIAIS E METODOS
1. Coleta e Criacgaon..................ooovviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 9
2. Processamento para Microscopia Eletronica de Transmissao................ 10
3. Processamento para Microscopia Eletronica de Varredura................. 14
RESULTADOS
1. Espermiogénese Apirene
1.1. Estagios de desenvolvimento...............ccocueeviieiiiieniiiiieeieenee e, 17
1.2. Resultados especiais obtidos com os Métodos IVe V......................... 24
2. Juncoes Intercelulares...................oooovvimiiiiiiiii e 25
e Figuras - Espermiogénese Apirene € Jungdes............c.ccccvveeeiveenveenneeninenne, 26
3. Espermiogénese Eupirene
3.1. Formagio do acrosoma, transformagdes nucleares
e alongamento da cabeca das espermatides...............coccoeciiriiiiinnennnn. 40
3.2. Formagéo e desenvolvimento do complexo mitocondrial
e sua transformacio em derivados mitocondriais............cc..ccceeeunneennnn. 44
3.3. Desenvolvimento do flagelo: as transformag¢des do axonema e
dos derivados mitocondriais durante o alongamento........................... 46
3.4. Descrigdo sucinta dos €Stagios..........cccvvvevireiviieeiiiiie e 51
3.5. Detecgdo de proteinas basicas com E-PTA..................... 57
3.6. Microscopia de Varredura
3.6.1. Montagem total de espermatozéides..................cccevverrninnnnnnne.. 58
3.6.2. Criofratura de testiculo de imago..............ccoeevieiveenieninrieiranee, 58
O FRGUIAS.......oiiiiiiiii et 59



0000000000 0600000000000 00000000000000HTF

i
4..Espermatoz6ides eupirenes e apirenes na vesicula seminal
e no ducto ejaculador duplo..................ccooeiriiiiiinii e 80
O FiGUIAS........ooiiiiiieie et e e e e e 83
DISCUSSAO
1. Espermiogénese Apirene
1.1. Microntcleos € enucleagdo............oooovevveeeiiiiiniieeiiiiieee e 93
1.2. O capuz denso apical...........cocceeviieniiiiniiiiii e 95
1.3. A extremidade anterior do flagelo.............cccccoveiiiiiniiiii 96
1.4. O desenvolvimento do flagelo: o axonema e os derivados
TILOCONATIALS. ......eeeieiiieciiie et et e et ee e et e e et eeetaeeeeareeeeaseeeans 97
2. Espermiogénese Eupirene
2.1. A cabega das espermatides: o acrosoma, as transformagGes
nucleares € as estruturas associadas...............occceeeeviieiriiiieeniereenenns 100
2.2. A pega intermediaria: o centriolo e o adjunto do centriolo................ 106
2.3. A evolugédo do complexo mitocondrial e os derivados
MILOCONATIALS. .......covviiiiiiieciiie et e ceiteeeeaeeeeetr e e e eae e e e eaeeeesanaeeeaaeeens 109
2.4. O axonema ¢ as estruturas associadas............ccceeeeeeiiiieenniieenieeennn, 110
2.5. Os apéndices da superficie celular................ccoooveineiiiiiiiin 112
3. Juncées Intercelulares e Barreira hemato-testicular............................ 113
4. Espermatozéides eupirenes e apirenes na vesicula seminal
e no ducto ejaculador duplo..................cooooiiiriiiiiiii 115
RESUMO ...ttt ettt e eansaeaneas 117
ABSTRACT ...ttt et eas e e aae et s 120
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...............cooovooeeeeeeeneeeeeseeseseens 122



‘ . /Y
0000000000oaooooooooa.aoooooooooo.-&l

INTRODUCAO

Alabama argillacea Hubner (1818), cuja lagarta é conhecida vulgarmente
como "curuqueré-dos-algodoeiros”, ¢ um inseto holometdbolo (metamorfose
completa), de habitos noturnos, que se multiplica principalmente durante os
meses chuvosos (janeiro e fevereiro). O controle deste inseto, que ja foi
considerado uma das maiores pragas de plantagdes de algoddo (Gossypium sp.)
em nosso pais, ha muito tempo vem sendo realizado por meio de uso intensivo
e indiscriminado de inseticidas quimicos com prejuizo colateral ao meio-
ambiente.

Apesar de a A. argillacea ser conhecida como praga de algodoeiros ha mais
de 400 anos no Brasil, somente ha cerca de 20 anos foram publicados estudos
biologicos € anatomicos mais detalhados sobre esta espécie (Habib, 1976,
1977). Com o intuito de ampliar os conhecimentos bioldgicos a respeito da
reprodugdo desta devastadora praga agricola, nés descrevemos, ha pouco mais
de 10 anos, a morfologia dos aparelhos reprodutores masculino e¢ feminino
deste lepidoptero e a ultra-estrutura dos seus dois tipos normais de
espermatozodides (eupirenes - nucleados e apirenes - anucleados), bem como
algumas modifica¢Ges ultra-estruturais destes, nos ductos genitais da imago

macho e na espermateca da imago fémea (Medeiros, 1986; Medeiros & Dolder,
1988).

1. Aspectos Gerais da Espermatogénese em Insecta

A espermatogénese nos insetos, como nos animais em geral, compreende
todo o processo de multiplicagdo, desenvolvimento e maturagdo das células
espermatogénicas até a formagdo dos espermatozdides ou gametas masculinos

haploides. Nos Lepidoptera (borboletas e mariposas), assim como nas outras
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ordens de insetos, os espermatozoides se desenvolvem no interior de cistos ou
espermatocistos, contidos nos foliculos testiculares. Em cada foliculo, a
maturagdo dos cistos ocorre no sentido apical-basal (Hannah-Alava, 1965;
Sz6116si, 1982). Nos insetos, os envelopes finos dos cistos sdo formados por um
niumero geralmente pequeno de células epiteliais planas adjacentes (células
cisticas), entre as quais surge um sinuoso sistema de espagos intercelulares,
onde ocorrem com freqii€ncia extensas jungles septadas e do tipo zonula
adherens, além de Jungdes oclusivas € do tipo "gap" ou em hiato (Noirot-
Timothée & Noirot, 1973; Toshimori, Iwashita & Oura, 1979; Szo6llési,
Riemann & Marcaillon, 1980; Szo6llosi, 1982; Lane, 1982; Baldwin, Loeb &
Riemann, 1987; Lane et al., 1994). A presenga destas jun¢des entre as células
do envelope cistico cria uma espécie de barreira celular, a chamada "barreira
hemato-germinativa" (Marcaillou & Szo6llosi, 1975; Szollosi & Marcaillou,
1977, 1980; Jones, 1978; Szollosi, Riemann & Marcaillou, 1980; Szo5llosi,
1982; Miranda & Cavicchia, 1986), fisiologicamente equivalente a "barreira
hemato-testicular" que ocorre na parede dos tubulos seminiferos de mamiferos,
J4 conhecida desde o inicio do século.

No interior dos espermatocistos, as células espermaticas se desenvolvem
geralmente de modo sincronico (para revisdo geral, ver Philips, 1970; Baccetti,
1972; Jamieson, 1987a). Na maioria dos lepidopteros, em cada espermatocisto,
as células goniais definidas, oriundas das espermatogdnias indefinidas
(nomenclatura de acordo com Hannah-Alava, 1965), passam por 6 mitoses
sucessivas, produzindo 64 espermatOcitos primarios, os quais entram em
meiose (2 divisdes sucessivas), resultando em 256 espermatides, que ¢ um
numero correspondente a 21, sendo “n” igual ao numero de divisdes celulares
ocorridas durante a espermatogénese de insetos (Virkki, 1969, 1973; Phillips,
1970). As espermatides se desenvolverdo em 256 espermatozdides apods

passarem pelo periodo de maturagdo pos-meiotica, conhecido genericamente
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como espermiogénese € que corresponde ao periodo da espermatogénese,
abrangendo um conjunto seqiiencial de profundas altera¢des morfo-funcionais.

Nos Lepidoptera, como em outros insetos, as citocineses, que ocorrem no
final das divisGes mitoticas sincronicas durante o periodo multiplicativo das
células espermaticas, sdo incompletas e, conseqiientemente, espermatogdnias e
espermatdcitos permanecem interligados por meio de pontes citoplasmaticas
(King & Akai, 1971; King, Cassidy & Rousset, 1982; Mandelbaum, 1980).
Estas pontes intercelulares também foram observadas entre espermatides jovens
da mariposa Hyalophora cecropia (Mandelbaum, 1980) e entre espermatides de
diferentes estagios de outras espécies de insetos das ordens Blattodea (Krishan
& Buck, 1965), Orthoptera (Carlson & Handel, 1988), e Diptera (Quagio-
Grassiotto, 1993; Quagio-Grassiotto & Lello, 1996).

2. Aspectos Gerais da Espermatogénese Dicotomica em Lepidoptera

O polimorfismo de espermatozodides, observado com freqiiéncia em
diversos filos de invertebrados, particularmente em certos grupos de moluscos
gastropodos, turbelarios, rotiferos, anelideos e insetos , refere-se a produgéo de
mais de um tipo de espermatozdéide no mesmo individuo (revisio - Fain-
Maurel, 1966; Jamieson, 1987a). Os animais, que tém recebido especial
atencdo quanto ao polimorfismo de seus gametas masculinos sdo os
Lepidoptera, nos quais um dos tipos de espermatozoides, considerado tipico (ou
normal) por conter quantidade normal de cromatina (eupirene), é responsavel
pela fertilizagéo do 6vulo; enquanto que o outro tipo, considerado atipico (ou
"anormal"), ¢ infértil por ser anucleado (apirene).

Nos foliculos testiculares da maioria dos lepidopteros, formam-se
distintamente e em tempos diferentes, dois tipos bem diferenciados de
espermatocistos, a saber: os eupirenes, nos quais se desenvolvem os longos

feixes de espermatozoides nucleados e os apirenes, no interior dos quais sdo
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produzidos os feixes menores de espermatozodides anucleados (Fain-Maurel,
1966; Jamieson, 1987a - revisdes). Os espermatozdides eupirenes e apirenes
foram denominados de "eu-espermatozéides" e de "para-espermatozdides”,
respectivamente, por Jamieson (1987a), porém nés continuamos utilizando a
terminologia proposta originalmente por Meves (1903 - apud Fain-Maurel,
1966), a qual é a mais difundida nos estudos da espermatogénese dicotomica
em Lepidoptera.

A literatura cientifica revela um numero expressivo de trabalhos de
microscopia de luz que tratam de varios aspectos (organizagdo testicular,
motilidade e comprimento dos espermatozoéides, comportamento intra e pos-
testicular dos espermatozodides, tempo de diferenciagdo, entre outros)
relacionados & espermatogénese de diversas espécies de lepidopteros (Virkki,
1963; Chaudhury & Raun, 1966; Shen & Berryman, 1967; Retnakaran, 1970;
Holt & North, 1970; Chen & Graves, 1970; Chase & Gilliland, 1972; Garbini
& Imberski, 1977; Katsuno, 1977a,b,c, 1978a,b, 1987; Leviatan & Friedlinder,
1979; Gelbic & Metwally, 1981; Corsatto-Alvarenga, Cestari & Ribeiro, 1987,
Sridevi, Dutta-Gupta & Ramamurty, 1989; entre outros). A maioria, porém,
apresenta limitagdes seja quanto ao reconhecimento dos dois tipos de
espermatozoides ou quanto a diferenciagdo entre os processos de formagdo dos
espermatozodides eupirenes e apirenes e, principalmente, quanto & morfologia
desses dois tipos de células espermaticas. Isto se deve ao estreito poder de
ampliagéo e de resolugdo dos equipamentos Opticos utilizados, a limitagdo das
técnicas histologicas usadas e a dificuldade de reconhecimento desses dois
processos distintos em microscopia de luz O estudo mais recente de
microscopia de luz, associado & microscopia eletronica de transmissdo, sobre a
espermatogénese eupirene € apirene das borboletas Methona themisto (praga-
do-manacd) e Dione juno (praga-do-maracuja), ambas da Familia Nymphalidae,
foi realizado por Corsatto-Alvarenga (1989). A autora realizou uma andlise

ampla e detalhada, em microscopia de luz, da organizagdo testicular € dos dois
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tipos de processos espermatogénicos, porém as poucas micrografias eletronicas
apresentadas serviram, principalmente, para a caracterizagdo morfologica de
espermatogdnias definidas e de espermatdcitos I e Il eupirenes e apirenes; a
informagdo ultra-estrutural apresentada sobre o periodo de maturagdo pos-
meidtica das espermatides eupirenes e apirenes € insuficiente para caracterizar
a sua transformacdo em espermatozoides.

A maioria dos trabalhos de microscopia eletronica, realizados nos tultimos
35 anos, e que se referem a espermatogénese dicotomica de diferentes espécies
de Lepidoptera pertencentes as Familias mais evoluidas da Sub-Ordem Ditrysia,
tratam apenas de alguns aspectos relacionados a produgdo e/ou a morfologia
dos dois tipos de espermatozoides intra e extra-testiculares (André, 1962;
Yasuzumi & Oura, 1964a,b, 1965a;b; Friedlinder & Wahrman, 1970, 1971;
Riemann, 1970; Riemann & Thorson, 1971; Phillips, 1971; Friedlinder &
Gitay, 1972; Riemann & Gassner, 1973; Friedlinder & Miesel, 1977;
Medeiros, 1986; Jamieson, 1987a; Medeiros & Dolder, 1988; Corsatto-
Alvarenga, 1989; Medeiros, Silveira & Dolder, 1992; Marec, 1993; Medeiros &
Silveira, 1993, 1996, 1997). Nos 1ultimos 10 anos, destacam-se sobremaneira os
trabalhos de Wolf e colaboradores, centrados principalmente na caracterizagio
morfologica ultra-estrutural e imunocitoquimica dos espermatdcitos primarios e
secundarios de espécies de lepidopteros das Familias Arctiidae, Lymantriidae,
Nymphalidae e Pyralidae (Wolf & Traut, 1987, 1991; Wolf, Baumgart & Traut,
1987, 1988; Wolf & Kyburg, 1989; Wolf & Bastmeyer, 1990, 1991a,b; Wolf,
1990a,b, 1992, 1997).

Apesar de a espermatogénese dicotomica dos Lepidoptera estar sendo
investigada desde o inicio deste século, apenas os estudos ultra-estruturais de
Zylberberg (1969) e, principalmente, os de Lai-Fook (1982a,b) sobre as
espécies Pieris brassicae (Pieridac) e Calpodes ethlius (Hesperiidae),
respectivamente, bem como o trabalho de LaChance & Olstad (1988a,b) sobre a

espermiogénese eupirene de Heliothis virescens (Noctuidae) contém, em termos
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gerais, descrigdes dos eventos caracteristicos da maturagdo pds-meidtica das
espermatides. No entanto, em nenhuma destas publicagdes foi apresentada
alguma seqiiéncia dos estigios, que abranja os eventos caracteristicos da
espermiogénese dicotémica, tal como o fizeram Stanley et al. (1972); Quagio-
Grassiotto (1983, 1993) para espécies de Diptera; Szollosi (1975) para
Orthoptera e Lino Neto (1993) para Coleoptera.

Em espécies de lepidopteros micropterigideos pertencentes a Sub-Ordem
Zeugloptera, filogeneticamente menos evoluida que a Sub-Ordem Ditrysia,
somente foram observados espermatozodides eupirenes, desprovidos de sua
manta radial caracteristica (Sonnenschein & Hiuser, 1990); estes se
assemelham aos espermatozoides de Trichoptera, que € considerada uma
Ordem-irmd dos Lepidoptera, porém mais primitiva (Jamieson, 1987a -
revisdo).

Existe certa controvérsia quanto ao periodo do ciclo vital dos Lepidoptera,
no qual ja se pode distinguir as células espermaticas eupirenes das apirenes;
esta fase parece depender da espécie considerada. Em termos gerais, admite-se
que a espermatogénese eupirene, que precede a apirene, inicia-se durante o
estagio larval, finalizando na pupagdo, podendo estender-se ao periodo
imaginal, enquanto a apirene comega um pouco antes ou no inicio do estagio de
pupa e finaliza mais tardiamente, na imago (Leviatan & Friedldnder, 1979).

Quanto ao papel fisioldgico desempenhado pelos espermatozdides apirenes
(anucleados), ha varias idéias a respeito e algumas sdo totalmente especulativas,
como as de Silberglied, Shepherd & Dickinson (1984). Entretanto, ja se sabe
que os espermatozodides apirenes de Bombyx mori somente se tornam ativos
durante o acasalamento enquanto descem pelo ducto ejaculador simples,
permanecendo altamente méveis no espermatoforo transferido para a bolsa
copuladora das imagos fémeas (Tschudi-Rein & Benz, 1990), onde atuam na
separagdo dos longos feixes eupirenes responsaveis pela fertilizagdo (Katsuno,

1977¢c; Osanai, Kasuga & Aigaki, 1987).
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3. Justificativas e Objetivos

Considerando:

(1) a importdncia da A. argillacea na agricultura, face aos prejuizos
economicos decorrentes da rapida destrui¢do das folhagens dos algodoeiros
promovida pela a¢do voraz das lagartas deste lepidoptero-praga em infestagdes
anuais;

(2) a necessidade de ampliar e aprofundar o conhecimento a respeito de
aspectos bioldgicos da reprodugdo da A. argillacea, para que controles
alternativos de populagSes deste inseto possam vir a ser desenvolvidos
futuramente, visando a preservagdo do meio-ambiente;

(3) a importancia filogenética e taxondmica atribuida, nestes ultimos 25
anos, aos estudos de espermatologia comparada, principalmente nos
Arthropoda e, particularmente, nos Insecta, sobretudo quanto a ultra-estrutura
dos espermatozéides e dos seus processos de formagio (André & Thiéry, 1970;
Baccetti 1972, 1977, 1985, 1989; Baccetti & Afzelius, 1976, Friedldnder, 1983;
Jamieson, 1987a,b; Baccetti & Daccordi, 1988; Sonnenschein & Hiuser, 1990;
Dallai & Afzelius, 1993a,b, 1995; Dallai et al, 1993; Jamieson, Ausio &
Justine, 1995);

(4) o numero restrito de trabalhos realizados nas ultimas trés décadas sobre
aspectos ultra-estruturais da espermatogénese dicotomica de Lepidoptera,
principalmente quanto ao processo - de maturagio pods-meidtica dos
espermatozoides eupirenes e apirenes (Zylberberg, 1969; Friedlinder &
Wahrman, 1970, 1971; Friedlinder & Miesel, 1977; Lai-Fook, 1982a,b;
LaChance & Olstad, 1988a,b; Corsatto-Alvarenga, 1989);

propusemo-nos, no presente trabalho, em relacdo ao lepidéptero noctuideo

A. argillacea, a:
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(1) descrever, caracterizando morfologicamente em nivel ultra-estrutural, os
estagios sucessivos da espermiogénese eupirene € apirene;

(2) ampliar as informagdes, obtidas anteriormente (Medeiros, 1986;
Medeiros & Dolder, 1988), sobre as modificagdes ultra-estruturais, sofridas
pelos dois tipos de espermatozdides durante o seu deslocamento através da
vesicula seminal € do ducto ejaculador duplo das imagos;

(3) e, usando E-PTA (Acido Fosfotingstico Etandlico), detectar a presenga

de proteinas basicas nos dois tipos de espermatozdides.



