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O nucléolo € um subcompartimento do nucleo responsavel pela biogénese dos ribossomos.
Durante o ciclo celular mitético e meidtico, ocorre uma desorganizagdo e posterior
reorganizagdo do material nucleolar, evento denominado nucleologénese. Na espermatogénese
de mamiferos e outros vertebrados, ha evidéncias de que a desorganizag¢io do nucléolo, no final
da meiose I, fornece material para a formagdo de uma organela citoplasmatica denominada
“corpo cromatéide” (CB). O CB ¢é uma estrutura caracteristica de células espermatogénicas, que
parece ser responsavel pelo metabolismo de RNA nessas células e por varios eventos da
espermiogénese, tais como: formag¢do do acrossomo; comunicagdo celular entre as
espermatides; formagdo da pega intermediaria e do flagelo dos espermatozdides. O objetivo do
presente trabalho foi obter dados sobre a estrutura citoquimica e ultra-estrutural do ciclo
nucleolar e dos RNAs citoplasmaticos nas células dos tubulos seminiferos de Rattus novergicus,
Mus musculus e Meriones unguiculatus. Os testiculos foram fixados em Bouin e Karnovisky
para analise histoldgica convencional e para estudo citoquimico, que incluiu as seguintes

técnicas: Periodic Acid Schiff (PAS); Hematoxilina-Eosina (HE); Reagdo de Feulgen;

Impregnagio por lons Prata; Reticulina de Goémdri; Azul de Toluidina (AT); variante da

Concentracdo Eletrolitica Critica (variante de CEC); Fast green alcalino e acido. Fragmentos
testiculares fixados em glutaraldeido foram utilizados para analise ultra-estrutural em
microscopia eletronica de transmissdo (MET). Os cortes ultra-finos foram contrastados com
citrato de chumbo e acetato de uranila. Todas as técnicas forneceram informagdes sobre a
origem e a fun¢do do CB nas células espermatogénicas. Portanto, considerando a persisténcia do
RNA e das ribonucleoproteinas (RNPs) nucleolares durante a espermatogénese de Rattus
novergicus, Mus musculus e Meriones unguiculatus, nossos achados corroboram que esses
complexos moleculares sdo muito importantes nas fases da espermiogénese. Pode ser sugerido
que estes corpusculos de ribonucleoproteinas (“‘corpo cromatdide”) sdo de origem nucleolar e
atuam na série de eventos sucessivos que ocorrem na formagao do espermatozoéide. Além disso,
esses resultados reforgam a conservagdo dos mecanismos envolvidos na preservagdo dos niveis
necessarios de proteinas nos diferentes estagios de diferenciag@o celular, de espermatides em

espermatozoides, nessas espécies de roedores.
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2. Abstract

The nucleolus is a subcompartment of the nucleus and the site of ribosome biogenesis.
During the mitotic and meiotic cell cycle, occurs a disorganization and a posterior reorganization
of the nucleolar material, event called nucleologenesis. In the spermatogenesis of mammals and
other vertebrates occurs evidences on the disorganization of the nucleolus, at the end of meiose I,
supplies material for cytoplasmic formation of organelle called “chromatoid body” (CB). The CB
is a characteristic structure of spermatogenic cells, and seems to be responsible for RNA
metabolism in these cells and for some events of spermiogenesis, as: formation of acrosome;
cellular communication between spermatids; formation of the spermatozoon middle piece and
tail. The aim of this paper was to obtain data about the cytochemical and ultrastructural structure
of nucleolar cycle and the distribution of RNAs cytoplasmics in the seminiferous tubules cells of
Rattus novergiucus, Mus musculus and Meriones unguiculatus. The testis had been fixed in
Bouin and Kamovisky for conventional histological analysis and for cytochemical study that
included: Periodic Acid Schiff (P.A.S), Hematoxilin-Eosin (HE), Feulgen Reaction, Silver-ion
Impregnation, Gomori Reticulin, Toluidine Blue, modified method of Critical Eletrolyte
Concentration (CEC) and basic and acid Fast green. The blocks of testis fixed in glutaraldehyde
were used for ultrastructural analysis by transmission electronic microscopy (TEM). Ultrathin
sections were double-stained with uranyl acetate and lead citrate. All the used techniques had

brought information on the origin and the function of the CB in the spermatogenics cells.

Therefore, considering the persistence of the RNA and nucleolar ribonucleoproteins (RNPs)

during spermatogenesis of Rattus novergicus, Mus musculus and Meriones unguiculatus, our
findings corroborate that these molecular complexes are very important in the spermiogenesis
phases. It can be suggested that these ribonucleoprotein corpuscles (“chromatoid body’) are
nuclear origin and have a role in a successive series of events that occur in the formation of the
spermatozoon. Beyond, these results reinforce the conservation involving mechanisms for
preserving necessary levels of proteins stocks in different stages of cell differentiation,

spermatids to spermatozoon, in this rodents species.