MATERIAIS E METODOS

1. Coleta e Criacéio

Lagartas de ultimos estadios e pupas da mariposa Alabama argillacea
(Insecta, Lepidoptera, Noctuidae) foram coletadas em fevereiro de 1992 e
janeiro de 1994, respectivamente, em plantagdes de algoddo (Gossypium sp.) do
sitio "Estiva" e da fazenda "Cocais do Rio Verde", situados em Casa Branca no
Estado de Sdo Paulo.

As lagartas e pupas foram trazidas ao Laboratorio de Microscopia
Eletronica do IFUSP em S#o Paulo, e as primeiras foram alimentadas com
folhas dos algodoeiros de origem, ou de outros que plantamos no Viveiro de
Plantas da USP para esta finalidade.

A maior parte das larvas coletadas desenvolveu-se em pré-pupas, as quais
puparam em periodos de aproximadamente 24 horas. O estagio pupal durou, em
média, 7 a 9 dias. As pupas foram selecionadas de acordo com suas
caracteristicas sexuais externas (Bourgogne, 1951) e distribuidas em caixas
plasticas, cobertas com tule e forradas com papel-toalha seco. As caixas foram
mantidas a temperatura ambiente e sob luz difusa. Em cada caixa foram
colocadas cerca de 50 a 100 pupas, em nimero igual de machos e fémeas. As
imagos foram alimentadas com solug@o agucarada a 10% (Parra, 1992). Os
individuos adultos, de habitos noturnos, permaneciam pouco ativos durante o
dia. Com a seqiiéncia de acasalamentos multiplos, que ocorriam sempre no
periodo noturno, houve intensas e freqilentes oviposigGes. A partir destas,
seguindo as condi¢des sugeridas por Parra (1992), pudemos desenvolver
criagdes em laboratério e acompanhar os estagios do ciclo bioldgico da

Alabama argillacea durante 5 meses.
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As dissecagdes destinadas as fixagGes para microscopia eletronica foram
diretamente realizadas em glutaraldeido a 0,25% - 0,5% em solugdo tampéo de

cacodilato de sédio 0,15M, pH 7,2.

2. Processamento para Microscopia Eletronica de Transmissao

O seguinte material foi estudado em M.E.: testiculos de lagartas do 3° e do
6°estadios; de pré-pupas iniciais € avangadas; de pupas verdes recém formadas;
de pupas de ca. 12 horas de idade, com 1 dia a 7 dias de idade; de imagos de 1
dia a 18 dias de idade, ductos espermaticos (vesiculas seminais e ductos
ejaculadores duplos) de imagos jovens e de imagos de idade mais avangada (15-
18 dias). Os diferentes procedimentos de preparagdo das amostras para

microscopia eletronica de transmissdo séo descritos a seguir.

Método I - Uso do fixador de Karnovsky (1965) modificado

a) Fixac¢do em solugdo de glutaraldeido a 1,5% + paraformaldeido a 1% em
tampdo cacodilato de sédio 0,15 M, pH 7,2 (molaridade final da solugio
fixadora igual a 622 mOsm/kg) - durante 2 a 3h, a temperatura ambiente;

b) lavagem em tampdo cacodilato de sddio a 0,15 M, adicionado de
sacarose, durante uma noite, com varias trocas;

c) pos-fixagdo em solugdo de tetroxido de Osmio a 1% em tampdo
cacodilato de sodio a 0,15 M, pH 7,2, durante 1 a 2h;

d) lavagem no mesmo tampdo por 2h ou durante uma noite;

e) desidratagdo em série de concentragdo crescente de etanol (de 70 a
100%) por cerca de 3 h, seguida de uma mistura de etanol a 100% + 6xido de
propileno (1:1) por 5 min, e, por fim, somente 6xido de propileno por mais 5
min;

f) infiltragdo, sob vacuo ou ndo, da amostra em mistura de 6xido de

propileno e resina epdxi Polybed 812 durante uma noite;
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g) inclusdo das amostras na mesma resina;

h) poliinerizag:ﬁo do material em estufa a temperatura de 580C durante 5
dias.

As etapas de desidratagdo, infiltragdo e inclusdo (c até h) foram

padronizadas em todos os experimentos e, portanto, ndo serdo mais descritas.

Método II - Fixacdo seqiiencial (glutaraldeido + 6smio)

a ) Fixacdo em solugdo de glutaraldeido de 2 a 3,5% em tampéo cacodilato
de s6dio a 0,15 M, pH 7,2, por 2 a 3h 30 min (molaridade final da solugio igual
a 490 mOsm/kg);

b) lavagem em solugdo-tampdo de cacodilato de sédio a 0,15 M, pH 7,2,
adicionada de sacarose, durante 3 h ou uma noite, com varias trocas;

c) pos-fixagdo em tetroxido de Osmio a 1% em solugdo-tampdo de
cacodilato de s6dio a 0,1 M, pH 7,4, durante 1h 30min;

d) lavagem em solugéo-tampdo de cacodilato de sodio a 0,15 M, pH 7,2,

durante 4 h ou uma noite, com varias trocas.

Meétodo III - Fixagéio de acordo com Simionescu & Simionescu (1976)

a) Fixa¢do em solugdo de glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de
sédio 0,15M, pH 7,1 (molaridade final da solugdo fixadora igual a 490
mOsm/kg) -de 2 a3 h;

b) lavagem no mesmo tampéo, com adi¢do de sacarose, durante uma noite
inteira, com varias trocas;

c) pos-fixagdo em solugdo de tetroxido de Osmio a 1% em tampdo
cacodilato 0,15M, pH 7,1, de 1 h a 2h 30min;

d) lavagem no mesmo tampdo durante o periodo de 1 h a 2h 30min;
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e) agdo mordente: solugdo de acido tinico a 1% em tampdo cacodilato de
sodio a 0,05M, pH 7,0, durante 30 min,;
f) lavagem em solugdo de sulfito de sodio a 1% em tampdo cacodilato de

so6dio 0,05M, pH 7,0, durante 5 min.

Método IV - Fixac¢do de acordo com Dallai & Afzelius (1990)

a) Fixagdo em uma solugdo de glutaraldeido a 2%, com adigdo de tanino a
1% e sacarose a 1,8%, em tampdo fosfato Sorensen a 0,1M, pH 7,2, durante 3
dias ou de 7 a 8dias;

b) lavagem em agua destilada, com varias trocas, durante 1 hora;

¢) contrastagdo em bloco com solugdo de acetato de uranila a 1% em agua
destilada durante 1 hora;

d) lavagem em éagua destilada, com varias trocas, durante, no minimo, lh

Método V - Uso do E-PTA (Acido Fosfotungstico Etanélico) modificado de
Bloom & Aghajanian (1968)

a) Fixagdo em solugdo de glutaraldeido a 2 - 2,5% em tampdo fosfato
Sorensen 0,1M, pH 7,2, durante 50 min a 90 min;

b) lavagem no mesmo tampdo, com adi¢do de sacarose, durante uma noite
sob refrigeragdo (ca. 4°C);

¢) desidratagdo parcial em série de concentrag@o crescente de etanol (75 a
95%);

d) impregnagdo e desidratagio em E-PTA a 3% (Etanol a 100% + Acido
Fosfotingstico) durante um periodo de 4 a 24 h, a frio (ca. 4°C);

e) desidratagfo final em 6xido de propileno por 30 min, a frio, em fungdo

da reagfio exotérmica entre este solvente e 0 E-PTA.
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Cortes semi-finos (0,5 um de espessura) para andlise preliminar em
microscopia de luz foram obtidos com o ultramicrétomo Porter Blum MT-2B e
corados com solugfo alcalina de azul-de-toluidina de 0,5 a 1% em 1% boérax.
Os cortes ultra-finos foram feitos com auxilio de navalha de diamante,
coletados em telinhas de cobre sem pelicula suporte e pds-contrastados com
solugdes aquosas de acetato de uranil a 2% durante 15 a 30 min e de citrato de
chumbo durante 2 a 5 min. Os cortes finos procedentes das amostras fixadas de
acordo com o método V (E-PTA) foram observados também sem pos-
contrastagdo. Alguns cortes do material, preparado pelo método I, foram
processados para detecgdo de glicogénio (Afzelius, 1992): solugdo aquosa de
tanino a 1% por 30 min, seguida de solugdo aquosa de acetato de uranil a 4%
por 60 min.

A maioria dos cortes finos foi observada no microscdpio eletrdnico de
transmissdo SIEMENS ELMISKOP 101 (operado a 100kV) do Laboratério de
Microscopia Eletronica do IFUSP. Alguns cortes finos do material fixado pelo
método IV, devido ao grande contraste do material, foram observados no MET
PHILIPS CM 200, (200kV), do mesmo laboratdrio. Utilizamos, também, os
microscopios eletronicos de transmissdo: (a) JEOL 100 CX-II (operado a 80
kV) do Laboratério de Microscopia Fletronica do Departamento de Histologia e
Embriologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP; (b) ZEISS EM 900
(operado a 80kV) do Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de
Bioci€éncias da USP. Para o registro da maior parte das nossas observagdes,
utilizamos filmes fotograficos KODAK 4489 ("ESTAR thick base").

O processamento fotografico subseqiiente foi realizado nas cimaras escuras
do LME do IFUSP. Na ampliagdo fotografica, utilizamos os ampliadores
DURST Laborator 54 e 1200 e papel resinado da marca Kodak, tipo
Kodabrome Print RC-F3 e F2. No presente trabalho, as pranchas de
micrografias eletronicas foram reproduzidas em copiadora da marca Xerox

DUCU-COLOR em papel “couché” brilhante.
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3. Processamento para Microscopia Eletronica de Varredura

Método I - Montagem Total de Espermatozéides (modificado de Marchant
& Thomas, 1983)

Testiculos e ductos espermaticos (vesicula seminal e 'duplex’) de imagos
jovens foram dissecados em solugdo de Ringer para insetos e, a partir de um
homogeneizado celular, obtiveram-se suspensdes de espermatozoides intra e
extra-testiculares. O procedimento seguiu o roteiro abaixo:

a) com auxilio de pipeta Pasteur, gotas das suspensdes celulares foram
depositadas, em separado, sobre fragmentos de laminulas cobertos previamente
por uma fina pelicula do adesivo policationico, poli-L-lisina a 0,1% em agua
destilada;

b) aguardou-se alguns minutos para permitir a decantagio e a adesdo dos
espermatozoéides ao substrato;

¢) em seguida, os espermatozoides foram expostos, sob uma campanula de
vidro, a vapores de tetroxido de 6smio a 4% por 30s a 60s e, apds, lavados
gentilmente em agua destilada;

d) as amostras foram, entdio, desidratadas em série de concentragdo
crescente de etanol (75 a 100%);

Todas as amostras desta preparagéo e das que se seguem, foram secas pelo
método do ponto critico, usando CO», montadas, cobertas com ouro e
observadas no microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 840 A do LME
do IFUSP, operado em tensdo aceladora de 5 kV a 25 kV.

Testiculos e ductos espermaticos de imagos jovens (vesicula seminal e
duplex) foram, também, submetidos a criofratura em etanol 100% ¢ em DMSO

(dimetilsulfoxido) 50%, cujos roteiros sdo descritos a seguir.
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Método II - Criofratura em Etanol a 100%, modificado de Humphreys,
Spurlock & Johnson, (1974)

a) Fixagdo em glutaraldeido a 1,5% + paraformaldeido a 1% em solugdo-
tampdo de cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2 (osmolaridade total da solugdo
fixadora igual a 499mOs/kg) - ca. 24 h, a temperatura ambiente;

b) lavagem, a frio, no mesmo tampdo adicionado de sacarose - ca. 10 dias;

¢) pos- fixagdo em solugdo de tetroxido de 6smio a 1% em tampdo
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2, durante 2 h;

d) maceragdo, a temperatura ambiente, em solugdo aquosa de tetroxido de
6smio a 0,1% - ca. 48 h;

e) lavagem no mesmo tampéo, com varias trocas - de 40 min a 2 h;

f) impregnagdo em solugéo aquosa de tanino a 2% por 2 h, seguida de
breve ringagem em agua destilada;

g) desidratagdo em série de concentragdo crescente de etanol (75-100%)
durante 1 h;

h) a seguir, as amostras, em etanol absoluto, foram transferidas para
tubinhos "Parafilm", congeladas em nitrogénio liquido e criofraturadas. Usou-
se um cilindro macigo de latdo, imerso em um recipiente com o mesmo liquido
congelante;

1) com auxilio de uma navalha metalica, previamente resfriada em
nitrogénio liquido e fixada na extremidade d¢ um cabo isolante, procedeu-se a
criofratura dos espécimes sobre a superficie resfriada do cilindro metalico;

i) a secagem das amostras criofraturadas foi realizada em aparelho de ponto
critico, usando CO»;

J) montagem das pegas sobre os porta-objetos do M.E.V. com auxilio de
fita adesiva dupla face e cola de prata, e cobertura das mesmas com ouro de
acordo com o procedimento ja descrito.

Algumas amostras, fixadas em solugido de glutaraldeido a 2 - 2,5% em

tampéo cacodilato de sédio 0,15M, pH 7.2, por 3 a 12 horas, foram maceradas
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no tetroéxido de osmio a 0,1%, apdés a impregna¢do com solugdo de tanino.
Outras amostras foram criofraturadas sem prévia maceragéo.

Estas amostras foram observadas no M.E. V., operado a 25 kV.

Método III - Criofratura em DMSO (Dimetilsulfoxido), modificado de
Tanaka (1989)

O processamento do material foi idéntico ao do método anterior até a pos-
fixagdo em tetr6xido de Osmio. Apds a lavagem em tampdo, seguiu-se o
seguinte roteiro:

d) imersdo em solugdo de DMSO a 25% em agua destilada por 30 min;

e) imersdo em solugdo de DMSO a 50% em agua destilada por 30 min;

f) congelamento e criofratura das amostras, contidas em gotas de DMSO a
50%, sobre a superficie gelada do cilindro de latdo;

g) retorno imediato das pegas recém criofraturadas a solugdo de DMSO a
50% até descongelar a temperatura ambiente;

h) lavagens sucessivas em solugdo tampdo para remover o DMSO,;

1) pos-fixagdo em solugdo aquosa de tetroxido de 6smio a 1% por 1h;

Jj) maceragdo em solug@o aquosa de tetroxido de 6smio a 0,1% - ca. 60 h;
k) lavagem em agua destilada por 15 min;

1) impregnagdo em solugfio aquosa de tanino a 2% por 2 h;

m) lavagem em agua destilada, com 4 trocas, durante uma noite no

refrigerador;

n) impregnagdo adicional com solugdo de tetroxido de 6smio a 1% durante
1h;

0) lavagem rapida em agua destilada;

p) desidratagfio, secagem em ponto critico, montagem das pegas, cobertura

com ouro € observagdo ao M.E.V., conforme o descrito anteriormente.
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RESULTADOS

1. ESPERMIOGENESE APIRENE

Em Lepidoptera, os espermatocitos I apirenes sofrem distribuigéo irregular
dos cromosomas durante as divisoes de maturagdo, resultando em varios grupos
cromossomicos independentes, os quais originardo micronucleos. Estes, no
final da tel6fase I da meiose, durante a citocinese, encontram-se dispersos no
citoplasma dos pdlos das células espermaticas apirenes.

Para melhor compreensdo dos eventos citoldgicos subseqiientes, que
caracterizam o processo da espermiogénese apirene, ndés 0 separamos em seis
estagios distintos, considerando os trés seguintes aspectos: (1) a disposigdo
inicial dos micronucleos, seu deslocamento ao longo do flagelo e sua
eliminagdo durante o alongamento das espermatides; (2) a formagdo e o
desenvolvimento de um capuz denso na extremidade proximal do "corpusculo
basal" atipico, e as modificagdes destes durante a invaginagdo das espermatides
no citoplasma da célula cistica apical; (3) o alongamento e a modificagdo do
flagelo em relagdo ao axonema e aos derivados mitocondriais.

A formagdo e o desenvolvimento do complexo mitocondrial ou
"Nebenkern" até a formagdo dos derivados mitocondriais das espermatides
apirenes e cupirenes serdo descritos em conjunto (item 3.2), porque ndo
observamos diferengas significativas entre os processos eupirene € apirene

nesse aspecto particular.

1.1. Estagios de Desenvolvimento
Neste estudo, pudemos caracterizar a ultra-estrutura de 6 estagios do
desenvolvimento das espermatides apirenes da A. argillacea até a formagao dos

espermatozoides contidos nos cistos testiculares. Sdo eles:
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Estagio 1. As espermatides apirenes jovens sdo reconhecidas pela sua
forma arredondada, pela presenga de diversos micronucleos distribuidos no
citoplasma e pelo flagelo curto. Elas mantém intimo contato entre si, sendo

freqilente a presenga de jungdes do tipo septado entre elas (Fig.1). A maior

quantidade de citoplasma concentra-se na regido anterior da célula que é a mais

volumosa (Figs. 1 € 2). O citoplasma rico em ribosomas livres mostra, também,
algumas cisternas proximas do "corpusculo basal" atipico (Figs. 1 e 2). Em
cortes transversal (Fig. 1) e longitudinal (Fig. 2) desta area, em cada
espermatide, o corpusculo basal esta situado centralmente e rodeado por varios
microntcleos. A matriz do corplisculo basal € elétron-denso em quase toda sua
extensdo e com uma pequena massa densa acolada a sua extremidade proximal
(Fig 2). Na extremidade distal do corpuisculo basal, ja se percebe a presenga de
um axonema, que se estende e em um flagelo curto (Fig. 2). Nos micronticleos
com envoltorios continuos totalmente desprovidos de poros, ha grumos
esparsos de cromatina condensada (Fig. 1) ou a cromatina densa ocupa quase
todo o espago nuclear (Figs. 1 e 2). As vezes, corpos multivesiculares sdo

observados entre os micronucleos.

Estagio 2. Nesta fase, as e.spermétides, ainda bem unidas entre si, iniciam
seu alongamento. Em cortes transversais das regides mais anteriores, véem-se
complexos mitocondriais em inicio de formagdo, localizados ao lado de
microntcleos de tamanhos variados (Fig. 3). Os microntcleos mais volumosos
mostram grumos de cromatina condensada e os menores apresentam-se quase
totalmente condensados. O "corpusculo basal" situa-se anteriormente ao
"Nebenkern" (ou complexo mitocondrial) no citoplasma dos flagelos. Nestes
ultimos, ha muito citoplasma circundando os axonemas do tipo "9 + 2", e
microntcleos podem, ou ndo, ser observados nestas regides. Nota-se, ainda, a

presenga de dictiosomas do complexo de Golgi préoximos dos micronicleos.
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Estagio 3. As espermatides ja estdo em alongamento (Fig. 4). No
citoplasma das extremidades mais proximais, localizam-se os "corpusculos
basais", onde ainda podem ser encontrados microniicleos posicionados
anteriormente aos “centriolos” (Fig. 4). Contudo, a maioria dos micronucleos ja
esta se deslocando ao longo dos flagelos. Estes ultimos, em diferentes alturas
de corte, mostram-se interligados por meio de pontes citoplasmaticas rodeadas
por anéis densos (Figs. 4 e 12). Alguns micronucleos, particularmente os
menores com cromatina mais densa, localizados ou ndo préximos a corpos
multivesiculares, podem aparentar situagdo de citolise (Fig. 4). Alguns deles até
apresentam a cromatina vacuolizada. Outros, principalmente os maiores com
cromatina mais dispersa, com freqiiéncia estdo isolados no interior de grandes
vactolos (Fig. 5). As vezes, percebe-se a liberagio do material nuclear para o
citoplasma dos flagelos, provavelmente devido a fusdo da membrana vesicular
com o envelope nuclear dos micronucleos (Fig. 6). Nos flagelos em
alongamento, os derivados mitocondriais estio em fase final de separagio
(Figs. 6). Os axonemas ainda se encontram no padrdo microtubular do tipo "9 +
2". Ao longo do citoplasma flagelar, sdo encontrados com freqii€ncia
dictiosomas do complexo de Golgi proximos aos micronucleos e alguns corpos
densos granulares de natureza desconhecida. O citoplasma denso mostra muitos
polisomas livres e algumas cisternas do reticulo endoplasmatico (Figs. 4 € 5).
No final desta fase, os "corpuisculos basais" bem densos, rodeados por escasso
citoplasma, ocupam as regides mais anteriores das espermatides mais alongadas
e nota-se uma pequena depressdo nas suas extremidades mais anteriores
(Fig. 7). Algumas células encontram-se justapostas 3 membrana da célula
cistica apical ou ja iniciando o processo de invaginagdo no citoplasma da

mesma (Fig. 7).
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Estagio 4. Nesta fase, em cortes longitudinais, as regides anteriores
("cabegas") das espermatides apirenes apresentam-se mais alongadas e mais
aprofundadas no citoplasma da célula cistica apical (Fig. 8). Essas
extremidades sdo praticamente ocupadas pelos corpusculos basais de conteudo
pouco denso ou quase elétron-transparente, cujas regides proximais aparecem
parcialmente envoltas por capuzes densos (Fig. 8). Estes ocupam parte do
espago compreendido entre a membrana plasmatica da espermatide e a da
célula suporte. Mais tarde, os capuzes densos se expandirdo, aumentando de
volume e se diferenciando nesses espacos intercelulares em diregido a regido
posterior dos "corpiisculos basais" (Figs. 9 € 10). Cortes transversais de regides
medianas (Fig. 11) e mediana-posteriores (Fig. 12) dos flagelos em
alongamento mostram que os axonemas ainda sdo do tipo "9 + 2", porém os
subtibulos B dos pares periféricos ja apresentam proje¢Oes lineares, que
originardo os microtibulos acessorios. Tanto os nove pares periféricos quanto
os dois tibulos centrais mostram conteiido elétron-transparente (Fig. 11). Os
derivados mitocondriais, que ladeiam cada axonema numa disposi¢do angular
bem aberta, apresentam tamanhos e formas semelhantes, com pequenas
variagdes. Seu conteudo, geralmente, mostra-se um pouco mais elétron-denso
que o citoplasma circundante (Figs. 11 e 12). No citoplasma flagelar,
observam-se cisternas lisas ao redor do axonema, alguns microtabulos
citoplasmaticos proximos aos derivados mitocondriais € muitos polisomas
livres (Fig. 11). Nas regides mais posteriores dos flagelos, percebe-se que ainda
as células estdo interligadas por meio de pontes citoplasmaticas (Fig. 12), que
serdo eliminadas nas regides flagelares mais posteriores. Microniicleos isolados
em vaciolos citoplasmaticos sdo também observados em alguns flagelos nessas
regides. Em cortes transversais de regides subterminais dos flagelos (Figs. 15 e
16), as células do mesmo cisto podem ainda conter muito citoplasma ou este
pode estar bastante reduzido. No citoplasma das espermatides com maior

volume citoplasmatico, observam-se com freqiiéncia massas densas irregulares
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dispersas, as quais correspondem, muito provavelmente, as massas cromatinicas
liberadas dos microntiicleos e que serdo eliminadas a posteriori. Sdo, também,
observados varias unidades do complexo de Golgi (Fig. 15) préximos ou ndo
dos axonemas, esparsas cisternas do reticulo endoplasmatico granular e
diversos vacuolos de contetido claro e de tamanho variado nestas regides dos
flagelos (Fig. 16). Os axonemas mostram, em geral, a mesma estrutura das
regides flagelares medianas e, também, ao redor daqueles, nota-se a presenga de
cisternas geralmente lisas (Fig. 12). Em cistos de regides terminais de flagelos
apirenes (Fig. 13), os pares periféricos dos axonemas n3o mostram as projegdes
lineares nos subtiibulos B e, em alguns mais desorganizados, percebe-se a total
auséncia dos tabulos centrais. Vacuolos sdo observados junto aos axonemas em
desorganizagdo e, nas regides flagelares mais terminais, observa-se o
citoplasma ocupado principalmente por massas muito densas, esparsas ou
concentradas, € nenhuma outra estrutura é mais observada. Entre os flagelos
das espermatides, tanto nas regides medianas quanto nas posteriores, notam-se,
com freqiiéncia, pequenos septos entre as membranas plasmaticas das células
justapostas (Fig. 11) que se assemelham as jungGes septadas das células
cisticas. No final desta fase (Fig. 14), os microtubulos acessorios ja estdo
completos, porém seu contetido ainda ¢ elétron-transparente. Ha, também, uma

camada de cisternas lisas ladeando parcialmente os derivados mitocondriais.

Estagio 5. Em cortes longitudinais (Fig. 9), nota-se que as "cabegas" das
espermatides apirenes estio bem mais aprofundadas no citoplasma da célula
cistica apical, com regides diferenciadas na estrutura do capuz proximal, que
encobre também os "corpusculos basais" e as porgdes iniciais dos flagelos (Fig.
10). A medida que progride o alongamento dos flagelos, o citoplasma vai
gradualmente reduzindo seu volume; em cortes transversais de cistos inteiros e
mais compactos (Figs. 17 e 18), observa-se ainda a presenga de muitos

polisomas livres. Micronicleos, corpos multivesiculados, vactolos e
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dictiosomas golgianos ndo sdo mais observados tanto nas regides medianas
(Fig. 17) quanto nas regides distais dos flagelos (Fig. 18). As vezes, observam-
se algumas espermatides ainda conectadas por pontes citoplasmaticas (Fig. 17).
Nas regides medianas e distais dos flagelos (Figs. 17 e 18), notam-se varias
expansdes citoplasmaticas das células cisticas para o interior dos cistos, bem
como restos citoplasmaticos descartados das espermatides. Durante este
estagio, o filamento axial adquire sua configuragdo tubular definitiva do tipo "9
+ 9 + 2" (Fig. 17 e encarte; e Fig. 18). O lumen dos microtubulos acessorios do
axonema apresenta-se denso e notam-se finas pontes, interligando os referidos
tubulos. Nos pares periféricos, os subtibulos A mostram conteido denso e
bragos de dineina, mas os subtibulos B permanecem com limen claro. Os
derivados mitocondriais vdo perdendo sua forma circular, adquirindo
gradualmente o formato de "solas de sapatos” e dispondo-se paralelamente
entre si (encarte da Fig. 17). Uma fileira simples de microtubulos
citoplasmaticos se dispde entre os derivados e, junto as suas faces laterais,
também sdo encontrados microtibulos (um a varios). Na matriz de baixa
elétron-densidade, em cada derivado, nota-se uma area mais densa que evoluira

em uma subestrutura paracristalina no espermatozodide atipico (encarte da Fig.

17).

Estagio 6. A espermiogénese apirene finaliza e os espermatozoides estdo
completos. As "cabegas” anucleadas dos espermatozoides estdo completamente
mergulhadas no citoplasma da célula cistica, ocupando profundidades
diferentes (Fig. 22, niveis A-J; Figs. 23 a 26). Em cortes transversais de
material fixado de acordo com o método IV, pode-se observar bem a
subestrutura e a diferenciagdo do capuz denso que recobre a extremidade
anterior, bem como a organizagdo gradual dos "centriolos" atipicos (Figs. 22 a
28). A regido mais proximal da "cabega" ¢ formada apenas pelo capuz denso,

no qual se diferenciam duas capas concéntricas (Fig. 22, nivel A). A capa
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externa mantém sua espessura, porém a interna diminui gradualmente a medida
que os microtubulos dos "centriolos” comegam a ocupar o limen central de
cada espermatozoide (Fig. 22, niveis B a J; Figs. 23 a 26). Na regido posterior
da "cabega", que praticamente corresponde a porgdo inicial dos "centriolos”,
observa-se que os capuzes densos foram substituidos por capas estriadas
transversalmente (Fig. 22, niveis K, L, M e N; Figs. 27 e 28). Em diferentes
alturas de corte das "cabegas", percebe-se a organizagdo gradual do "centriolo”
atipico. Este comeca com a formagdo da coroa mais periférica dos nove
microtibulos acessérios (Fig. 22, niveis B a G; Figs. 23 e 24), depois sdo
formados os nove pares periféricos (Fig. 22, niveis H a K; Figs. 25, 26 € 27) e,
finalmente, notam-se os dois tubulos centrais (Fig. 22, niveis L, M e N; Fig.
28), até a organizagdo completa do axonema do tipo "9 + 9 + 2", o qual ja se
encontra livre no limen do cisto e recoberto por uma fina capa sem estrutura
definida (Fig. 22, nivel O), provavelmente oriunda do capuz denso. As porgdes
miciais dos flagelos ainda se encontram em contato parcial com projecdes
citoplasmaticas da célula cistica apical.

Em secgdes transversais (Figs. 19 e 29) e em imagens de criofratura para
microscopia eletronica de varredura (Figs. 20 e 21) de cistos contendo flagelos
de espermatozoides apirenes, observa-se que estes se agrupam de modo
aleatorio no lumen dos cistos, ao contrario dos espermatozoides eupirenes que
se ordenam de forma muito regular. Como ja € conhecido para 4. argillacea
(Medeiros, 1986; Medeiros & Silveira, 1996), a regido mediana da peca
principal de cada flagelo apirene é formada por um axonema completo do tipo
"9 + 9 + 2", por dois derivados mitocondriais de formato e tamanho iguais,
dispostos numa configuragdo em "V" e pela membrana flagelar (Figs. 19, 29 e
30). Utilizando-se o método especial de fixagdo IV, pode-se observar com
detalhes a subestrutura do axonema e dos derivados mitocondriais em cortes
transversais de flagelos apirenes (Figs. 29 e 30). A parede de cada microtibulo

acessorio ¢ formada por 16 protofilamentos, e o seu limen é preenchido com 7
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a 8 esférulas elétron-transparentes de posigdo periférica, mais 1 ou 2 centrais
(Fig. 30). No material denso, que se interpde entre os tibulos acessorios,
distinguem-se duas regides diferenciadas: uma mais espessa e proxima dos
subtubulos B dos pares periféricos, que contém 3 a 4 esférulas elétron-
transparentes bem proximas do profilamento n° 3 (numeragdo de acordo com
Witman et al., 1972), e outra mais fina, que se liga aos tibulos acessorios
vizinhos (Fig. 30). As paredes dos subtibulos A e B dos pares periféricos
apresentam 13 e 10 protofilamentos, respectivamente. As vezes, nota-se um
protofilamento adicional no subtibulo B. Cada subtibulo A possui lamen
elétron-denso, porém sem uma sub-estrutura definida como nos tabulos
acessorios, € os subtibulos-B mostram o limen parcialmente elétron-
transparente ou com baixa densidade eletronica (Figs. 29 e 30). A parede dos
dois microtibulos centrais ¢ formada por 13 protofilamentos e o seu limen
mostra-se transparente (Figs. 29 e 30). Em cortes transversais de regiées sub-
terminais € terminais dos flagelos apirenes (Fig. 31), nota-se que, durante a
gradual desorganizagdo dos axonemas (niveis "a - d"), os pares periféricos séo
os primeiros a desaparecer, seguidos dos tubulos centrais, e, por fim, os altimos
a se desorganizar sdo os tubulos acessérios, que mantém sua subestrutura

mesmo nas regides mais distais dos flagelos.

1.2. Resultados especiais com os Métodos IVe V

Com a fixacdo IV, pode-se observar com mais detalhes, em cortes
transversais, a subestrutura paracristalina de uma regido da matriz densa dos
derivados mitocondriais (Figs. 29 e 30). Esta fixagdo especial mostra, em cada
derivado mitocondrial, que os nucledides densos sdo formados por um
empacotamento hexagonal de particulas espagadas entre si por ca. 100A
(Fig. 30). As membranas dos envelopes mitocondriais € as membranas
flagelares sdo ressaltadas em contraste "negativo" com este fixador especial

(Figs. 29, 30 e 31).
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Em corte transversal (Figs. 36 e 38) e longitudinal (Fig. 37) de cistos de
espermatozodides apirenes fixados de acordo com a preparagdo V, pode-se
verificar que: (a) nas regides mais anteriores dos cistos apirenes (Figs. 36 e 37),
o capuz que recobre a "cabeca" do espermatozéide e os microtubulos acessorios
dos "centriolos" mostram reagdo positiva ao E-PTA; (b) e nos flagelos, os
nucle(ﬁdes densos e de natureza paracristalina dos derivados mitocondriais
reagem positivamente ao E-PTA, bem como o contetido dos microtibulos

acessorios axonematicos (Fig. 38).

2. JUNCOES INTERCELULARES

Jungdes septadas, jungdes adesivas do tipo desmosoma e zonulae
adherentes sdo freqilentemente observadas entre as membranas das células
cisticas que envolvem os flagelos apirenes e eupirenes (Figs. 32 a 35). Com a
utilizagdo da mistura fixadora especial a base de acido tanico, foi possivel
observar-se, em cortes longitudinais, jungdes do tipo "gap" (Fig. 33), bem como
detalhes subestruturais de jungdes septadas e de jungSes do tipo desmosoma
(Fig. 34). Somente em estdgios muito precoces da espermiogénese apirene,
pode-se detectar a presenga de septos finos semelhantes as jungSes septadas nas

areas de justaposic¢do entre as espermatides (Figs. 1 e 11).
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Fig. 1 - Secgdo transversal de extremidades proximais de duas espermatides

apirenes jovens, contendo micronucleos (mn), dispostos ao redor de um

corpusculo basal (cb). Em dois micronucleos vizinhos, é nitido o envoltério
nuclear (setas). O espago inter-celular mostra septos transversais esparsos
(pontas de setas) semelhantes a jungdes do tipo septado. 36.000x.

Fig. 2 - Sec¢do longitudinal de uma area equivalente a da figura anterior. Na
extremidade proximal do corpusculo basal (cb), nota-se um acimulo de
material amorfo elétron-denso (ponta dupla de seta). Micronficleos (mn)
distribuem-se ao redor do corplisculo basal. 50.000x.

- Fig. 3 - Grupo de espermatides jovens de um cisto apirene em alongamento.

Observam-se microndcleos (mn) de tamanhos bem diferentes apresentando
regides heterocromédticas irregulares. Destaque para o "Nebenkern" (nk) em
fase inicial e localizado préximo aos microntcleos. 12.500x.
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Fig.4 - Sec¢do longitudinal da extremidade proximal de uma espermatide
apirene em alongamento. Observam-se dois microniicleos (mn), um préximo ao
corpusculo basal (cb) e outro em posigdo mais caudal, proximo ao "Nebenkern"
(nk) em desenvolvimento. Destacam-se, também, um corpo multivesiculado
(cmv) e uma vesicula semelhante a um corpo residual (cr). Na espermatide
vizinha, a seta indica wma psrte do anel denso (seta) de uma ponte
citoplasmatica. 25.000x.

Fig. S - Microniicleo (mn) isolado no interior de um vacuolo citoplasmatico na
regido caudal de uma espermatide apirene em alongamento. Observa-se um
espago dilatado e estreito (*) compreendido entre o envoltério nuclear (seta) e a
membrana vacuolar, a qual por sua vez ¢ contornada por cisternas lisas (pontas
de setas). 50.000x.

Fig. 6 - Em uma regido mais distal do flagelo de uma espermatide apirene,
contendo axonema (ax) e derivados mitocondriais (dm), o espago (*) ao redor
de outro micronucleo (mn) encontra-se bem reduzido. Ha continuidade (ponta
de seta) entre o envelope nuclear (seta) e as membranas do vactolo que envolve
parcialmente o microniicleo. A direita, observa-se liberagdo do material
cromatinico (cr) e do resto do material nuclear para o citoplasma. 34.500x.







Fig. 7 - Cortes obliquos de regides proximais de um feixe de espermatides
apirenes em alongamento, duas delas (1 e 2) justapostas 8 membrana plasmatica
da célula cistica (cc). A regido proximal da espermatide 2, onde se localiza o
corpusculo basal (cb), inicia a invaginar-se no citoplasma da célula cistica. As
pontas de setas indicam diferentes tipos de jungdes adesivas (zonula adherens e
Jjungdo septada) entre as células cisticas. 25.000x.

Fig. 8 - Estagio mais avangado (3) da invaginagdo de espermatides no
citoplasma da célula cistica (cc). Na regido mais proximal de cada espermatide,
onde se localiza o corpusculo basal (cb), observa-se que o capuz denso (ponta
de seta) esta mais desenvolvido. 20.000x.

Fig. 9 - Estagio subseqiiente (4) da invaginagdo e transformagdo das
extremidades proximais de espermatides em fase de alongamento. O capuz
denso (CA) ja esta bem mais desenvolvido, apresentando regides diferenciadas
(setas). cb - corpusculo basal. 30.000x.