3. Introducio

3.1. Epitélio seminifero e espermatogénese

O estudo da espermatogénese dos roedores tem sido utilizado como padrédo para entender a
formagdo dos espermatozdides em mamiferos. Esse processo ocorre nos tibulos seminiferos,
onde o epitélio germinativo fica isolado no seu interior e € constituido por uma populag@o estavel
de células de suporte (células de Sertoli) e por células proliferativas em diferenciagao (células
espermatogénicas) (MATSUMOTO, 1996). As células germinativas se dispdem em associagdes
celulares bem definidas dentro dos tibulos seminiferos evoluindo sincronicamente em diferentes
estadios da espermatogénese.

Uma investigagdo histologica em um corte transversal de testiculo de rato ¢ suficiente para
demonstrar que existe um padrdo de desenvolvimento das células germinativas o qual, embora
variado, se faz de maneira repetida. Entretanto, o esclarecimento sobre a regularidade do
processo da espermatogénese s6 pdde ser suficientemente determinado apos rigorosos estudos
das diferentes geragdes celulares. Somente apds esses estudos € que foi possivel o
estabelecimento do conceito de “ciclo do epitélio seminifero” que se definiu como “a série de
alteragdes celulares que ocorrem em dada area do epitélio seminifero, entre dois aparecimentos
sucessivos de uma mesma associagdo celular” (ORSI & FERREIRA, 1978).

Diversos trabalhos, nas décadas de 50, 60 e 70, permitiram estabelecer bases morfologicas
seguras sobre a seqiiéncia da espermatogénese em varios mamiferos, inclusive no homem. Esses
trabalhos tiveram, assim, o grande mérito de estabelecer uma terminologia adequada (fases,
ciclos, estadios), a qual define facilmente as ocorréncias do ciclo espermatogenético, ndo s6 no
rato, como também de inumeros outros animais (ORSI, 1974).

Apesar das davidas que ainda existem em relag@o a muitos fatos ligados a espermatogénese
de mamiferos e, em especial, a do homem - por exemplo, a renovagdo das espermatogdnias
(“stem cells”) e o controle da “onda espermatogenética” -, os ciclos espermatogenéticos em
muitos animais ja foram analisados permitindo tirar conclusGes validas sobre estudos de diversas
naturezas, tais como a agdo de fatores toxicos ou de fatores enddcrinos. Também ja foram
realizados estudos sobre a localizagdo, estrutura e atividade do nucléolo na gametogénese de
roedores. No entanto, pouca énfase foi dada a distribui¢do do material nucleolar (RNAr +
proteinas) durante a meiose e a espermiogénese destes mamiferos (FAKAN & HERNANDEZ-
VERDUN, 1986; PARVINEN et al., 1986).
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3.2. Nucléolo

O nucléolo interfasico encontra-se organizado ao redor de regides cromossomicas

denominadas “Regides Organizadoras Nucleolares” (RONs). As RONs s@o locais dos

cromossomos que possuem genes para RNA ribossomico (RNAr), que sdo transcritos e

processados em pré-ribossomos no interior do nucléolo. Os genes ribossomais estdo presentes em
seqiiéncias altamente repetidas em tandem, existindo varias copias de genes RNAr em cada RON
(SUMMER, 1990). A transcri¢do dos genes RNAr ¢ realizada pela RNA polimerase I (RNA pol
I) e ocorre em seqiiéncia, deixando a estrutura com um aspecto de “drvore de natal”, como
observado primeiramente por MILLER & BEATTY (1969) e por SCHEER et al. (1997).

O nucléolo é um territdrio particular do nucleo, que estd relacionado com a
compartimentaliza¢do das fungdes nucleares (HERNANDEZ-VERDUN, 1991). E considerado
um subcompartimento do nicleo, altamente organizado e ndo envolto por membrana, € também €
o local da biogénese dos ribossomos (GERBI, 2003). O transcrito primario RNAr 45S €
processado em RNArs maduros 18S, 5,8S e 28S e, entdo, proteinas sdo adicionadas aos pré-
ribossomos nascentes e, também, o RNAr 5S (sintetizado fora do nucléolo) € incorporado
(THIRY & GOESSENS, 1996). As unidades de transcrigdo para o RNAr 458 sio separadas por
grandes espagos ndo transcritos ou regides intergénicas (IGR), e dentro das unidades de
transcricdo encontram-se as regides espagadoras (TS), que possuem espagadores externos nos
finais (ETS) e espagadores internos (ITS) dentro da unidade (SCHWARZACHER &
WACHTLER, 1993).

A formagio do nucléolo é um processo dindmico no desenvolvimento da vida da célula
sendo denominado nucleologénese. Visto ao microscopio eletrénico, o nucléolo geralmente
apresenta trés dominios nucleolares maiores: o centro fibrilar (CF), o componente fibrilar denso
(CFD) e o componente granular (CG), contudo, durante a nucleologénese, esses dominios
desorganizam-se e reorganizam-se no ciclo celular (ZATSEPINA et al., 1997). Os CFDs formam
uma rede que liga os CFs. Essa organizagdo espacial € similar a descrita para nucléolos de plantas
(JUNERA et al., 1995). O CF estd em contato direto com a RON e na sua periferia ocorre a
transcrigdo do RNAr 45S. O processamento do RNAr e sua reunido com as proteinas € o RNAr
5S, que ird formar as subunidades ribossomicas maduras, ocorrem no CFD e CG (THIRY &
GOESSENS, 1996).

O nucléolo possui outras fungdes, como a ligagdo e maturagdo de varios outros tipos de
RNAs (pequenos RNAs nucleares — snRNAs) (GERBI, 2003). Estes snRNAs complexam-se com
proteinas formando pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) que representam uma
classe estavel de complexos RNA-proteinas que ¢ encontrada no nucleo de todas as células

eucarioticas (LUHRMANN, 1990). Algumas dessas snRNPs possuem importante fungdo no
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6

processamento do pré-RNAr 45S. Por exemplo, a snRNP denominada MRP € importante para a
produgdo do RNAr 5,8S, em organismos superiores a snRNP U8 € necessaria para formar o
RNAr 28S (GERBI, 2003). A mais estudada é a snRNP U3 que, provavelmente, esta relacionada
com a clivagem do pré-RNAr 45S no local situado entre o ITS1 e 5,8S. Foi sugerido que
particulas de U3 sejam as marcagdes eletrondensas conhecidas como “botdes terminais”,
observadas na extremidade 5’ terminal das moléculas de RNAr pré-sintetizadas (HERNANDEZ-
VERDUN, 1991).

Ha aproximadamente 271 proteinas nucleolares envolvidas na sintese e no processamento de
RNAr, porém existem outras proteinas que parecem possuir diferentes fungdes, como:
modificagdes de nucleotideos de snRNPs; biosintese de sinais de reconhecimento de particulas;
captura e liberagao de proteinas envolvidas em silenciamento génico (PEDERSON, 2002). Além

disso, o nucléolo abriga proteinas que sdo responsaveis por mecanismos de controle do ciclo

celular e possui uma proteina, denominada ARF, que é considerada supressora de tumor
(CARMO-FONSECA et al., 2000).

A composigio quimica do nucléolo é relativamente bem definida. E composto por DNAr e

RNAr em seus trés dominios (CF, CFD e CG). Possui varias proteinas classificadas como:
histonas, proteinas acidicas e enzimas. As histonas estdo presentes nos trés dominios nucleolares
por estarem complexadas com DNAr. As proteinas acidicas possuem localizagdes variadas: a
fibrilarina (B36), que forma um complexo com o U3 e é um importante fator de processamento
de RNAr, € encontrada no CF e no CFD; a nucleolina (C23), que estd relacionada com a
transcricdo de DNAr e com o processamento de RNAr, regulando a taxa de produgdo de pré-
ribossomos, pode ser encontrada no CF e CFD; a numatrina (B23), que é responsavel pelos
estadios tardios de reunido de pré-ribossomos, é encontrada associada com RNP pré-ribossémicas
maduras e esta envolvida no transporte de pré-ribossomos para o citoplasma, sendo observada no
CFD e CG; a ribogranulina (52kDa), assim como a fibrilarina, também esta associada com U3
snRNA, importante para o processamento de RNAr, sendo encontrada no CG. As enzimas
também possuem diferentes localizagdes: a RNA pol I, especifica para a sintese de RNAr é
localizada no CF e CFD; a DNA topoisomerase I, necessaria para a descondensa¢dao do DNA no
curso da transcri¢do, ndo € especifica para DNAr e encontra-se no CF e CFD; a DNA
topoisomerase II, também é responsavel pela mudanga na topologia da hélice de DNA e é
encontrada somente no CFD do nucléolo (MORIELLE & AZEREDO-OLIVEIRA, 2004b;
THIRY E GOESSENS, 1996). Achados citologicos descrevem que as proteinas C23 e B23 sdo
responsaveis pela impregnacao pelos ions prata (OCHS & BUSCH, 1984; CASSEB-HASSAN &
AZEREDO-OLIVEIRA, 1999).
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3.3. O nucléolo durante a mitose