Fig. 10 - Cisto apirene em estagio bem avangado no processo de maturagdo,
mostrando as regides anteriores das espermatides, em diferentes alturas de
corte, mergulhadas no citoplasma da célula cistica (cc) e as regides proximais
dos flagelos (f). Entre os flagelos, observam-se prolongamentos (setas) da
célula cistica (cc), bem como porgdes de citoplasma eliminado das
espermatides apirenes. As pontas de setas indicam jungdes adesivas entre as
células cisticas. A direita, observa-se parte de um septo testicular (ST). N -
nucleo da célula cistica. 10.000x.







Fig. 11- Secgdo transversal de flagelos de espermatides apirenes ao nivel da
pega principal. Nos axonemas (ax) do tipo "9 + 2", observam-se pequenas
proje¢des (pontas de setas menores) ligadas aos subtibulos B das duplas
periféricas. Os axonemas encontram-se parcialmente envoltos por cisternas
lisas (setas maiores). Ladeando cada axonema, ha dois derivados mitocondriais
(dm) em uma disposigdo angular bem aberta. Presenga de microtibulos isolados
(pontas de setas maiores). Grumos de ribosomas (ri). A membrana plasmatica
(setas menores) torna-se mais evidente nas areas de justaposi¢do. 46.500x.

Fig. 12 - Corte transversal de flagelos interligados por meio de pontes
citoplasmaticas (P) circundadas por anéis densos (pontas de setas maiores). Na
regido das pontes, ndo ocorrem organelas subcelulares. Os flagelos encontram-
se em estagio de desenvolvimento semelhante aos da figura anterior. Observam-
se, ainda, corpos densos (pontas de setas menores) de natureza desconhecida.
24.800 x.

Fig. 13 - Porgdes subterminais de flagelos em corte transversal. A maioria dos
axonemas (ax) apresenta ainda o padrdo microtubular do tipo "9 + 2", com
excegdo de um deles () sem os microtiibulos centrais. As duplas periféricas
ndo apresentam os bragos de dineina nem as proje¢des lineares nos subtubulos
B, descritos na figura 11. 77.500 x.

Fig. 14 - Secgdo transversal de um flagelo em estagio de desenvolvimento mais
avangado que os anteriores. No axonema (ax), com padrdo microtubular do tipo
"9 + 9 + 2", nota-se a coroa de microtiibulos acessorios (pontas de setas
maiores), com limen elétron-transparente. Nas duplas periféricas, os
subtibulos A ¢ B mostram a organizagdo tipica. As pontas de setas menores
indicam os bragos de dineina. Cisternas lisas (setas finas) envolvem
parcialmente os derivados mitocondriais (dm) e o axonema. Glicocalix evidente
(seta curta). 100.000 x.







Fig. 15 - Porgdo de um cisto apirene compacto, mostrando um conjunto de
espermatides seccionadas ao nivel de regides subterminais de flagelos em
estagio evolutivo um pouco mais avangado que o da figura anterior. Em
algumas espermatides, observam-se massas elétron-densas (pontas de setas)
dispersas no citoplasma que provavelmente correspondem a grumos de
cromatina oriundos de micronicleos desintegrados. Detectam-se, também,
axonemas (ax); reticulo endoplasmatico; grande quantidade de ribosomas livres
(1) e dois dictiosomas golgianos (G) bem desenvolvidos. 17.600 x.

Fig. 16 - Secgdo transversal de espermatides apirenes ao nivel de regides
terminais e sub-terminais de flagelos, algumas delas contendo grumos densos
de cromatina (pontas de setas maiores). Nas espermatides mais volumosas, o
axonema (ax), apresentando ainda o padrdo microtubular do tipo "9 + 2",
encontra-se total ou parcialmente envolto por um envelope membranoso liso
(pontas de setas menores). Em alguns flagelos, nota-se a presenga de vesiculas
(v) de tamanhos variados com conteudo luminal reticular e esparso. Nas
por¢des mais terminais dos flagelos, o volume do citoplasma esta bem
reduzido, com aspecto mais homogéneo e sem grumos -elétron-densos.
Cobertura celular (setas) mais evidente nas areas de justaposigao celular.

18. 600 x.







Fig. 17 - Secgdo transversal de um cisto apirene inteiro ao nivel das pegas
principais dos flagelos (F). O cisto contém 256 espermatides entre projegdes
citoplasmaticas (setas curtas) das células cisticas (cc) limitantes, unidas por
varias jungdes (pontas de setas menores). Em duas espermatides, observa-se a
presenga de corpos densos granulares (pontas de setas maiores). A esquerda do
cisto, notam-se espermatides ainda interligadas por meio de pontes
citoplasmaticas (setas finas e curtas). A seta fina e longa indica o flagelo da
espermatide ampliada no encarte. 8.000 x.

Encarte: Corte transversal de um flagelo apirene da fig. 1. O axonema (ax) ja
apresenta o padrdo completo de organizagdo tipo "9 + 9 + 2". Os microtubulos
acessorios apresentam-se interligados por finas pontes (pontas de setas) e seu
conteudo luminal é denso. Apenas os subtubulos A das duplas périféricas
apresentam limen denso. Os dois tibulos centrais sdo elétron-transparentes. Os
derivados mitocondriais (dm), com formato de "chinelos", apresentam-se mais
ou menos paralelos entre si e possuem uma regido circular densa (*) na porgdo
lateral mais estreita. Preseng¢a de microtiibulos citoplasmaticos (pontas de setas)
préoximos aos derivados. O volume do citoplasma esta bastante reduzido.
40.000 x.

Fig. 18 - Cisto apirene inteiro contendo 253 flagelos (F) seccionados ao nivel
de suas por¢des terminais. A grande maioria dos flagelos apresenta axonemas
do tipo "9 + 9 + 2", porém alguns deles (seta) mostram uma configuragdo mais
aberta, indicando inicio do processo de desorganizagdo microtubular tipica de
regido terminal flagelar. Observam-se acimulos ribossomais (pontas de setas)
no citoplasma de alguns flagelos. cc - célula cistica. 12.500 x.







Fig. 19 - Corte transversal panoramico de um cisto apirene inteiro contendo
256 flagelos (F) seccionados na altura de suas pegas principais. 11.000 x.

Fig. 20 - Grupo de cistos contendo flagelos (F) de espermatozoides apirenes
submetidos a criofratura em DMSO a 50%, seguida de maceragdo em OsOy4 a
0,1% durante ca. 66 horas. Observa-se, no circulo, um flagelo, no qual se
destacam o axonema (seta) e os dois derivados mitocondriais (pontas de setas).
MEV - 11.000 x.

Fig. 21 - Flagelos (F) de espermatozéides apirenes submetidos a criofratura em
etanol. Destaca-se a configuragdo geral dos axonemas (ax), nos quais se
distinguem "nove conjuntos” bem unidos entre si. Em um dos flagelos, estdo
indicados os derivados mitocondriais (DM). MEV - 27.000 x.
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Fig. 22 - Secgdes transversais de regides proximais de espermatozodides
apirenes em diferentes niveis, desde a extremidade mais anterior (A) ao nivel
do capuz denso (cd) até a regido inicial do flagelo (O), cujo axonema completo
apresenta ¢ padrdo microtubular "9 + 9 +2". Observa-se que as regides mais
proximais dos espermatozdides encontram-se imnersas no citoplasma da célula
cistica (cc) e cada qual encoberta totalmente por um capuz denso (cd). Este se
diferencia em anéis concéntricos ao redor da membrana plasmatica (setas
curtas) - evidenciada "negativamente" pela mistura fixadora - e se torna cada
vez mais fino e com estriagdes (setas longas) a medida que as células
espermaticas avangam em dire¢do ao limen do cisto (lu). Em alguns flagelos
livrtes no limen, o capuz denso esta reduzido a uma fina cobertura celular
(ponta dupla de seta). Alguns microtibulos esparsos (pontas de setas) sdo
observados no citoplasma da célula cistica. Fixagdo de Dallai & Afzelius
(1990). 80.000 x.







Fig, 28 - Corte equivalente ao nivel 'M' da Fig.22. O axonema completo € do
tipo "9 + 9 +2". A seta preta menor indica a bainha central junto aos dois
microtabulos centrais (MC). Nos subtibulos A de alguns pares periféricos,
observam-se pequenas projegdes (pontas de setas menores). Varios subtabulos
B estdo ligados aos microtibulos acessorios por meio de pontes (pontas de
setas maiores). Estes ainda se encontram parcialmente em contato com o
material denso adjacente a membrana plasmatica (seta branca). Axonema
envolto por capuz estriado (seta preta maior).




Figuras 23 a 28 - Ampliagdo de algumas sec¢des indicadas na Fig. 22 pelas
letras E, F, [, J, K e M. 200.000 x.

Fig. 23 - Ampliagdo da secg¢do 'E'. Nove microtibulos acessorios (MA) estdo
dispostos bem proximos uns dos outros, formando a coroa microtubular mais
externa da regido mais proximal do axonema em gradual organizagdo. Duas
camadas concéntricas (*) do capuz eletrodenso (CD) dispdem-se ao redor da
membrana plasmatica (seta branca) "corada negativamente". As pontas de setas
indicam a membrana plasmatica da célula cistica também "corada
negativamente".

Fig. 24 - Secgdo correspondente ao nivel 'F' da Fig.22. Os microtabulos
acessorios mais espagados ocupam uma circunferéncia de 0,1pm de didmetro.
Evidencia-se um material elétron-denso (seta preta) entre os microtibulos € a
membrana plasmatica (seta branca).

Fig. 25 - Corte ao nivel T' da figura 22. Cinco microtibulos duplos incompletos
encontram-se proximos aos microtiibulos acessérios, mantendo, com alguns
deles, pontes de ligagdo (pontas de setas). Uma dessas pontes (ponta dupla de
seta) esta também conectada ao material eletrodenso (seta preta) na Fig. 24.
Membrana plasmatica (seta branca).

Fig. 26 - Ampliagdo da secgdo 'J' da figura 22. Ja se desenvolveram os nove
pares periféricos (DP), nos os subtibulos A tem menor calibre € apresentam
limen denso, enquanto que os subtibulos B, de maior didmetro, apresentam-se
elétron-transparentes. Trés dos microtibulos duplos estdo em contato com o
material denso (seta preta) por meio de pontes (pontas duplas de setas), os
outros estdo conectados (pontas simples de setas) aos microtubulos acessorios,
e um livre. Bragos de dineina ainda ausentes nos subtiibulos A. O capuz denso
externo a4 membrana plasmatica (seta branca) consta de duas camadas
concéntricas bem distintas (*).

Fig. 27 - Neste nivel de corte correspondente a secgdo 'K' da Fig. 22, observa-
se que os pares periféricas (DP) ja estdo formando uma coroa regular, porém
ainda estdo faltando os bragos de dineina dos subtabulos A. Os microtibulos
acessOrios encontram-se parcialmente imersos em um material menos denso e
situado junto a face interna da membrana plasmatica (seta branca). O capuz
apresenta projec¢Oes radiais neste nivel (seta preta). As pontas de setas indicam
a membrana plasmatica da célula cistica.







As figuras 29 a 31 representam flagelos apirenes fixados de acordo com o
método de Dallai & Afzelius (1990).

Fig. 29 - Secgdo transversal ao nivel de regides medianas das porgdes
principais de flagelos de espermatozdides apirenes. O flagelo indicado (seta
vazia), apresenta axonema (AX) completo ("9 + 9 + 2"), no qual se destacam os
microtibulos acessorios (pontas de setas maiores), e dois derivados
mitocondriais (DM) com matriz parcialmente paracristalina (*). O envoltério
membranoso dos derivados mostra um contraste "negativo" (pontas de setas
menores). 120.000 x.

Fig. 30 - Vista ampliada do mesmo espermatozoéide apirene indicado na figura
anterior (seta vazia), demonstrando, principalmente, a sub-estrutura do
axonema. A parede de cada microtibulo acessorio (MA) é formada por 16
protofilamentos e seu limen é preeenchido com 8 a 9 subunidades elétron-
transparentes evidenciados "negativamente”. O material denso (setas)
localizado entre os microtiibulos acessorios contém 3 a 4 pequenas subunidades
globulares evidenciadas "negativamente”, uma destas proxima ao
protofilamento n° 3 dos subtibulos B das duplas periféricas (DP). Os
subtubulos A sdo formados por 13 protofilamentos e os subtiibulos B, por 10 a
11 protofilamentos. Projetando-se dos subtiibulos A, notam-se os bragos de
dineina em forma de ganchos com pontas curvadas para dentro (pontas de setas
duplas). Os dois microtibulos centrais (MC) apresentam 13 protofilamentos
bem distintos. Os dois derivados mitocondriais (DM) de perfil oblongo
aproximam-se pelas bases. Sua membrana dupla é vista com contraste

"negativo” (ponta de seta) e a matriz é parcialmente cristalizada (*). 300.000 x.

Fig. 31 - Porgdo de um feixe de espermatozoides apirenes seccionados ao nivel
de porgdes sub-terminais e terminais dos flagelos, compreendendo niveis onde
o axonema (AX) ¢ completo (nivel "a") até a ponta terminal (nivel "e") com o
axonema ja desorganizado. Na maior parte dos flagelos, ainda sdo detectados
dois derivados mitocondriais (DM) e, em alguns deles, observa-se ainda a
por¢do paracristalina (*) da matriz. Ao redor da matriz, estd evidenciada
"negativamente” a membrana dupla (pontas de setas) na maioria dos derivados
mitocondriais. 120.000 x.







Fig. 32 - Secgdo longitudinal de uma jungdo do tipo desmosoma (d) e de uma
extensa jungdo septada (js) entre duas células epiteliais cisticas adjacentes.
Presenga de varios microtiibulos (pontas de setas) no citoplasma das células
cisticas. 75.000x.

Fig. 33 - Secgdo longitudinal de uma jungdo do tipo "gap" (jg), ou em hiato,
entre duas células epiteliais de um mesmo cisto. A estrutura pentalaminar tipica
deste tipo de jungdo foi evidenciada pelo método de Dallai & Afzelius (1990).
120.000x.

Fig. 34 - Corte obliquo de uma jungdo septada (js) extensa entre duas células
cisticas. Os septos € as membranas plasmaticas (setas) se destacam em
contraste "negativo". Presenga de microtibulos isolados (ponta de seta) no
citoplasma de uma das células. Método de Dallai & Afzelius (1990). 120.000x.

Fig. 35 - Extensa jungdo do tipo adesiva (zonula adherens) formada pela
Jjustaposi¢do das membranas plasmaticas de duas células cisticas que envolvem
um grupo de células espermaticas em desenvolvimento. ¢ - citoplasma de uma
célula espermatica proxima da jungdo. 50.000x.







As figuras 36 a 38 mostram espermatozdides apirenes fixados com o método do
E-PTA, modificado de Bloom & Aghajanian (1968).

Fig. 36 - Corte transversal-obliquo de regides anteriores. Nota-se intensa reagfo
positiva a0 E-PTA nos capuzes (pontas de setas) e nos microtubulos acessério
(pontas duplas de setas) dos axonemas (AX). CC - célula cistica. Corte sem
pos-contrastagdo. 24.000 x.

Fig. 37 - Secg¢do longitudinal de regides anteriores. O capuz denso (CD) que
recobre estas regides e os microtibulos acessorios (MA) das porgdes iniciais
dos axonemas mostram reagdo positiva a0 E-PTA. CC - célula cistica.

37.000 x.

Fig. 38 - Corte transversal de regides medianas dos flagelos, mostrando positiva
ao E-PTA nos microtibulos acessorios dos axonemas (ponta de seta) e nas
regides paracristalinas (seta) dos derivados mitocondriais (DM). 30.000 x.
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3. ESPERMIOGENESE EUPIRENE

3.1. Formag¢do do Acrosoma, Transformacdes Nucleares e
Alongamento da Cabega das Espermatides Eupirenes

Em testiculos de lagartas de 3° estadio até ca. de 7 dias de pupagdo, é
possivel observarem-se cistos volumosos, contendo espermatides eupirenes
iniciais. Em espermatides mais precoces de formato variado, no nacleo esférico
(ca. 3 a 3,5 um de didmetro), observa-se uma faixa de cromatina elétron-densa
acolada ao envelope nuclear em quase toda sua extensdo (Fig. 39). Ao redor do
nucleo, nota-se um envoltorio de cisternas do reticulo endoplasmatico liso, as
quais se estendem para o resto do citoplasma (Fig. 39). Neste estagio, os
“centriolos” se encontram afastados do nicleo e os flagelos curtos se projetam
para o interior de uma vesicula no citoplasma (Fig. 39). As mitocOndrias
agrupadas em uma érea citoplasmatica, comegam a se fundir para a formagio
do "Nebenkern" ou complexo mitocondrial (Figs. 59 a 63). Quando este atinge
o estagio de uma esfera volumosa, elétron-densa e entremeada por finas regides
claras (Fig. 64), estagio de "novelo de barbante" (André, 1962), ele se
posiciona ao lado do nidcleo, mantendo inalteradas suas caracteristicas
morfologicas. No final desta fase, | o centriolo estd posicionado em uma
depressdo nuclear, mas em posigdo diametralmente oposta ao "Nebenkern".

Quando complexo mitocondrial atinge o estagio de "envelope cromofébico"”
(André, 1962), apresentando um centro denso rodeado por um halo mais claro,
o nucleo da espermatide continua com quase a mesma morfologia aparente,
com uma camada de cromatina elétron-densa acolada ao envelope nuclear,
porém mais concentrada em uma determinada area. Nesta fase, varias unidades
golgianas estdo se agrupando em um dos pélos do niicleo. Somente quando o
"Nebenkern" estiver em fase mais avangada, apresentando aspecto semelhante
ao de uma "cebola" (André, 1962), € que se observa a formagio de um granulo

denso de formato irregular, o granulo pro-acrossomico, localizado entre um dos
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pdlos do nicleo e as faces "ﬁans" de dictiosomas golgianos (Fig. 40). O nucleo
mantém-se aparentemente inalterado, mesmo quando o "Nebenkern" ja estiver
diferenciado em dois derivados mitocondriais e estes, iniciando o alongamento
(Fig. 42).

O granulo pré-acrossdmico denso se arredonda, achatando-se levemente ao
se aproximar do nucleo, onde se aloja em uma depressdo (Fig. 41). O pequeno
pro-acrosoma de aspecto granular se transforma em uma vesicula acrossémica
esférica, volumosa, mais clara e com areas densas esparsas (Fig. 43 ). Nas areas
de contato com o nucleo e com a membrana plasmatica, notam-se
espessamentos da membrana acrossomal (Fig. 43). A medida que progride a
formacgdo do acrosoma, o contetdo vesicular vai se tornando gradualmente mais
denso e a membrana acrosomal vai se espessando junto as regides mais densas.
O axonema, localizado entre as regiles iniciais dos derivados mitocondriais,
estd em posigdo oposta ao acrosoma. Nesta fase, o nacleo esta mais volumoso,
apresentando grumos esparsos de heterocromatina préximos do envelope
nuclear (Fig. 43).