Em ciclos celulares de plantas e de animais, quando as células entram em mitose e cessa-se a
transcri¢gdo do DNATr na préfase, os nucléolos desintegram-se estruturalmente e a maior parte das
proteinas nucleolares migra para o citoplasma. Parte dessas proteinas nucleolares pode
permanecer associada as RONs dos cromossomos mitoticos, dissolver-se no citoplasma ou,
ainda, ligar-se a periferia cromossomica, como uma bainha pericromossomal. Imediatamente
apds a segregagdo dos cromossomos no final da anéafase, a transcri¢do do DNAr é reativada e os
nucléolos gradualmente reorganizam-se. A reorganizagdo do nucléolo inicia-se quando o material
nucleolar formado por complexos RNA/proteinas, condensa-se e reune-se em estruturas discretas

denominadas de corpos pré-nucleolares (pré nucleolar bodies — PNBs) que, subsegiientemente,

fundem-se nas RONs cromossdomicas, na telofase e no inicio da intérfase, fornecendo, assim, a
base da formag¢do de nucléolos interfasicos maduros (OCHS et al, 1985; FAKAN &
HERNANDEZ-VERDUM, 1986; WACHTLER & STHAL, 1993; SCHARZACHER &
WACHTLER, 1993; GONZALES-GARCIA et al., 1995; MELLO, 1995; BARAN et al. 1997,
FLECHON & KOPECNY, 1998; DUNDR et al., 2000).

MELLO (1995) utilizando células somaticas de mamiferos e baseando-se no padrdo
metacromatico dessas células devido a presenga de moléculas de RNA, detectadas pela técnica
variante da Concentragdo Eletrolitica Critica (CEC), observou que, durante as fases mitdticas de
prometafase e metafase inicial, havia um “deslocamento” do material nucleolar metacromatico
para as proximidades dos cromossomos que “se moviam” para a placa celular equatorial.
Observou, também, corpos pré-nucleolares metacromaticos que permaneciam nas extremidades
da placa cromossomica ou afastados dos cromossomos. Essa ultima situagdo foi verificada nas
outras fases subseqiientes da mitose. A autora pdde constatar que durante a anafase a reagdo de
metacromasia deslocava-se das bordas da placa cromossomica para a regido entre os dois
conjuntos de cromossomos em movimento e, na tel6fase inicial, a zona celular envolvida com
essa reagdo adquiria um formato de ampulheta.

Ainda nesse estudo, realizado por MELLO (1995), os nucléolos em reorganizagdo nao
foram vistos como corpos distintos durante a teléfase tardia, mas na citocinese avangada
pequenos corpos pré-nucleolares metacromaticos tornavam-se gradualmente evidentes dentro do
nucleo das células-filhas. Além disso, os sitios da resposta metacromatica durante a mitose nao
foram coincidentes com as regides Ag-NOR positivas. Baseando-se nos varios aspectos
observados, a autora sugeriu que o RNA responsivel pela camada pericromossomal
metacromatica ndo seria de origem nucleolar, pois, outros RNAs poderiam estar participando da

resposta metacromatica. No entanto, a migragdo e a intima associagdo dos corpusculos com os
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cromossomos seriam sugestivos da participagdo do RNA nucleolar no padrdao de metacromasia
detectado.

A relagdo entre estrutura e fungdo das sub-estruturas nucleolares também foi estudada no
ciclo celular de células somaticas de embrides de coelhos (BARAN, et al., 1997) e porcos
(VIUFF et al., 2002). No trabalho de BARAN et al. (1997), foi verificado que a nucleologénese
estendia-se além dos primeiros quatro ciclos celulares e ndo era sincroénica em cada blastomero.
Métodos imunocitoquimicos, utilizando microscopia de luz e eletronica, foram aplicados para a
localizagdo de proteinas e de RNA, bem como técnicas para a detec¢do de DNA. Nesse estudo foi
observado que o DNA apresentava-se gradualmente associado com a periferia dos corpos
precursores de nucléolos (PNBs) compactos, mas nunca eram encontrados dentro dos PNBs, nos
quatro estagios celulares. Nas células embrionarias alguns PNBs exibiam periferia reticulada
formando redes de ramificagdes do componente fibrilar denso (CFD) envolvendo o “corpo
residual” (remanescente do PNB) no processo de ativagdo. O RNA foi primariamente detectado
em intimo contato com o CFD, assim como dentro do “corpo residual”, o qual n3o se apresentava
imunomarcado com os anticorpos utilizados para DNA. Quando observadas na microscopia de
luz, as proteinas nucleolares exibiam uma mudanga no padrio de distribuigdo durante a
nucleologénese. Em estagios iniciais, pequenos pontos e marcagdes semelhantes aos PNBs eram
distribuidos dentro de todo o nucleo. Em algumas células embrionarias, as proteinas comegavam
a acumular-se em finas camadas irregulares rodeando os PNBs em processo de ativagdo. Os
autores consideraram que este processo de organizagdo poderia ter uma relagdo com a
redistribui¢do da cromatina e dos componentes da matriz nuclear/nucleolar, durante a ativagido da
transcrigdo do DNA ribossomico (DNAr) localizado na superficie do PNB (BARAN et al.,
1997). Em um estudo com pré-implanta¢do de embriGes de ratos (BARAN et al. 2001), foi