A vesicula acrossomal se achata, adquirindo aspecto semelhante a uma
lente biconvexa e se condensa novamente, mostrando seu conteudo separado
em duas camadas de diferentes densidades e de aspecto finamente fibrilar (Fig.
44). No nucleo, a faixa de cromatina elétron-densa vai-se expandindo da
periferia do envelope para o centro, e ainda se nota um denso nucléolo (Figs. 44
e 45). O envelope nuclear apresenta, em geral, aspecto homogéneo, com poros
esparsos € apenas espessado na regido de inser¢do do centriolo (Fig. 45). Em
cortes transversais de nucleos de espermatides em fase um pouco mais
avangada (Fig. 49), observa-se que a cromatina acha-se dispersa por todo o

nucleo, formando uma fina rede fibrilo-granular. No acrosoma, as duas regides
de diferentes elétron-densidades estdo bem diferenciadas e na area de contato
com a membrana plasmatica, ele apresenta um espessamento (Fig. 49). As

espermatides estdo se alongando, porém os nucleos ainda apresentam forma
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esférica ou levemente ovalada (Figs. 46 a 48). Aos poucos, a cromatina vai se
organizando em granulos grosseiros, que se dispdem em pequenas fileiras € o
envoltério passa a apresentar determinadas areas espessadas (Figs. 46 a 48).
Nota-se, também, que nos nicleos das espermatides de um mesmo cisto, a
cromatina estd no mesmo estdgio de compactacdo granular, porém alguns
acrosomas podem apresentar-se em fases mais imaturas que outros (Fig. 47).
Observa-se, inicialmente, que 0s acrosomas se encontram em posi¢do quase
diametralmente oposta aquela do corpusculo basal ou do axonema isolado, e
que estas organelas vdo se aproximando gradualmente até se posicionarem
muito proximas entre si (Fig. 47). Em outros cortes transversais de nucleos e
acrosomas em estagios semelhantes aos das figuras 46 e 47, nos quais sdo
observados os axonemas ladeados pelos derivados mitocondriais, percebe-se
que estes estdo ligados ao envelope nuclear em duas pequenas areas densas.
Quando o acrosoma esta posicionado bem préximo do axonema e dos derivados
mitocondriais, avangando no seu desenvolvimento, passa a apresentar a forma
predominante de um cone, cujo apice esta em contato direto com uma pequena
regido da membrana plasmatica. Nesta drea, na face externa da membrana, pela
primeira vez € detectada a presenca de um mintsculo apéndice reticular,
semelhante a um pequeno "pom-pom" de base densa. Este apéndice extracelular
permanecera € se desenvolvera nas fases subseqiientes da maturagdo nuclear e
acrossomal (Figs. 50 a 55, 57 e 58), durante o alongamento da cabega das
espermatides, estando presente também na periferia dos flagelos (Figs. 78 a 84
e 87).

Em estagio subseqiiente da maturagio, o acrosoma modifica sua forma,
adquirindo o aspecto piriforme. Em corte transversal da célula, sua porg¢do basal
arredondada estd em contato com o niicleo € a porgdo estreitada, com a
membrana plasmatica no local de insergdo do apéndice reticular. O centro da
regido basal é menos denso, sugerindo a formagido de um futuro tubulo. No

nucleo, a cromatina mantém-se sob a forma de granulos densos, organizando-se
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em filamentos, € 0 envelope nuclear apresenta-se espessado em quase toda sua
extensdo (Fig. 50). Ao redor deste ultimo, nota-se, entdo, a presenga de
cisternas estreitas e lisas, que contornam parcialmente o nicleo (Fig. 50).

No periodo de alongamento inicial da cabega das espermatides, observa-se,
em corte transversal de regides bem anteriores, que o acrosoma adquire a forma
de um tibulo de parede espessa com limen elétron-transparente (Fig. 51).
Notam-se uma fileira de microtibulos citoplasmaticos e cisternas, que rodeiam
o acrosoma parcialmente, sendo mantida a intima ligagdo com a membrana
plasmatica na regido do apéndice reticular (Fig. 51). Na mesma figura, observa-
se parte de um micleo seccionado transversalmente na sua regido posterior
junto com o corpusculo basal, que se localiza em uma depressdo nuclear. Nota-
se, também, o envelope nuclear espessado e rodeado por microtiibulos esparsos
e cisternas com lumen estreito. A cromatina mantém o aspecto de granulos
densos, formando pequenas fileiras, porém um pouco mais esparsas.

Durante o alongamento da cabega das espermatides, observa-se, tanto em
cortes transversais (Figs. 52 e 53) como longitudinais (Fig. 55), que o acrosoma
se transforma definitivamente em uma longa estrutura tubular de parede menos
espessa € base dilatada, que flanqueia o nucleo em quase toda sua extensdo,
mantendo-se sempre proximo do apéndice reticular extracelular. Durante o
alongamento do nucleo, ocorre grande redugéo do seu volume, acompanhada de
crescente compactagdo da cromatina, a qual, em cortes transversais (Figs. 52 e
53), mostra-se sob a forma de pontos espessos (ca. 18 a 20 nm de didmetro). Ao
redor do ntcleo, observa-se uma fileira simples de microtabulos
citoplasmaticos envoltos por uma cisterna estreita, lisa € com extremidades
dilatadas (Figs. 52 e 53). Neste estagio de alongamento da cabega da

espermatide, junto & base do nucleo e envolvendo parcialmente o corpisculo
basal, nota-se a presenga de um adjunto do centriolo, formado por uma rede de
filamentos espessos e densos (Fig. 54). Esta estrutura nfio persistira nos

espermatozoides eupirenes.
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Em fases mais avancadas da compactagdo nuclear, os filamentos
cromatinicos vdo-se tornando gradualmente mais espessos, formando um
reticulado bem elétron-denso e entremeado de espagos claros. A medida que a
condensagdo nuclear progride, observa-se, em corte longitudinal (Fig. 55), que
os filamentos da rede cromatinica vdo-se tornando cada vez mais préximos e
paralelos entre si, até que esta atinja um grau de compactagdo que conferira
aspecto homogéneo ao nucleo muito denso (Fig. 56). Neste estagio avangado,
ao redor do nicleo, ainda sdo observados microtiibulos citoplasmaticos ligados
ao envelope por meio de pequenas pontes (Fig. 56). O nucleo se estreita na sua
regido posterior, onde flanqueia o corpusculo basal e a porgdo inicial do
axonema, conforme foi observado em estagio anterior (Fig. 54). O acrosoma
tubular mantém seu aspecto geral, bem como sua posi¢do em relagdo ao niicleo
e ao apéndice reticular. Este Gltimo, por sua vez, apresenta-se com o formato de
um"pom-pom" volumoso, ligado por meio de septos a periferia celular, em uma
depressdo da membrana plasmatica.

Nas cabegas dos espermatozoides eupirenes (Fig. 58), o acrosoma tubular
persiste, ladeando o niicleo, porém localizado mais proximo dos apéndices
laciniados extracelulares. Estes apéndices somente surgem no final da
espermiogénese, formando uma manta radial na periferia das cabegas (Figs. 57

e 58) e dos flagelos dos espermatozoéides eupirenes (Fig. 87).

3.2. Formacio e Desenvolvimento do Complexo Mitocondrial e sua
transformacao em Derivados Mitocondriais

Nas espermatides iniciais, logo apos a telofase II da meiose, as

mitocondrias encontram-se aglomeradas em uma regido do citoplasma,

afastadas do nucleo e em processo inicial de fusdo, para formar o complexo

mitocondrial ou "Nebenkern" (Figs. 59 e 60). A figura 61 representa um

complexo mitocondrial em estagio inicial de uma espermatide provavelmente

apirene, por ser menor em tamanho e por apresentar matriz menos densa.
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A medida que progride o processo de fusdo e o rearranjo mitocondrial, a matriz
vai se tornando gradualmente mais densa e septos finos sdo observados no
estreito espago compreendido entre areas contiguas do complexo mitocondrial
(Fig. 63). Este espaco uniforme ¢ ocupado por citoplasma.

Com o prosseguir do desenvolvimento, o "Nebenkern" aumenta de volume
e de densidade, formando uma esfera densa e volumosa, cuja ultra-estrutura se
assemelha a um labirinto entrecortado por estreitos meandros menos densos
(Fig. 64), ocupados por citoplasma. Este aspecto € caracteristico de uma fase
conhecida como estagio de "novelo de barbante" (André, 1962). Septos finos
interligam areas vizinhas do complexo mitocondrial, que mostra algumas areas
da camada mais externa dilatadas e pobres em cristas e granulos densos; a
matriz mantém a mesma elétron-densidade (Figs. 64 € 65).

Em estagio subseqiiente, as diversas areas da camada externa do
"Nebenkern" se fundem e se dilatam ainda mais, apresentando-se, no final,
como duas regides contiguas de contetdo homogéneo e menso densas que o
centro. Este ainda mantém o aspecto enovelado. Nesta fase, que corresponde ao
estagio do "envelope cromofobico" (André, 1962), o "Nebenkern" se localiza
proximo do nicleo e do axonema. Este se estende a partir do corpiisculo basal
inserido numa pequena depressdo nuclear; ainda neste estgio, ira se alojar em
uma reentrincia compreendida entre as duas camadas periféricas do
"nebenkern".

Avangando um pouco mais no seu desenvolvimento, a matriz de todo
complexo mitocondrial volta a adquirir elétron-densidade homogénea e as duas
camadas periféricas mostram-se, em varios pontos, fundidas com diferentes
regides do centro do "Nebenkern", que mantém ainda o aspecto de labirinto
(Fig. 66). Cristas esparsas sdo detectadas na matriz. O axonema, do tipo "9 +
2", localiza-se em uma das duas reentrancias superficiais do complexo, as quais
correspondem as regides por onde comegara a separagdo dos futuros derivados

mitocondriais (Fig. 66). Esta fase antecede aquela conhecida como estagio de
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"cebola" (André, 1962), em que o complexo mitocondrial apresenta suas
camadas dispostas em tunicas concéntricas. No periodo imediatamente
subseqiiente (Fig. 67), ja podemos distinguir claramente 8 camadas superpostas
no "Nebenkern", as quais de fato correspondem a apenas 4 compartimentos
profundamente encaixados entre si. Esta estrutura gradualmente evoluira em
outra de 3 compartimentos (Fig. 68), os quais, superpostos, nos fornecem a
impressdo de ser formados por 6 camadas (Fig. 69). Eventualmente,
encontramos alguns vacuolos no interior destas camadas, tanto nesta fase (Fig.
68) como em outras subseqgiientes (Fig. 70 e 71). Em seguida, o complexo
mitocondrial inicia o processo de individualizag&o, aparentando ser formado de
4 camadas superpostas (Fig. 70), as quais correspondem realmente aos dois
derivados mitocondriais em processo final de separagio. E comum,
observarem-se, no mesmo cisto eupirene, espermatides em fases evolutivas do
"Nebenkern" muito proximas, desde a fase de 4 capas concéntricas (Fig. 70) até
aquela em que os derivados mitocondriais ja estdo completamente

individualizados (Fig. 71).

3.3. Organizaciio e desenvolvimento do flagelo: as transformacées do
Axonema e dos Derivados Mitocondriais durante o periodo de
alongamento

Logo apdés sua individualizagdo, os derivados mitocondriais das

espermatides eupirenes, no inicio do seu alongamento junto com o flagelo,
apresentam tamanhos e elétron-densidades desiguais, além de conter pequenos
vacuolos, preenchidos com citoplasma. A matriz ainda apresenta algumas
pequenas cristas espalhadas ou ligadas ao envelope do complexo mitocondrial.
Em fase um pouco mais avancada (Fig. 71), a elétron-densidade dos dois
derivados se torna mais evidente. O derivado de menor volume e com elétron-
densidade semelhante a do citoplasma, mostra, em corte transversal, um a dois

vacuolos na matriz, ou mesmo nenhum, e pequenas cristas esparsas (Fig. 71, 72
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e 74). A matriz do derivado mitocondrial maior € a mais densa € possui maior
numero de pequenas cristas, apresentando, com freqii€ncia, um a dois vacuolos,
preenchidos por citoplasma, que lhe ddo o formato de uma "rosquinha" ou de
um namero "oito" (Fig. 71). Nos mesmos cistos, observam-se flagelos de
espermatides, cujos derivados maiores apresentam formato de letra "C" ou de
halteres bem densos, indicando que se encontram em fase um pouco mais
avangada (Fig. 75). Eventualmente, figuras mielinicas podem ser observadas no
interior de um dos derivados mitocondriais (Fig. 73) ou, mais raramente,
durante sua extrusdo (Fig. 74).

O axonema flagelar permanece localizado em uma das reentrancias entre as
duas camadas externas do "Nebenkern", por onde ocorreu a separagdo dos dois
derivados mitocondriais (Figs. 71 a 75). O padrdo microtubular do filamento
axial ainda € do tipo "9 + 2", porém os subtiibulos A dos pares periféricos
apresentam dois bragos de dineina; dos subtubulos B, projetam-se pequenos
prolongamentos que irdo formar os microtibulos acessorios da coroa mais
externa (Figs. 75 a 77). Tanto os subtibulos dos pares periféricos quanto os
dois tibulos centrais apresentam lumen elétron-transparente. Ao redor do
axonema, sdo observadas cisternas lisas (Figs. 75 e 76). Junto a regides
medianas dos flagelos em alongamento, neste estagio, notam-se, também,
grandes massas de citoplasma descartado, contendo muitas mitocOndrias,
complexo de Golgi, cisternas do reticulo endoplasmatico, corpos
multivesiculares, corpos densos, vactiolos e muitos ribosomas livres (Fig. 72).
Somente nas regides subterminais dos flagelos, que apresentam axonema e um
dos derivados, € possivel observarem-se espermatides com citoplasma
abundante e interligadas por meio de pontes citoplasmaticas (Fig. 77).

No estagio subseqiiente da evolugio flagelar, as espermatides, em corte
transversal (Fig. 78), apresentam citoplasma menos denso e mais reduzido, que
contém corpos multivesiculados e varios grupos de ribosomas, além de

pequenos vacuolos e cisternas lisas proximas do axonema e dos derivados. Nos
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axonemas, agora do tipo "9 + 9 + 2", nota-se que: (a) o conteudo dos nove
microtibulos acessorios recém formados ainda € elétron-transparente e estes
ainda se mantém ligados aos subtiibulos B; (b) o limen dos subtiubulos A dos
pares periféricos mostram-se levemente elétron-densos € (¢) dos microtibulos
centrais continua claro (Fig. 78). Os derivados mitocondriais mantém sua
desigualdade de tamanho, porém ambos adquiriram aspecto circular, em corte
transversal, e sua matriz mostra-se homogénea com pequenas cristas (Fig. 78).
Na periferia flagelar, pela primeira vez, detecta-se a presenga do apéndice
reticular bem discreto e ligado a uma saliéncia suave da membrana plasmatica,
associada a um botdo citoplasmatico pequeno e denso (Fig. 78). Este apéndice,
nos estagios seguintes e em diferentes alturas de corte dos flagelos (Figs. 79 a
84 e 87), vai evidenciando seu aspecto reticular, além de aprofundar-se numa
depressdo da membrana plasmatica, com a qual passa a ligar-se por meio de
septos (Figs. 82 a 84 e 87). O botdo citoplasmatico denso subjacente a
membrana na regido do apéndice reticular desaparece.

No citoplasma flagelar de espermatides um pouco mais evoluidas, em corte
transversal (Figs. 79), observam-se camadas justapostas de microtabulos
citoplasméticbs, intercaladas por cisternas lisas, préximas dos derivados
mitocondriais. Estes mantém o aspecto esférico, porém, no derivado maior, sdo
percebidas esférulas densas adjacentes ao envelope nuclear. O axonema € 0s
derivados mitocondriais estdo separados por uma cisterna lisa, a qual em fases
subseqiientes (Figs. 81 ¢ 82), se estendera, fundindo-se com outras cisternas
que rodeavam parcialmente 0 axonema e os derivados mitocondriais. Elas ddo
origem a um envoltério membranoso situado ao redor de ambos e os isolando
do resto do citoplasma. Entre as cisternas lisas que formam este envelope € os
derivados mitocondriais, ha sempre uma fileira simples de microtubulos
citoplasmaticos (Figs. 79 a 82), que, em fases mais avangadas, somente
passardo a ladear as regides corticais dos derivados que estdo se espessando

gradualmente (Figs. 81 ¢ 82). Em cortes transversais do derivado mitocondrial
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maior, percebe-se a formagdo gradual de um espessamento na regido interna da
parede situada na face oposta ao axonema e o aumento do niimero de esférulas
acoladas na membrana interna do derivado em uma area préxima do filamento
axial do flagelo (Figs. 81 e 82). No derivado menor, pode ocorrer ou ndo um
discreto adensamento na camada cortical do seu envelope (Figs. 81 e 82).
Gradualmente, a matriz do derivado maior vai se tornando mais densa que a do
menor (Figs. 82 a 84).

No axonema, em cortes transversais de flagelos de espermatides mais
avangadas (Figs. 80 a 83), observa-se o seguinte: (a) os microtabulos acessorios
se desligam dos subtibulos B dos pares periféricos, seu limen vai-se tornando
gradualmente denso até atingir a maior densidade em relagdo aos demais
tubulos axonematicos, e se formam ligagGes entre eles; (b) os pares periféricos
mantém-se praticamente inalterados quando comparados as fases precedentes; e
(c) o limen dos tubulos centrais vai gradualmente se tornando elétron-denso,
porém em menor intensidade se comparados a elétron-densidade dos tibulos
acessorios. A partir da figura 83, nota-se uma drastica redugdo no volume
citoplasmatico dos flagelos das espermatides em fase final de maturagdo. Na
figura 84, que representa uma sec¢do transversal da regido mediana da pega
principal de flagelos de espermatides praticamente maduras, percebe-se: (a) o
total desaparecimento de microtibulos no citoplasma das células, (b) a presenga
de duas pequenas cisternas associadas a uma area densa e situadas nas regides
laterais entre os dois derivados e o axonema; (c¢) os dois derivados
mitocondriais de tamanhos e densidades diferentes (evidenciados também em
imagem de microscopia eletronica de varredura na figura n° 85); (d) o derivado
maior com uma zona cortical ¢ uma medular bem distintas; a camada cortical,
em secgdes longitudinais (Fig. 86), mostra uma estriagdo obliqua regular, com
um periodo de ca. 36nm, formando um angulo de ca. 45° com o eixo maior do

derivado; (e) o axonema do tipo "9 + 9 +2" completamente organizado; e (f)
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espessamentos periféricos da membrana plasmatica, principalmente em areas
proximas do apéndice reticular.