verificada a presencga da proteina Nopp 140, nas proximidades dos PNBs, desde o primeiro ciclo

celular, indicando que essa proteina pode estar relacionada com o inicio da transcrigdo de RNAr,

e, também, com a reestruturag¢ao do nucléolo maduro nestas células.

A presenga do nucléolo através da divisdo celular é um fenémeno conhecido como
“persisténcia do material nucleolar”. Esse fenomeno ja foi observado, em divisGes mitéticas, nos
dinoflagelados e nas células malignas de mamiferos (WACHTLER & STHAL, 1993). A
persisténcia dos PNBs durante a mitose da suporte a idéia de que o material nucleolar nao se
rompe completamente durante a metafase e anafase, tendo um significado funcional ainda ndo
muito claro. Pode ser hipotetizado que estes corpos carregam um “primeiro” ou “novo” material
ou, ainda, represente uma fonte de RNA nucleolar para as células-filhas enquanto o novo

nucléolo esta sendo organizado (MELLO, 1995).
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Varios estudos tém procurado caracterizar esses corpos pré-nucleolares. Os PNBs tem sido
descritos como estruturas fibrogranulares densas de tamanho e morfologias variaveis, as quais
contém RNA e proteinas B23, C23, No38 e que se destacam pela impregnacgao argéntica (OCHS
et al., 1985; FLECHON & KOPECNY, 1998). Também foi verificado que a fusdo dos PNBs, no
final da tel6fase, pode ser impedida por tratamentos que empregam, por exemplo, doses baixas de
actinomicina-D, resultando em um acimulo de células com inuimeros PNBs distribuidos

aleatoriamente no interior do nucleo interfasico (OCHS et al., 1985).

3.4. O nucléolo durante a meiose

Alguns estudos foram realizados, com o objetivo de acompanhar o ciclo nucleolar durante a
divisdo meiodtica, como os estudos com células espermatogénicas dos tibulos seminiferos de
insetos hematofagos da familia Triatominae (TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA, 1999;
SEVERI-AGUIAR et al., 2002; MORIELLE & AZEREDO-OLIVEIRA, 2004a).

Contudo, ha muito ainda a ser entendido na divisdo celular meidtica. Apesar de existirem
poucos estudos identificando o ciclo nucleolar meidtico, deve ser destacado que os

espermatocitos e os oocitos, na profase I da meiose, apresentam diversas vantagens para o estudo

do nucléolo e dos cromossomos organizadores nucleolares. Os cromossomos meidticos na

profase I sdo bem individualizados € o grau de condensagdo desses é menor do que os
cromossomos metafasicos, facilitando as analises morfoldgicas, aos microscopios de luz e
eletronico, e citoquimicas. Além disso, deve ser considerado que nas células sométicas a
transcricdo € suspensa no inicio do ciclo de condensagdo cromossdmica, mas nas células
gaméticas os genes ribossomais sdo ativos durante a Profase I (leptoteno, zigdteno e inicio do
paquiteno) nos espermatocitos e, até o dipléteno, nos odcitos (WACHTLER & STHAL, 1993).

TAKEUCHI & TAKEUCHI (1990) observaram que o CFD e o CG desorganizam-se,
desestruturando, assim, todo o arranjo nucleolar nas espermatides, durante a espermatogénese em
camundongos. Constituintes desses sitios nucleolares (RNAr complexados com RNPs) migram
para o citoplasma formando pequenas estruturas denominadas “nuages”. Esses “nuages”, por sua
vez, coalescem formando uma organela citoplasmatica conhecida como “corpo cromatéide” (CB)
(PANIAGUA et al., 1986). Outros autores também sustentam a idéia da origem nucleolar para o
CB (COMINGS & OKADA, 1972; ANDERSEN, 1978; ANDONOV, 1990).