Mesmo neste estagio muito avangado, ainda ndo se notam os apéndices
laciniados extra-celulares, que somente comegardo a se organizar na periferia
de espermatides praticamente maduras (Fig. 87). Nesta mesma figura, observa-
se que: (a) o citoplasma ja foi quase completamente eliminado; (b) as pequenas

cisternas estdo reduzidas a duas vesiculas situadas lateralmente entre o

~ axonema € o derivado maior; (¢) este ltimo apresenta, na sua zona cortical, um

botdo denso adjacente ao axonema, que vai formar o eixo cortical denso do
derivado maior no espermatozoide eupirene; (d) a membrana plasmatica se
justapde intimamente a coroa periférica de microtiibulos acessoérios, cujo
conteudo luminal é bem denso € horhogéneo; (e) o apéndice reticular volumoso,
ligado por septos curtos 4 membrana plasmatica, se localiza em uma depressdo
bem proxima do tubulo acessorio compreendido entre os pares periféricos n° 6
en°7.

Com a preparagdo IV, os flagelos dos espermatozdides eupirenes, em cortes
transversais € observados em grandes aumentos (Figs. 88 e 89), mostram
detalhes ultra-estruturais ndo detectaveis com o uso das outras fixagdes. Nesta
fixagdo, a membrana plamatica e o envelope membranoso dos derivados
mitocondriais coram-se "negativamente”. A parede dos microtiibulos acessorios
eupirenes, também evidenciada "negativamente", ¢é formada por 16
protofilamentos e o seu limen é elétron-transparente (Fig. 89); percebe-se
diferenciag@o estrutural entre as areas densas que ligam os tibulos acessorios
entre si (Fig. 89). Junto ao axonema do flagelo eupirene, observam-se duas
pontes densas ligando a membrana plasmatica aos microtibulos acessorios
situados entre os pares periféricos n® 6 € n° 7 e entre os de n° 8 ¢ n° 9,
respectivamente (Figs. 88 e 89). A subestrutura dos pares periféricos dos
axonemas de espermatozdides eupirenes (Fig. 89) ¢ similar aquela ja descrita

anteriormente para as duplas periféricas de flagelos apirenes (Fig. 30), tanto
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quanto ao numero de protofilamentos de suas paredes quanto ao conteudo dos
subtibulos A e B. Os dois tibulos centrais do filamento axial do flagelo
eupirene apresentam parede formada por 13 protofilamentos (Fig. 89), porém o
conteddo do lumen é levemente elétron-denso (Figs. 88 e 89). Em corte
transversal, o “botdo denso” do derivado mitocondrial maior do flagelo
eupirene, que corresponde ao eixo cortical, apresenta-se elétron-transparente
(Figs. 88 e 89) com esta fixacdo especial. O apéndice reticular extracelular, em
corte transversal, mostra bem seu aspecto reticulado, mas os septos de ligac¢do

com a membrana celular néo sdo preservados (Fig. 88).

3.4. Estagios da Espermiogénese Eupirene (Descri¢cdo Sucinta)

As caracteristicas ultra-estruturais das espermatides eupirenes em
desenvolvimento, detalhadamente explicadas nos itens anteriores, foram
distribuidas em 10 diferentes estagios, descritos sucintamente a seguir,

considerando as células de modo global.

Estagio 1 - Espermatide Inicial

Espermatides com nucleos esféricos, contendo heterocromatina acolada ao
envelope nuclear, e envoltos por um envelope de cisternas do reticulo
endoplasmatico (Fig. 39). Mitocondrias agrupadas no citoplasma, iniciando sua
fusdo para formar o complexo mitocondrial ou "Nebenkern" (Figs. 39, € 59 a
63). Citoplasma rico em polisomas livres e cisternas lisas e granulares; presenca
de corpos multivesiculares e unidades do complexo de Golgi (Figs. 39, 59 e
60). O flagelo curto e afastado do nucleo se projeta para interior de uma
vesicula (Fig. 39). Largas pontes interligam espermatides vizinhas na altura dos

nucleos. Presenga de expansdes de citoplasma ao redor das espermatides

(Fig. 39).
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Estagio 2 - Espermatide Inicial

O "Nebenkern" volumoso e denso se localiza préoximo do nucleo. O
envelope de cisternas do RE ao redor do niicleo desaparece. Ao final da fase, o
complexo mitocondrial apresenta-se no estagio de “novelo de barbante” (Figs.
64 ¢ 65). O ﬂagelb do tipo “9 + 2” se aprofunda no citoplasma até justapor-se
ao nucleo. O corpusculo basal situa-se em uma depressdo nuclear e em
oposigdo ao "nebenkern”. Citoplasma rico em polisomas livres, com esparsas
cisternas do reticulo granular e varias unidades do Golgi situadas proximas do

nucleo. Presenga de largas pontes citoplasmaticas.

Estagio 3 - Espermatide Inicial

O aspecto geral do nucleo inantém—se inalterado. O "Nebenkern" evolui
para a fase do chamado "envelope cromofébico" (Fig. 66). O axonema ("9 +2")
situa-se em uma das reentrancias do complexo mitocondrial (Fig. 66). Forma-se
0 pro-acrosoma, que se aproxima do envelope nuclear (Fig. 40). O flagelo
cresce em dire¢do a periferia celular. O citoplasma continua com a aparéncia
das fases anteriores (Fig. 41). Persisténcia das pontes intercelulares na altura

dos nucleos.

Estagio 4 - Espermatide inicial

O nucleo aumenta de volume e a heterocromatina se expande da periferia
para o centro (Fig. 42 a 45), adquirindo aspecto fibrilo-granular (Fig. 46). O
pro-acrosoma se transforma em uma vesicula acrossomica (Figs. 43 e 44), que
se modifica em um acrosoma lenticular com duas camadas distintas (Figs. 44,
46, 47 ¢ 49). O complexo mitocondrial adquire o aspecto de “cebola” e
progride no seu desenvolvimento (Figs. 67 a 70),até sua individualizagdo em
dois derivados mitocondriais com formato, volume, e elétron-densidade
diferentes (Figs. 71 a 74). Nos flagelos, que seguem alongando, o axonema,

rodeado por cisternas lisas e disposto entre os dois derivados mitocondriais
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(Figs. 71, 75 e 76), mostra o mesmo padrdo. Os subtubulos B apresentam os
primordios dos tubulos acessdrios (Figs. 75 a 76). Grandes massas de
citoplasma descartado sdo observadas proximas dos flagelos (Fig.' 72). As
pontes citoplasmaticas situam-se em porgdes subterminais dos flagelos

(Fig. 73).

Estagio 5 - Espermatides em Alongamento

Este periodo se caracteriza, principalmente, pelas transformagdes nucleares
e acrossOmicas da cabega das espermatides e pelo aparecimento do apéndice
reticular extra-celular (Figs. 47 a 51 e 78). A forma do nicleo nfo se altera
(Fig. 49). A cromatina fibrilo-granular ocupa todo o espago intranuclear (Fig.
48) e vai-se condensando gradualmente (Figs. 47 e 49). Ocorre espessamento
de areas periféricas do envelope nuclear (Fig. 49). O acrosoma modifica-se até
transformar-se em uma estrutura tubular justaposta ao nicleo e adjacente ao
apéndice reticular (Fig. 51). Os derivados mitocondriais se inserem em regides
espessadas do envelope nuclear. Cisternas lisas e estreitas sdo observadas no
citoplasma perinuclear (Figs. 50 e 51). No final deste estagio, 0 axonema
apresenta o padrdo tubular "9 + 9 + 2", mas o limen dos microtibulos
acessorios ainda ¢ elétron-transparente (Fig. 78). Aparecem microtibulos
citoplasmaticos entre os derivados mitocondriais. O citoplasma flagelar de
volume reduzido apresenta muitos polisomas livres, alguns corpos
multivesiculares e dictiosomas do complexo de Golgi. Na sua periferia, nota-se,

o apéndice reticular (Fig. 78).

Estigio 6 - Espermatides em Alongamento

Os eventos principais sdo: a formag¢do do adjunto do centriolo € o
aparecimento de microtubulos citoplasmaticos ao redor do nicleo (Figs. 52 e
53), do acrosoma tubular na cabega das espermatides e ladeando os derivados

mitocondriais nos flagelos. No niicleo em alongamento, a cromatina forma um
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emaranhado de filamentos espessos separados por espagos claros (Figs. 51 e
52). Uma cisterna lisa estreita e adjacente & coroa de microtiibulos se estende
gradualmente, isolando o nucleo e o acrosoma do resto do citoplasma
perinuclear (Figs. 52 e 53). O "centriolo" se insere na regido basal do nucleo e
este ultimo estende-se lateralmente até a porgdo inicial do axonema (Fig. 54). O
conteudo dos tiibulos acessorios recém formados e dos subtiibulos A dos pares
periféricos se torna elétron-denso (Figs. 79 e 80). O axonema (“9 + 9 + 2”) esta
separado dos derivados mitocondriais por uma cisterna lisa e estreita (Fig. 80).
No inicio da fase, ha varias fileiras de microtabulos intercalados por cisternas,
ladeando parcialmente os derivados (Fig. 79). No final, apenas uma fileira de
microtubulos € uma cisterna lisa flanqueiam os derivados mitocondriais (Fig.
80). As cisternas ao redor do axonema e dos derivados se fundem em um
envoltério unico. O derivado mitocondrial maior se diferencia (Figs. 79 e 80).
Muitos polisomas ocorrem no citoplasma flagelar. Na periferia do flagelo,
destaca-se o apéndice reticular com aspecto semelhante aos das regides cefélica

e centriolar (Figs. 79 e 80).

Estagio 7 - Espermatides em Alongamento

A principal caracteristica nuclear deste estagio é a transformagdo dos
filamentos cromatinicos em uma de malha densa que vai se tornando cada vez
mais espessa. Ha maior redugdo do volume nuclear. No citoplasma perinuclear,
persistem a coroa de microtibulos e os polisomas livres. O acrosoma tubular,
Jjustaposto ao nucleo (Fig. 55), mantém-se na mesma posi¢do. O apéndice
reticular estd mais desenvolvido. O adjunto do centriolo persiste, porém se
apresenta mais denso e menor. No axonema, o contetido dos tiibulos acessorios
mostra maior densidade (Fig. 81). Na matriz do derivado maior, formam-se
esférulas densas adjacentes a face proxima ao axonema e as zonas corticais
espessadas opostas sdo ladeadas por microtabulos (Figs. 81 e 82). Uma cisterna

lisa e estreita isola o axonema, os derivados mitocondriais € os microtibulos
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citoplasmaticos do resto do citoplasma (Fig. 82). O apéndice reticular esférico €

mais desenvolvido na regido flagelar e se liga 4 membrana por meio de septos

(Fig. 82).

Estagio 8 - Espermatides em Alongamento

As cabegas mais finas, mais longas e mais compactas das espermatides se
inserem profundamente no citoplasma da célula cistica apical. O citoplasma
perinuclear esta muito reduzido. Ainda persistem os microtibulos e a cisterna
lisa ao redor do niuicleo. A cromatina se organiza em fibrilas cada vez mais
densas e o acrosoma tubular apresenta-se dilatado na regido basal do nucleo
(Fig. 55). O adjunto do centriolo esta ainda presente. Os flagelos se organizam
em feixes. O apéndice reticular mantém-se na mesma posi¢cdo (Fig. 83). O
volume do citoplasma flagelar se reduz ainda mais. O envelope liso ao redor do
axonema e dos derivados mitocondriais (ou do derivado maior) desaparece, ou
envolve apenas o axonema (Fig. 83). Ocorre redugdo do namero de
microtiibulos ao redor do derivado maior. A matriz deste ultimo se diferencia
em uma faixa cortical mais elétron-densa e uma zona medular menos elétron-
densa (Fig. 83). Na zona cortical, as esférulas coalescem e formam uma faixa,
que ira originar o eixo cilindrico denso do derivado maior. Prolongamentos

citoplasmaticos da célula cistica se projetam entre as células espermaticas.

Estagio 9 - Espermatides em Maturacio

Nesta fase, o nlicleo mostra aspecto denso ¢ homogéneo, com cromatina
compactada. Uma coroa de microtiibulos perinucleares mantém-se ligados ao
envelope nuclear (Fig. 56). O citoplasma perinuclear homogéneo esta muito
reduzido. O adjunto do centriolo desaparece até o final da fase. O niicleo se
estreita na base, prologando-se até a por¢do inicial do flagelo, ladeando o
axonema. O apéndice reticular estd mais desenvolvido. Nos flagelos (Fig. 84),

observa-se que: (a) o axonema estd completo; (b) os dois derivados
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mitocondriais de tamanhos e elétron-densidades diferentes estdo envoltos por
um unico envelope, € somente o maior apresenta duas camadas distintas (Fig.
86); (c) persistem duas pequenas cisternas laterais, associadas a duas areas
densas entre o axonema ¢ os derivados mitocondriais (Fig. 84); no final da fase,
as cisternas se reduzem a duas vesiculas e as areas densas persistem em forma
de pequenas pontes (Fig. 87); (d) os microtubulos citoplasmaticos
desapareceram (Figs. 84 e 87); (e) préximo ao apéndice reticular, os apéndices

laciniados comegam a diferenciar-se (Fig. 84).

Estagio 10 - Espermatozéides nos Cistos

Os espermatozoides completaram sua maturagdo nos  cistos
intratesticulares. Na regido da cabega (Figs. 57 e 58), a membrana plasmatica,
justaposta ao nucleo e ao acrosoma tubular que o ladeia, apresenta uma coroa
de apéndices laciniados e um apéndice reticular de posi¢do mais periférica
(Figs. 57 e 58). O nucleo muito denso apresenta cromatina altamente
compactada (Fig. 58). O acrosoma tubular estd justaposto a face plana do
nucleo. Na regido basal do nicleo, este se estende junto ao corpusculo basal e a
porgdo inicial do axonema. O adjunto do centriolo desapareceu completamente.
As cabegas dos espermatozoéides estdo separadas pelo citoplasma da célula
cistica (Figs. 57 e 58), orientando-se em uma unica dire¢#o.

Nos flagelos, em corte transversal, quase toda a periferia da membrana esta
decorada com uma manta de apéndices laciniados. O apéndice reticular, nas
regides flagelares iniciais, € esférico, volumoso, € os septos, que o ligam a
membrana plasmatica, estdo muito reduzidos. Membrana celular intimamente
justaposta ao derivado mitocondrial maior (ou aos dois derivados), e ao
axonema. No derivado mitocondrial maior reniforme, as cristas helicoidais
muito modificadas confluem para o eixo cortical denso, justaposto ao axonema.
Na zona medular, ndo hd nenhum material de natureza paracristalina. No

axonema completo, destacam-se os microtibulos acessorios de maior calibre e
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de contetido com maior elétron-densidade. Nas regides medianas da pega
principal do flagelo (Figs. 88 e 89), a manta radial ¢ muito reduzida ou ausente
e o apéndice reticular estd menor. Presenga de duas pontes densas ligando o
axonema a membrana plasmatica (Fig. 89). Nas regides medianas € mediana-
posteriores dos flagelos, os espermatozéides eupirenes estdo mais livres na luz
do cisto (Figs. 93 e 94). Nas regides mais anteriores do feixe eupirene, os
flagelos dispdem-se em uma configuragdo hexagonal (Fig. 90, 91 e 95).
Maiores detalhes sobre a organizagdo ultra-estrutural dos espermatozodides
eupirenes que completaram sua maturagdo nos cistos testiculares de imagos

foram descritos anteriormente (Medeiros, 1986).

3.5. Deteccéio de Proteinas Basicas com E-PTA

Os apéndices reticulares dos flagelos dos espermatozdides eupirenes
apresentam forte reagdo positiva ao E-PTA, tanto em cortes transversais (Figs.
90 € 91) como longitudinais (Fig. 92). Uma leve reagdo positiva ao E-PTA foi

observada na periferia dos microtubulos acessorios (Fig. 90).

3.6. Microscopia de Varredura

3.6.1. Montagem Total de Espermatozéides

Preparagdes de acordo com o método 1 permitiram observar feixes inteiros
de espermatozoides eupirenes e apirenes (Fig. 96). Os feixes eupirenes sdo
extremamente longos (ca. de 1 mm de comprimento) em comparagdo com 0s
feixes apirenes, cujo comprimento varia de 200-250 um no maximo. Portanto,
os espermatozoides eupirenes sdo ca. de 4 a 5 vezes maiores que os apirenes.
Os feixes eupirenes mostram tor¢do helicoidal ao longo de toda a extensdo dos
flagelos dispostos paralelamente (Figs. 96 € 97) e estes terminam em diferentes

alturas na extremidade distal do feixe (Fig. 98). Na regido mais proximal do
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feixe eupirene (Fig. 96), estdo localizadas as cabegas longas e finas dos
espermatozoides, também dispostas paralelamente, ocupando niveis levemente

diferentes e conferindo um contorno arredondado a regido anterior do feixe.

3.6.2. Criofratura de Testiculo de Imago

Os flagelos dos espermatozdides, tanto eupirenes como apirenes,
fraturados, mostram-se agrupados em feixes contidos em cistos separados e
distribuidos de modo aleatério nos foliculos testiculares (Fig. 93). Os feixes
eupirenes, criofraturados em diferentes alturas dos seus flagelos, podem
apresentar-se compactos em uma configuragdo hexagonal tipica (Fig. 95) ou
dispor-se mais livres no lamen cistico (Fig. 94). Nos feixes apirenes
criofraturados (Figs. 20, 21 e 93), a disposi¢do dos flagelos ndo forma nenhuma
configuragdo geométrica, mesmo quando bem proximos uns dos outros, como

também se nota em cortes transversais (Fig. 19).
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FIGURAS

*



Fig. 39 - Secgdo longitudinal de uma espermatide eupirene em fase bem
precoce do processo de espermiogénese. Inicialmente, o nicleo (N) de volume
reduzido apresenta grumos densos de cromatina (*) acolados a face interna do
envelope nuclear. Camadas de cisternas lisas e granulares do reticulo
endoplasmatico (RE) se dispdem ao redor do nicleo e préximo dos derivados
mitocondriais (seta) em transformagdo. Numa area proxima ao nicleo, observa-
se a porgdo inicial de um flagelo projetando-se parcialmente no interior de uma
vesicula (circulo). G - complexo de Golgi. 9.200 x.