O “corpo cromatdide” (CB) € uma organela citoplasmatica exclusiva das células
espermatogénicas, que tem sido indicada como possuindo um papel relacionado ao estoque de
RNA e de proteinas para a diferenciagdo final dos espermatozéides (SODERSTROM &
PARVINEN, 1976). Analises ultra-estruturais revelaram que o CB possui uma estrutura

semelhante a uma esponja, contendo regides que possuem diferentes densidades (FIGUEROA &
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BURZIO, 1998). Varios trabalhos foram realizados com a finalidade de comprovar que o CB ¢
responsavel pelo estoque de RNAs e proteinas que serdo utilizadas durante o processo de
espermiogénese (FIGUEROA & BURZIO, 1998; MORALES & HECHT, 1994,
SONDERSTROM & PARVINEN, 1976; SONDERSTROM, 1977; MOUSSA et al., 1994; OKO

et al., 1996). O CB também ja foi observado em associagdo com algumas organelas

citoplasmaticas de espermatides iniciais € em alongamento, como o complexo de Golgi
(SONDERSTROM & PARVINEN, 1976; TANG et al., 1982; ANTON, 1983), indicando que

essa organela pode possuir alguma fungdo na formacdo do acrossomo de espermatides. A
associagdo do CB com mitocondrias foi observada por FAWCETT et al. (1970), porém esses
autores determinaram que o CB deveria originar-se de um material inter-mitocondrial, o que ndo
esta de acordo com as observagdes de PARVINEN & PARVINEN (1979) e PARVINEN et al.
(1997), que sugerem uma origem nuclear para o CB. Essa organela foi, ainda, observada
freqlientemente na regido da formagdo da peca intermediaria e da cauda do espermatozdide,
sugerindo que o CB também pode ter um papel na formagdo dessas estruturas (SOLEY, 1994).
Estruturas com fun¢des semelhantes @ do CB sdo descritas em outros organismos, como 0s
granulos polares em insetos (HEGNER, 1911) e o plasma germinal em anfibios (BOUNOURE,
1934), porém ainda ndo ha estudos relacionando se estas estruturas possuem a mesma origem do

CB ou se apenas possuem fungdes semelhantes.

3.5. Justificativa

Uma abordagem comparativa da espermatogénese em espécies diferentes de roedores, com
base em métodos citoquimicos apropriados € na anélise ultra-estrutural, torna-se importante e
necessaria para um melhor acompanhamento da distribuigdo do material nucleolar nas células
meioticas e, também, para entender os mecanismos que governam a reorganiza¢ao do nucléolo.

Dessa forma, no presente trabalho realizou-se um estudo dos tibulos seminiferos de
camundongos, ratos e gerbilos, por meio de diferentes técnicas citoquimicas que identificam
proteinas nucleolares e complexos RNA/proteinas (ribonucleoproteinas — RNP) e com a analise
ultra-estrutural convencional, dando énfase a distribuigdo desses produtos moleculares e a sua

fungdo no processo de espermatogénese.

Portanto, tendo como base os argumentos descritos, consideramos que o estudo das etapas
da nucleologénese e a relagdo desse processo com a espermatogénese, utilizando-se roedores
como modelos bioldgicos, sdo relevantes para ampliar os conhecimentos sobre as alteragdes
celulares que ocorrem na série de eventos caracteristicos na diferenciagdo de espermatides em

espermatozoides.
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3.6. Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi estudar, comparativamente, a distribuigdo do material

nucleolar (RNAr e proteinas) nas células do epitélio seminifero de trés espécies de roedores

(Mus musculus, Rattus novergicus € Meriones unguiculatus), por meio de diversas técnicas

citoquimicas e de anélise ultra — estrutural.”’

) O presente trabalho originara dois artigos cientificos, intitulados: “Origem e fungio do Corpo Cromatdide durante a
espermatogénese de Rattus novergicus e Mus musculus” e “Estudo do Corpo Cromatoide (CB) na espermatogénese de Meriones
unguiculatus”, que serdo submetidos a revistas cientificas especializadas. Nesta dissertagdo apenas o capitulo de resultados esta
subdividido, conforme os temas indicados para os artigos. Os demais capitulos (introdugdo, material e método e discussdo) sdo

tnicos.