Fig. 40 - Neste corte de uma espermatide eupirene, nota-se, em uma regido
proxima do micleo (N), a formagdo inicial do pro-acrosoma (PA) de formato
irregular e situado entre as regides "trans" de duas unidades golgianas (G) bem
desenvolvidas. No nicleo, a cromatina (C) apresenta aspecto semelhante aquela
da fig. 79. "Nebenkern" (NK) em transformago, localizado préximo do nucleo
¢ de uma unidade golgiana. V - vesicula. 30.000 x.
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Fig. 41 - Corte transversal de uma espermatide eupirene em estagio inicial de
desenvolvimento. Nesta fase, o pro-acrosoma (PA) ja esta localizado em
posigdo adjacente ao envoltorio nuclear, apresentando formato de um granulo +
esférico. Golgi (G) bem desenvolvido proximo ao granulo pro-acrosomal. O
nucleo (N) permanece com aspecto semelhante ao das figuras nateriores.
Presenga de corpos multivesiculados (CMV) no citoplasma. Notam-se, também,
duas invaginagdes citoplasmaticas (*) da célula cistica (CC) vizinha no
citoplasma da espermatide. As pontas de setas indicam jungdes septadas entre
as membranas plasmaticas da espermatide e da célula cistica. 18.000 x.

Fig. 42 - Corte longitudinal de uma espermatide eupirene em estagio
semelhante a da fig. 81. O nicleo (N) situa-se em posigdo lateral ao corpusculo
basal (CB) e parte do axonema (AX). A cromatina (C) permanece sem
modificagdes aparentes. Parte do derivado mitocondrial (DM) situa-se entre o
nucleo e regido proximal do axonema. Complexo de Golgi (G) bem
desenvolvido. Célula cistica (CC) com reticulo endoplasmatico granular (REG)
bem desenvolvido e um um dictiosoma golgiano (G). 18.000 x.







Fig. 43 - Regido anterior de uma espermatide eupirene. O granulo pro-
acrossomico se transformou em uma vesicula acrossomica (VA) esférica e
situada numa depressdo do nucleo (N). Nesta regido de contato, a vesicula
acrossomica apresenta um espessamento da sua membrana (seta) € a area de
contato com a membrana plasmatica mostra-se elétron-densa (pontas de setas).
O contetido vesicular finamente granular apresenta uma éarea de inicio de
condensagdo. O nucleo mostra uma faixa de cromatina (C) muito esparsa e
subjacente ao envelope nuclear. Presenga de nucléolo filamentoso (NU).

20.000 x.

Fig. 44 - Corte longitudinal da regido anterior de uma espermatide eupirene. A
vesicula acrossomica (VA), agora, esta situada em posi¢do oposta aquela da
fig.83. Seu conteido bem elétron-denso apresenta duas regides de diferentes
densidades (¥). O nucleo (N) apresenta uma faixa densa e continua de
cromatina (C) periférica de aspecto granular. Nucléolo (NU) ainda presente.
30.000 x.

Fig. 45 - Neste corte longitudinal da regido anterior de uma espermatide
eupirene, observa-se a insergdo do corpisculo basal (CB) em uma depressdo do
nucleo (N). Nesta area nota-se um espessamento (seta) do envelope nuclear.
Cromatina (C) em estado morfologico semelhante ao da figura anterior.
Nucléole (NU) ainda presente. 30.000 x.

Fig. 46 - Secgdo longitudinal da regido apical de uma espermatide eupirene em
fase um pouco mais avangada que as das figuras anteriores. A vesicula
acrossdmica (VA) agora estd situada numa posigdo totalmente oposta aquela
mostrada na fig. 83, em fungdo de um giro de ca. 180° do nucleo (N). Em certas
areas do envelope nuclear, observam-se grupos de poros (pontas de setas).
Nucléolo ausente. Cromatina granular de aspecto homogéneo. DM - derivados
mitocondriais; AX - axonema flagelar. 18.000 x.







Fig. 47 - Secgdo transversal de parte de um cisto contendo regides anteriores de
espermatides eupirenes. Estas se encontram em diferentes estagios de
maturagdo considerando, principalmente, as posigdes relativas da vesicula
acrossomica (VA) e do corpiisculo basal (CB) ou do axonema (ponta dupla de
seta). Nucléolo presente. A ponta simples de seta indica um dos derivados
mitocondriais. A célula assinalada com seta acha-se ampliada na figura
seguinte. 9.200 x.

Fig. 48 - Vista ampliada da espermatide assinalada na Fig. 47. A vesicula
acrossdmica (VA) esta em fase inicial de condensagdo e ainda em contato com
a membrana plasmatica. O nucleo (N) apresenta espessamentos em seu
envelope (pontas de setas). 29.400 x.

Fig. 49 - Vista ampliada de regides anteriores de duas espematides eupirenes
em estagio evolutivo intermediario ao das Figs. 45 e 46. As vesiculas
acrossomicas (VA) mostram duas regides de diferentes elétron-densidades (x).
Na espermatide a esquerda, a vesicula ja esta situada no pdlo distal da célula e
proéxima de um derivado mitocondrial (DM). Na outra, a vesicula acrossomal
ainda se encontra em contato direto com a membrana plasmatica, marcado por
um espessamento (seta). AX - axonema; N - niicleo. 30.000 x.
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Fig. 50 - Espermatide eupirene seccionada transversalmente ao nivel do nicleo
(N) e do corpiisculo basal (CB), que esta alojado numa depressdo em um dos
polos do niicleo.A cromatina apresenta-se mais condensada, foromando fileiras
de granulos. Cisternas lisas (pontas duplas de setas) ladeiam parcialmente o
envelope nuclear. Nota-se, agora, a presenga do apéndice reticular (AR), ligado
a superficie externa da membrana plasmatica em uma regido proxima ao
corpusculo basal. 36.000 x.

Fig. 51 - Secgdo transversal de duas outras espermatides equivalentes a da
figura anterior. A célula do canto superior direito foi seccionada na regido
apical da cabeca, onde se observa somente o acrosoma tubular (AT) excéntrico,
de paredes espessas e rodeado por uma fileira de microtubulos (ponta de seta).
Presenga de cisternas (pontas duplas de setas) ladeando os microtubulos. Na
periferia celular, o apéndice reticular (AR) situa-se muito proximo do acrosoma
tubular. Alguns microtubulos (ponta de seta) aparecem entre o envelope nuclear
e estreitas cisternas lisas (pontas duplas de setas). CB - corpiisculo basal; N -
nucleo. 50.000 x.

Fig. 52 - Corte transversal na altura da regido posterior da cabe¢a de uma
espermatide eupirene. O nucleo (N) de volume reduzido se encontra em estagio
mais avan¢ado no processo de compactagdo da cromatina, a qual se apresenta
sob a forma de filamentos espessos (setas). Numa depressdo nuclear ¢ adjacente
ao apéndice reticular (AR), observa-se a porgdo terminal do acrosoma tubular
(AT). Uma fileira de microtiubulos (pontas de setas) ocupa o espago entre uma
cisterna lisa (ponta dupla de setas) e o envelope nuclear. 54.000 x.







Fig. 53 - Corte transversal ao nivel da regido mediana da cabeca de uma
espermatide eupirene em estagio evolutivo um pouco mais avancado que o da
figura 52. O ntcleo (N) apresenta uma rede de filamentos espessos de
cromatina. Entre o envelope nuclear ¢ o acrosoma tubular (AT) ha um
espessamento (seta). Ao redor do envoltdrio nuclear, dispde-se uma fileira de
microtubulos (pontas de setas) circundados por uma estreita cisterna (ponta
dupla de seta) que se prolonga até a regido do acrosoma. O apéndice reticular
(AR) permanece bem proximo do acrosoma. 45.000 x.

Fig. 54 - Corte transversal de espermatide eupirene ao nivel da regido posterior
da cabega. Observa-se o corpusculo basal (CB) compreendido entre o adjunto
do centriolo bem desenvolvido (AC) e uma faixa estreita do nicleo
(N).Cromatina em estagio semelhante ao da figura 53. Uma fileira Gnica de
microtubulos (ponta de seta) ladeia parcialmente o nicleo. Um envelope
membranoso (ponta dupla de seta), oriundo de uma cisterna lisa, isola o nicleo,
o corpusculo basal e o adjunto do centriolo, do resto do citoplasma. Outra
fileira de microtubulos citoplasmaticos (ponta de seta) se dispde entre esse
envelope e uma cisterna lisa (seta) mais externa. AR - apéndice reticular.
60.000 x.

Fig. 55 - Corte longitudinal de parte da cabega e da regido proximal do flagelo
de uma espermatide eupirene. Observa-se o acrosoma tubular (AT) ladeando o
nucleo (N). A seta indica o limite inferior do acrosoma tubular. A cromatina se
apresenta sob a forma de filamentos espessos (setas brancas). CB - corpiisculo
basal; AR - apéndice reticular. 60.000 x.

Fig. 56 - Corte transversal de um nucleo (N) de espermatide eupirene,
apresentando cromatina compactada e com aspecto homogéneo. Ao redor do
nucleo, presen¢a de uma fileira de microtibulos citoplasmaticos interligados
por meio de pequenas pontes (pontas de setas). 90.000 x.

Fig. 57 - Corte obliquo de cabegas de espermatozoides eupirenes ao nivel das
regides apicais. As cabegas estdao mergulhadas completamente no citoplasma da
célula cistica (CC). Nucleos (N) com cromatina condensada ao méximo e
envoltos por coroas de apéndices lacimados (AL). Mais externamente, notam-se
os apéndices reticulares (AR). 10.500 x.

Fig. 58 - Cabecas de espermatozoides eupirenes seccionadas ao nivel de suas
regides medianas. O acrosoma tubular (AT) localiza-se ao lado da face
aplanada ou levemente coéucava do nicleo (N). AL - apéndices laciniados; AR -
apéndices reticulares. 16.000 x.
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Fig. 59 - Citoplasma de uma espermatide eupirene, na qual se destaca parte de
um “Nebenkern” (NK) em estagio inicial. Nas mitocondrias (i) deste
complexo, evidenciam-se os envelopes membranosos (setas) e algumas cristas
(pontas de setas). Proximo ao complexo mitocondrial, observa-se um complexo
de Golgi (G). O citoplasma apresenta grande nimero de ribosomas (R) livres,
mas o reticulo endoplasmatico granular (REG) é reduzido. 16.000 x.

Fig. 60 - Grupo de espermatides em desenvolvimento com agrupamentos
compactos de mitocondrias no estagio inicial da formagdo dos "Nebenkern"
(NK). Destaca-se, também, em uma das células espermaticas, saculos de um
complexo de Golgi (G). No canto superior direito, observam-se o niicleo (N) e
o citoplasma (C) de uma célula cistica vizinha. Preparagdo de criofratura em
etanol. MEV - 6.000 x.

Fig. 61 - Complexo mitocondrial ("Nebenkern") de espermatide, provavelmente
apirene, em fase de desenvolvimento mais avangada que aquelas mostradas nas
figuras anteriores. Em algumas mitocondrias do complexo, ainda estdio
evidentes as cristas (setas). As pontas simples de setas indicam granulos densos
tipicos da matriz mitocondrial ¢ a ponta dupla de seta indica o envelope
membranoso. Citoplasma rico em ribosomas livres (R). 28.000 x.
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Fig. 62 - "Nebenkern" de espermatide eupirene em wna fase de
desenvolvimento mais avangada que aquelas mostradas nas figuras da prancha
anterior. Nota-se que o processo de fusdo mitocondrial esta mais avangado (*) e
que as cristas mitocondriais ja estdio reduzidas em tamanho e namero, com
excegdo de algumas delas (setas). Presenga de granulos densos (pontas de setas)
tipicos da matriz mitocondrial. A ponta dupla de seta indica o envelope do
"Nebenkern". 24.0600 x.

Fig. 63 - Sec¢do transversal de outro "Nebenkern" em um estagio semelhante
a0 da figura anterior. Na densa matriz mitocondrial do "Nebenkern", observa-se
um menor numero de cristas de tamanho reduzido (setas). Nos espagos sinuosos
claros do complexo mitocondrial, nota-se a presenca de finos septos (pontas de
setas menores). 36.000 x.

Fig. 64 - Secg¢do transversal de um complexo mitocondrial de espermatide
eupirene num estagio mais avangado que os das figuras anteriores. Além da
maior fusdo mitocondrial, nota-se que o "Nebenkern" apresenta agora um
aspecto de "labirinto" em fungdo da maior remodelagdo mitocondrial. As cristas
ainda estdo presentes (setas), porém seu tamanho é mais reduzido. Nota-se,
também, que algumas das regides periféricas do "nebenkern" apresentam-se
mais volumosas, com aspecto mais homogéneo e desprovida de cristas (*).
Entre regides vizinhas do "Nebenkem", observam-se finos septos (pontas de
setas). 15.00v x.

Fig. 65 - Ampliacdo de outro "Nebenkem" equivalente ao da figura 64. As
cristas mitocondriais (setas), embora reduzidas em tamanho, e os granulos
densos da matriz ainda persistem. Evidencia-se a presenga dos finos septos
(pontas de setas) que interligam regides vizinhas do complexo mitocondrial. A
matriz das porgdes periféricas mais dilatadas (*) apresenia aspecto homogéneo,
sem cristas. Envelope mitocondrial bem evidente (ponta dupla de seta).

30.000 x.




67

Biat,
<
;¥

o 2 - IS S {2 AR
AT AtET ) S AR A N el




Fig. 66 - "Nebenkern" (nk) de uma espermatide eupirene. Neste estagio de
desenvolvimento, a matriz mitocondrial volta a ser mais transparente € as
camadas periféricas menos dilatadas. Ha algumas cristas remanescentes (seta) e
um nimero menor de granulos densos na matriz. Entre compartimentos
vizinhos no "nk", observam-se, também, alguns finos septos (pontas de setas).
As duas camadas periféricas do complexo se estendem para o interior do
mesmo por meio de pontes (%), imbricando-se nas camadas mais internas do
"labirinto" mitocondrial. O axonema (AX) situa-se paralelamente e préximo a
uma determinada regido do "nk". A seta maior indica a regido de contato entre
as camadas periféricas, que coincide com o plano de simetria do complexo
mitocondrial. Citoplasma rico em ribesomas livres (ri) e com esparsas cisternas
do reticulo endoplasmatico granular (REG). 24.500 x.

Fig. 67 - Neste estagio, o complexo mitocondrial se assemelha muito ao do
chamado "onion Nebenkem". Considerando o plano de simetria do "nk" (setas),
observam-se oito camadas sobrepostas imbricadas e bem distintas (numeradas
de 1 a 8). Percebe-se que as camadas n° 2, 4, 6 e 8 estdo interligadas e que o
Iesmo aconiece com as camadas n° 3, n° 7 e, provavelmente, com a camada n°
1. A seta menor indica algumas cristas mitocondriais remanescentes e as pontas
de setas, alguns septos interligando os envoltorios de camadas justapostas.O
axonema flagelar permanece na mesma posigdo relativa. Citoplasma rico em
ribosomas (ri) e com esparsas cisternas do reticulo endoplasmatico granular
(REG). 20.000 x.
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Fig. 68 - Secgdo obliqua através de um "Nebenkern" mostrando, nesta fase
desenvolvimento, que ji estdo definidas trés camadas concéntricas que se
imbricam (asteriscos maior, médio e menor). As pontas de setas indicam que a
camada mais externa (asterisco maior) do "Nebenkern" ¢ continua com a regidio
mais central. 12.500 x.

Fig. 69 - Secgdo transversal do "Nebenkern" de espermatide eupirene em fase
de desenvolvimento semelhante a da figura anterior. Destacam-se 6 camadas
numeradas (1-6), que representam, de fato, trés regides imbricadas, a saber: (1%)
camadas 1 e 3; (2°) camadas 2 e 5; e a (3%) camadas 4 e 6. O axonema (AX)
permanece na mesma posic¢do relativa ao "Nebenkern". 12.000 x.

Fig. 70 - Secgoes transversais de dois derivados mitocondriais (DM) em fase de
individualizagdo. Observam-se quatro camadas superpostas e numeradas de 1 a
4, que correspondem a apenas duas regides imbricadas. As camadas | e 3
formardo um derivado mitocondrial ¢ as camadas 2 e 4, o outro. AX -

axonema.; G - complexo de Golgi. 10.000 x.

Fig. 71 - Secgdo transversal de duas espermatides eupirenes, nas quais se
observam os derivados mitocondriais (DM) ja individualizados. Um deles
apresenta sempre matriz mais densa, além de um ou dois canais (asteriscos)
preenchidos por citoplasma, que lhe conferem o aspecto de um numero "8" ou
de uma "rosquinha". O derivado de matriz mais clara pode ou ndo apresentar
um Gnico canal. Nesta fase, observa-se, no citoplasma, com freqiiéncia, a
presenga de corpos multivesiculados (CMV) e dictiosomas do complexo de
golgi (G) proximos aos derivados mitocondriais. 12.500 x.







Fig. 72 - Extensa massa citoplasmatica observada entre flagelos de
espermatides eupirenes descartada durante o alongamento e transformagio dos
flagelos. Contém, em processo de desorganizagdo, muitas mitocondrias (M),
diversos vactolos (V) de conteudo finamente fibrilar, muitos ribosomas (R),
algumas cisternas do reticulo endoplasmatico (REG) préximas a saculos
golgianos (G), um corpo multivesicular (CMV) e corpos densos (CD). AX -
axonema; DM - derivado mitocondrial. 15.000 x.

Fig. 73 - Figura mielinica (FM) formada por membranas descartadas e,
excepcionalmente, localizadas no interior de um derivado mitocondrial (DM).
Flagelo de espermétide eupirene em processo de alongamento. 35. 000 x.

Fig. 74 - Figura mielinica (FM) formada por membranas enroladas que estdo
sendo descartadas (seta) do citoplasma de um flagelo de espermatide eupirene.
DM - derivado mitocondrial; AX - axonema flagelar. 35.000 x.







Fig. 75 - Neste estagio, os axomemas (AX) ainda apresentam padrio de
organizagdo microtubular do tipo "9 + 2". Todos os microtubulos tém o limen
elétron-transparente. Cisternas lisas (pontas de setas) envolvem parcialmente o
axonema. Os derivados mitocondriais (DM) apresentam formas e tamanhos
desiguais € a matriz do derivado mais longo apresenta maior elétron-densidade.
Proximo do derivado mitocondrial maior da espermatide inferior, observa-se
um dictiosoma do complexo de Golgi (G). O citoplasma € rico em ribosomas
(R) livres. As setas indicam a cobertura celular da membrana plasmatica.
50.009 x.

Fig. 76 - No axonema, as pequenas projegdes lineares (pontas de setas maiores)
ligadas aos sub-tibulos B das duplas peritéricas representam os tibulos
acessorios em formagdo. As pontas de setas menores indicam os bragos de
dineina dos sub-tubulos A. As setas indicam as cisternas lisas que envolvem
quase totalmente o axonema. A matriz dos dois derivados mitocondriais (DM)
tem a mesma densidade. G - saculos golgianos. 105.000x.

Fig. 77 - Regides flagelares sub-terminais. Observam-se trés espermatides
ainda ligadas por meio de pontes citoplasmaticas (P). Estas regides sdo
rodeadas por anéis densos (setas). O citoplasma das pontes ndo apresenta
diferenciagdo notdria. O axonema (AX) ainda é do tipo "9 + 2" e, proximo a
ele, encontra-se apenas um dos dois derivados mitocondriais (DM). Membranas
formando figuras mielinicas (FM) sdo freqiientes no citoplasma dos flagelos
dessas regides sub-terminais. No citoplasma da célula central, observa-se uma
invaginagdo citoplasmatica de uma célula cistica vizinha (asterisco). As pontas
de setas indicam jungdes septadas entre as membranas plasmaticas da
espermatide e da célula cistica. R - ribosomas. 28.000 x.
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Fig. 78 - Sec¢do transversal de flagelo de espermatide eupirene em estagio mais
avangado que os da prancha anterior. O axonema ja apresenta o padrdo de
organizagio tubular do tipo "9 + 9 + 2", com a coroa periférica de microtubulos
acessorios ainda vazados. Ao redor do axonema, notam-se cisternas (pontas de
setas maiores) e vesiculas (V) lisas. Vé-se ainda dois derivados mitocondriais
(DM) desiguais no tamanho e com cristas vestigiais. No citoplasma, notam-se
ribosomas (R) livres e um corpo multivesiculado (CMV). A face externa da
membrana plasmatica mostra uma fina cobertura (pontas de setas menores) e
um pequeno apéndice reticular (AR). 60.000 x.

Fig. 79 - Estagio subseqiiente do desenvolvimento do axonema (AX). Os
tubulos acessorios (pontas duplas de setas) apresentam baixa elétron-densidade
luminal e estdo ainda ligados aos sub-tibulos B. Os sub-tibulos A mostram
elétron-densidade semelhante no seu limen e apresentam dois bragos de
dineina. Cisternas lisas (pontas de setas maiores) ocorrem ao lado do axonema,
dos dois derivados mitocondriais (DM) e do complexo de Golgi (G). Fileiras de
microtibulos citoplasmaticos sdo indicadas por meio de pontas de setas
menores. 54.000 x.

Fig. 80 - Neste estagio mais avangado, nota-se que os derivados mitocondriais
(DM) e o axonema (AX) estdo parcialmente envoltos por cisternas lisas (setas)
e microtubulos arranjados em uma unica fileira (pontas duplas de setas
menores). Os microtibulos acessorios (pontas duplas de setas maiores)
mostram-se desligados dos pares periféricos. Junto ao apéndice reticular (AR),
cuja posigdo é oposta ao axonema, observa-se um botdo elétron-denso (seta).
90.000 x.

Fig. 81 - Neste estagio mais avangado de transformagdo do flagelo, a
espermatide eupirene ja apresenta redugdo do volume citoplasmatico. No
axonema, os microtibulos acessérios (pontas triplas de setas) apresentam
limen bem elétron-denso. Principalmente no derivado mitocondrial maior
(DM), nota-se um espessamento parcial da camada cortical (pontas de setas
menores) e, ao lado desta, observa-se uma fileira de microtibulos
citoplasmaticos (pontas duplas de setas). No estreito espago compreendido
entre as areas aplanadas dos dois derivados justapostos, observa-se uma camada
densa e fina (seta branca). Um envoltério membranoso liso (pontas de setas
maiores) contorna completamente o axonema e o derivado mitocondrial menor,
envolvendo apenas parcialmente o maior. AR - apéndice reticular extra-celular.
63.000 x.
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Fig. 82 - Corte transversal de um flagelo ja com o volume reduzido. O
citoplasma apresenta ainda varios grupos de ribosomas livres (R). O axonema
(AX) e os derivados mitocondriais (DM) estdo individualmente envoltos por
um envelope membranoso (setas), isolados do resto do citoplasma. No axonema
(ponta de seta), destacam-se os tubulos acessorios (ponta dupla de seta maior)
de conteudo bem elétron-denso. O derivado maior possui uma camada cortical
assimétrica e espessa, adjacente a uma fileira de microtubulos citoplasmaticos.
A regido do derivado maior préxima ao axonema mostra uma fileira de
esférulas elétron-densas (ponta dupla de seta menor), que ndo sdo observadas
no derivado menor (DM*). AR - apéndice reticular. 47.000 x.

Fig. 83 - Regides sub-terminais de flagelos de espermatides em fase mais
avangada, com citoplasma bem reduzido. Destacam-se o axonema (AX) do tipo
"9 + 9 + 2" e o derivado mitocondriai maior (DM). O axonema encontra-se
ainda envolto por um envelope membranoso (seta); os microtibulos acessorios
mostram contetido bem elétron-denso (ponta maior de seta dupla). O derivado
maior apresenta uma camada cortical bem densa (pontas de setas menores) e
uma medular menos densa. Presenga de alguns microtiibulos citoplasmaticos
(ponta de seta maior) ladeando parcialmente o derivado maior. O derivado
menor ¢ apenas vestigial (%). O apéndice reticular (AR) situa-se numa
depressdo da membrana plasmatica, ligado por meio de pequenos septos (ponta
menor de seta dupla). 72.000 x.

Fig. 84 - Corte transversal de uma area de um cisto eupirene contendo flagelos
de espermatides em fase terminal de matura¢do. Em cada flagelo, observam-se
dois derivados mitocondriais (DM) de tamanhos desiguais e justapostos ao
axonema (AX) do tipo "9 + 9 + 2". A camada cortical do derivado maior
adjacente ao menor, mostra condensagdes em forma de faixa (setas brancas
duplas) ou esférulas densas (setas brancas simples). Estas esférulas irdo formar,
no espermatozoide eupirene, um eixo cilindrico denso nesta regido. No
axonema completo, destacam-se os microtubulos acessorios (pontas duplas de
setas). Na regido lateral entre o axonema e os derivados mitocondriais,
observam-se duas cisternas lisas (setas) associadas a pequenas areas elétron-
densas (asterisco). O apéndice reticular (AR) continua presente. Glicocalix
evidente (pontas de setas). cc - citoplasma da célula cistica. 63.000 x.







Fig. 85 - Criofratura em etanol de espermatides eupirenes em fase final de
maturagdo. Nos flagelos, destacam-se derivados mitocondriais (DM)
criofraturados longitudinalmente. As setas maiores indicam dois derivados
mitocondriais da mesma célula célula, com tamanho desigual. A seta menor
indica um septo e o asterisco, a regidio medular do derivado. N - nicleo da
espermatide. MEYV - 6.000 x.

Fig. 86 - Seccdo longitudinal de flagelos de espermatides quase maduras. As
cristas (setas) da regido cortical do derivado mitocondrial maior (DM) formam
um angulo de 45° em relag@o ao eixo maior do derivado com espagamento de
36 nm (d) . No axonema (AX), destacam-se os microtibulos acessorios mais
densos (pontas de setas). 28.000 x.

Fig. 87 - Sec¢do transversal de regides posteriores da pega principal de flagelos
eupirenes. Nesta altura de corte, somente é observado o derivado mitocondrial
maior (DM). Na sua regido cortical, nota-se a presenga de um eixo denso (setas
brancas pequenas) proximo do microtiibulo acessorio (ponta dupla de seta)
correspondente ao par periférico n°8. No axonema (AX) completo, destacam-se
os microtibulos acessorios (pontas duplas de setas) densos e de maior calibre.
As setas pretas indicam dnas pequenas vesiculas entre o axonema e o derivado
mitocondrial. AR - apéndice reticular ligado & membrana plasmatica por meio
de septos (pontas de setas); AL - apéndices laciniados. 120.000 x.
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Fig. 88 - Secgdo transversal de flagelos de espermatozoides eupirenes ao nivel
de sua regido mediana. Nota-se a regularidade na disposi¢do espacial dos
flagelos orientados em uma dnica diregdo e ordenados em fileiras paralelas
Justapostas entre si. Em cada flagelo, nesta altura de corte, observa-se somente
o derivado mitocondrial maior (DM), cujo "eixo cortical" apresenta-se elétron-
transparente (ponta de seta maior). No axonema (AX), é possivel observar a
sub-estrutura da parede dos microtibulos acessorios (pontas duplas de setas)
delimitando o limen "vazio". Notam-se, também, duas pontes densas (setas
menores) ligando o axonema a membrana flagelar (ponta simples de setas). Esta
se apresenta em contraste "negativo” (pontas simples de setas) assim como as
membranas do envelope do derivado (seta maior). O apéndice reticular (AR)
esta deslocado de sua posi¢do usual. Fixagdo de acordo com Dallai & Afzelius
(1990). 110.000 x.







Fig. 89 - Vista ampliada de um dos flagelos da figura anterior. No axonema,
observam-se 16 protofilamentos na parede dos tibulos acessorios (TA); 13 e
10-11 protofilamentos na parede dos subtibulos A e B dos pares periféricos,
respectivamente, € 13 na dos dois tubulos centrais. O lamen dos tibulos
acessorios apresenta-se elétron-transparente, ao contrario dos limenes dos sub-
tabulos A e B e dos tibulos centrais, que sdo elétron-densos. As pontes de
ligagdo entre os tubulos acessorios apresentam uma area mais fina e uma mais
espessa (setas brancas) proxima ao sub-tibulo B. As pontes densas e largas
(setas mais largas) ligam os microtiibulos acessorios proximos aos pares
periféricos n® 7 e n° 9 com a membrana flagelar. No derivado mitocondrial
maior (DM), destacam-se o eixo cortical (asterisco maior) elétron-transparente
nesta fixagdo, e as membranas do derivado coradas "negativamente" (setas
grossas € curtas). As setas finas indicam duas areas estreitas e densas proximas
ao tibulo acessorio n° 8 e compreendidas entre as membranas do envelope do
derivado mitocondrial. Glicocalix (seta larga e curta) bem desenvolvido na
periferia da membrana flagelar (setas pretas) em contraste "negativo”. AR -
apéndice reticular. Fixa¢do de Dallai & Afzelius (1990). 396.000 x.







As figuras 90 a 92 indicam espermatozoides eupirenes fixados de acordo com o
método de Bloom & Aghajanian (1968) modificado.

Fig. 90 - Corte transversal de um cisto eupirene contendo 256 flagelos. Nota-se
forte reagdo positiva ao E-PTA nos apéndices reticulares (setas) e uma discreta
reagdo nos microtiibulos acessorios (pontas de setas) do axonemas. CC - célula
cistica. 11.000 x.

Fig. 91 - Grupo de flagelos em secgdo transversal ao nivel de suas regides
anteriores. Em destaque, os apéndices reticulares (AR) que apresentam forte
reagdo positiva ao E-PTA, ao contrario dos laciniados (AL). 23.000 x.

Fig. 92 - Flagelos seccionados longitudinalmente. Apéndices reticulares (AR)
apresentando reagdo positiva ao E-PTA. AX - axonema; DM - derivado
mitocondrial. 24.000 x.
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Fig. 93 - Porgdo criofraturada de testiculo de imago jovem. Observam-se varios
cistos contendo, na maioria, flagelos de espermatozoides eupirenes (EUP). As
regides mais anteriores dos flagelos eupirenes apresentam-se bem compactadas.
A seta larga, a esquerda, indica o feixe eupirene ampliado na figura 94. Vizinho
a este feixe, observam-se espermatozéides presumivelmente apirenes (AP).
Traquéias de varios calibres (circulo e setas finas) sdo freqiientemente
observadas nos septos que separam os foliculos testiculares. MEV - 1.600 x.

Fig. 94 - Ampliagdo do cisto de espermatozdides eupirenes indicado pela seta
vazia e larga na figura anterior. Em alguns flagelos, observam-se com certa
nitidez os axonemas (setas) e os derivados mitocondriais (ponta dupla de seta).
As pontas de setas maiores indicam sali€ncias correpondentes aos microtabulos
axonematicos da coroa mais externa. Na superficie dos espermatozdides,
observam-se, também, finas saliéncias longitudinais (pontas de setas), que
correspondem, presumivelmente, aos apéndices laciniados extra-celulares.
MEYV - 11.000 x.

Fig. 95 - Um cisto eupirene criofraturado contendo flagelos bem coesos e
paralelos, dispostos em uma configuragdo hexagonal tipica destes cistos nas
regides anteriores dos flagelos. Os axonemas estdo evidentes (setas).

MEV - 13.000 x.







Fig. 96 - Imagem de um longo feixe de espermatozoides eupirenes (EUP) e de
pequenos feixes apirenes (AP). A regido anterior (RA) do feixe eupirene
corresponde ao conjunto das cabegas dos espermatozoides ainda recobertas por
fragmentos das células cisticas (CC). Os flagelos (F) da longa cauda
encontram-se bem unidos entre si, apresentando uma disposigdo helicoidal em
toda sua extensdio, com exce¢dio da regido mais posterior (RT) e mais afilada.
Diversos feixes apirenes (AP) bem mais curtos e espermatozéides (ESP)
apirenes isolados sdo visualizados também. MEV - 250 x.

Fig. 97 - Ampliagdo da regido "F" do feixe eupirene, na qual se evidencia a
torgdo helicoidal do feixe, bem como a intima justaposi¢io dos
espermatozoides. A seta branca mostra uma regido dissociada de um
espermatozodide e as setas pretas indicam uma fina estriagdo na periferia dos
espermatozoides, provavelmente, correspondente aos apéndices laciniados
superficiais. MEV - 3.200 x.

Fig. 98 - Ampliagdo da regido terminal do mesmo feixe, mostrando os
espermatozoides finalizando em diferentes alturas (setas brancas pequenas) a
medida que a cauda vai se afilando (seta branca maior). Resquicios das células
cisticas (seta branca larga) envolvem parcialmente o feixe terminal.

MEYV - 3.200 x.
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4. ESPERMATOZOIDES EUPIRENES E APIRENES NA VESiCULA
SEMINAL E NO DUCTO EJACULADOR DUPLO

Tanto na vesicula seminal (Figs. 99 e 100), quanto no ducto ejaculador
duplo (Figs. 111 - 114), os espermatozoides eupirenes mantém-se bem unidos
em longos feixes helicoidais, enquanto que os apirenes encontram-se dispersos
entre esses feixes € ao redor dos mesmos, concentrando-se mais junto a parede
interna dos ductos espermaticos. Em imagens de microscopia eletronica de
varredura obtidas a partir de criofratura em etanol, observa-se, também, que os
feixes eupirenes se localizam na regido central da vesicula seminal, circundados
por grandes massas de espermatozéides apirenes (Figs. 99 e 100). As vezes, o
lamen da vesicula e do duplex mostra-se praticamente ocupados pelos feixes
eupirenes, restringindo o espago ocupado pelos espermatozoides apirenes livres
a uma estreita faixa periférica (Figs. 106 e 111). Em outras imagens de
criofratura ao nivel da regido proxima a desembocadura do ducto deferente no
duplex, pode-se notar somente a presenga de um tufo de espermatozdides
apirenes ocupando o centro do ducto ejaculador duplo (Fig. 109). Tanto na
vesicula quanto no duplex, corpos densos de varios tamanhos e formas (desde
esférulas a grandes massas densas) sdo fregiientemente observados entre os
feixes eupirenes e entre os espermatozoides apirenes (Figs. 101, 102, 103, 104,
106, 107, 108 ¢ 110). Associada aos corpos densos, ha uma matriz extracelular
finamente granular, que forma uma rede ao redor dos feixes eupirenes e entre
os espermatozoides apirenes (Figs. 101, 103, 104, 105, 115 e 116). Os feixes de
flagelos eupirenes localizados no duplex, por sua vez, sdo mantidos unidos por
uma matriz extracelular mais densa (Figs. 113, 114, 115 e 116). As cabegas dos
espermatozoéides eupirenes, no duplex, além de manter sua orientagdo espacial
nos feixes, como nos flagelos, permanecem unidas entre si por este tipo de
matriz, que se espraia de modo mais ou menos uniforme entre as células

espermaticas (Figs. 114 - 117).
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Sec¢des transversais de flagelos apirenes localizados na vesicula seminal
mostram que cada um deles esta envolto por capas estriadas concéntricas
adjacentes a membrana plasmatica, cujo numero de capas varia com o nivel de
corte, sendo maior nas regides terminais (Figs. 101, 104 e 105). Cortes
longitudinais e tangenciais evidenciam a estriagdo transversal das capas (Fig.
103). Nos cortes tangenciais e transversais de regides medianas da pega
principal dos flagelos, nota-se, também, a presenga de projec¢des filiformes na
periferia dos flagelos apirenes (Figs. 103 e 104). Imagens de criofratura para
M.E.V. de flagelos apirenes também mostram a presenga dessas capas estriadas
(Fig. 102). Quanto a ultra-estrutura do filamento axial e dos derivados
mitocondriais dos flagelos apirenes na vesicula seminal, nio se observa
nenhuma diferenga notavel em relagdo aos flagelos apirenes intratesticulares, a
ndo ser pela presenca de dois pequenos “corpos acessorios” ligados as regides
mais afiladas dos derivados mitocondriais por meio de pontes finas, em corte
transversal (Fig. 104). As vezes, estes “corpos” parecem estar ligados também
ao axonema, posicionando-se lateralmente entre este e os derivados
mitocondriais (Fig. 104).

Em cortes transversais ao nivel da cabega (Figs. 115 a 117) dos
espermatozoides eupirenes localizados no duplex, percebe-se a total auséncia
dos apéndices laciniados, porém ha persisténcia do apéndice reticular, inserido
em uma depressdo da capa estriada por meio de um pedunculo (Fig. 117). A
subestrutura do apéndice reticular somente foi bem evidenciada com o uso de
uma mistura fixadora 4 base de acido tanico (Método IV). A maior parte do
espago interno limitado pela capa estriada, ao nivel das cabegas, é ocupada por
uma massa densa de aspecto granular, que se limita com o niicleo de posigdo
excéntrica (Figs. 116 a 117). Em cortes transversais, obtidos do material fixado
de acordo com métodos I e II, esta massa densa interna apresenta-se com
aspecto mais ou menos uniforme (Fig. 115). Porém, com o uso do método de

Dallai & Afzelius (1990), percebe-se que essa matriz densa mostra uma
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subestrutura granular muito evidente, apresentando uma fileira continua de
granulos regulares na sua periferia (Fig. 117). A membrana plasmatica e o
envelope nuclear intimamente justapostos mostram contraste "negativo", bem
como as paredes aparentemente colapsadas do acrosoma tubular qu<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>