4. Material e Método

Foram utilizados ratos” (Rattus novergicus), camundongos®” (Mus musculus) e gerbilos®”
(Meriones unguiculatus) com idades entre 4 e 8 semanas, pois 0s animais mais jovens possuem
tibulos seminiferos com maior quantidade de espermatogonias e espermatécitos I, enquanto que
os animais mais velhos possuem tibulos seminiferos com grande quantidade de células em
diferenciagdo (espermatides), espermatozoides e corpos residuais no limen do tibulo
seminifero. Os animais foram cedidos pelo biotério do Departamento de Biologia —
IBILCE/UNESP — Sdo José do Rio Preto — SP, e receberam cuidados de acordo com as
recomendagdes do Comitee on Care and Use of Laboratory Animals of The Institute of
Laboratory Animals Resources — National Research Council — “Guide for The Care and Use
Laboratory Animals” (NIH — nimero 80-23, revisado em 1978, reimpresso em 1980). Os
roedores foram anestesiados € mortos por meio de inalagdo de géas carbonico (CO;), de acordo
com a Resolugdo 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV). Os testiculos
foram removidos” e o material foi fixado em Bouin e Karnovisky e incluido em parafina e
historesina (para analises em microscopia de luz). Algumas amostras de testiculo foram fixadas
em glutaraldeido a 3% e acido tanico a 0,25% em tampao Miloning, pH 7,3, durante 2 horas em

temperatura ambiente. Apds a lavagem em tampdo, os fragmentos foram pos-fixados em

tetréxido de 6smio a 1%, durante 2 horas em geladeira, em seguida, essas amostras foram

lavadas em agua destilada e desidratadas, em baterias de acetona em ordem crescente de
concentragdo e passaram por uma infiltragdo em araldite pura por 2 horas, a 37°C (para analises
em microscopia eletronica de transmissao - MET).

Dos fragmentos testiculares incluidos em parafina e historesina, foram obtidos cortes de 3
Mm em micrétomo Leica RM 2155. Esses cortes foram submetidos a varias técnicas
citoquimicas"”: Periodic Acid Schiff (P.A.S) (RIBEIRO & LIMA, 2000), Hematoxilina-Eosina
(HE) (RIBEIRO & LIMA, 2000), Azul de Toluidina (MELLO & VIDAL, 1980), Variante da
Concentragdo Critica de Eletrdlitos (Variante de CEC) (VIDAL & MELLO, 1987; TABOGA,
1997, MELLO, 1997), Impregnag@do por fons Prata (HOWELL & BLACK, 1980), Reticulina de
Gomori (TABOGA & VIDAL, 2003), Reagdo de Feulgen (MELLO & VIDAL, 1980, com
modificagdes), Fast green alcalino e acido (MELLO & VIDAL, 1980). As laminas foram
analisadas em microscépio Olympus BX60, com sistema analizador de imagem Image Pro-Plus
- Média Cybernetics, Versdo 4.5 para Windows. Dos fragmentos testiculares incluidos em

araldite, foram obtidos cortes semi-finos e ultra-finos, em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT.

®) Os animais (Apéndice 1) e os testiculos foram pesados e as medidas estdo representadas no Apéndice 2 (Tabela 1).
L . . . . . . -~ . = g
") Os protocélos das técnicas citoquimicas estio descritos detalhadamente no Apéndice 3.
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Os cortes ultrafinos foram coletados em grids e, posteriormente, contrastados com acetato de

uranila a 2%, por 20 minutos (WATSON, 1958) e, depois, em citrato de chumbo a 2%, em

solugio de hidroxido de sédio 1IN, por 6 minutos (VENABLE & COGGESHALL, 1965). Os
resultados das técnicas de microscopia eletronica foram documentados por eletromicrografias

obtidas em microscopio eletrdnico de transmissdo Leo-Zeiss (Cambridge, UK) 906.




5. Resultados

5.1 — Rattus novergicus e Mus musculus

Microscopia de Luz

Os tubulos seminiferos de Rattus novergicus € Mus musculus, incluidos em parafina e
historesina foram submetidos a varias técnicas citoquimicas. A técnica de Periodic Acid Schiff -
P.A.S, foi utilizada para identificagdo dos estadios dos tibulos seminiferos. Foram analisados
tibulos seminiferos entre os estadios I e VII (segundo LEBLOND & CLERMONT, 1952), pois
apresentam espermatogbnias A e B, espermatécitos I, espermatides em varias fases de
desenvolvimento e espermatozdides maduros, facilitando a observagdo do ciclo nucleolar
durante o processo de espermatogénese. Na visdo geral do tubulo seminifero (Figs. 1 e 9
[insets]), observar as espermatides no inicio da fase do Capuz Cefalico ou fase Cap (ORSI &
FERREIRA , 1978), ou seja, fase de surgimento do granulo acrossomal na superficie nuclear
(setas grandes - Figs. 1 e 9). A técnica de P.A.S permitiu observar, ainda, uma marcagdo
basofila proxima ao nucleo, geralmente ao lado do local onde esta havendo a formagdo do
acrossomo (asteriscos - Figs. 1 € 9).

A técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) permitiu uma analise geral do tibulo seminifero
(Figs. 2 e 10 [insets]) e pode-se notar uma marcagdo baséfila no citoplasma das espermatides
iniciais (cabegas de seta, Figs. 2 e 10), provavelmente na regido de formagdo do granulo pré-
acrossomal.

Com a aplicagdo da técnica de coloragdo pelo Azul de Toluidina (AT, pH 4,0) foi destacada
nas células dos tibulos seminiferos, uma intensa metacromasia (coloragdo: azul a roxo) nas
estruturas nucleares, como, eucromatina, heterocromatina, nucléolo e cromossomos (setas -
Fig.3 [inset b] e Fig. 11 [inset a]). A técnica de coloragdo pelo Azul de Toluidina foi utilizada
como controle da técnica variante da Concentragdo Eletrolitica Critica (CEC), onde foram
destacadas diversas regides com diferentes graus de intensidade de metacromasia. As areas
nucleolares das espermatogénias e espermatocitos I foram destacadas em azul, ja nas
espermatides a marcagdo foi fraca ou ausente (setas grandes - Fig. 3 e inset a; Fig. 11 e inset b).
A cromatina de todas as células do epitélio germinativo apresentou a coloragdo verde, em
diferentes tons, variando de acordo com o grau de compactagdo, e nos citoplasmas foi possivel
observar uma intensa basofilia. Os “corpusculos residuais” ou “esferas cromatofilicas” (restos
citoplasmaticos), proximos a luz dos tubulos ficaram intensamente metacromaticos (cabegas de

setas - Fig. 3 e inset a; Fig. 11 e inset b).

A técnica de Impregnagdo por fons Prata (AgNOR), evidenciou as regides nucleolares das

diferentes células do tibulo seminifero. Uma visdo geral do tibulo foi obtida, onde se pode
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observar a forte impregnagdo pelos ions prata das regides nucleolares em todas as células do
tubulo, porém nas espermatides iniciais, a regido nucleolar apresentou-se fragmentada (setas
grandes - Figs. 4 e 12). Em fases mais adiantadas da espermiogénese, um pequeno arco,
destacado pela prata, foi notado nas espermatides (cabegas de seta - Figs. 4 e 12 [insets]).

A impregnagdo argéntica, promovida pela solugdo de prata amoniacal, na técnica de
Reticulina de Gomori destacou, em negro, as fibras reticulares da regido basal do tubulo e, em
marrom-caramelado, o citoplasma e a cromatina das células espermatogénicas. As areas
nucleolares dos espermatdcitos e das espermatides, nas fases iniciais da diferenciagdo celular,
foram fortemente impregnadas pela prata amoniacal. Podem ser observadas as areas nucleolares
fragmentadas nas espermatides iniciais (setas grandes — Figs. 5 e 13). No detalhe das
espermatides iniciais pode ser notada uma regido de material fortemente impregnado pela prata
em uma por¢do da superficie nuclear, e, também, uma regido clara ligada as areas nucleolares,
indicando a presenga de heterocromatina (cabegas de seta - Figs. 5 e 13 [insets]). Essa técnica
destacou também os ‘“‘corpos residuais” ou “esferas cromatofilicas” no limen do tubulo
seminifero (asteriscos - Figs. 5 e 13). Apesar da técnica de Reticulina de Gomori ser especifica
para marcagdo de fibras reticulares do tecido conjuntivo e ndo ser utilizada rotineiramente para
estudos de areas nucleolares, a mesma se mostrou eficiente na realizagdo deste trabalho devido a

afinidade de alguns componentes nucleolares pelos corantes utilizados, e, assim, essa técnica foi

utilizada como um complemento aos resultados obtidos com a Impregnagdo por fons Prata
(AgNOR).

Os tubulos seminiferos submetidos a técnica citoquimica especifica para DNA (Reagdo de

Feulgen) revelou todos os nucleos das células em cor purpura, variando em intensidade de
acordo com o grau de ploidia e de compactag@o da cromatina. Dessa forma, as espermatogdnias
periféricas e as espermatides proximas a luz do tibulo apresentaram-se fortemente coradas e as
demais células do tubulo (células de Sertoli, espermatdcitos e espermatides iniciais) tiveram a
cromatina levemente corada em rosa, sendo possivel observar as regides heterocromaticas
destacadas mais fortemente e envoltas por halos claros sugestivos da presenga de material
nucleolar (setas e cabegas de seta - Fig. 6 e inset; Fig. 14 e inset b). Pode ser notado que as éareas
claras sdo melhor observadas nos espermatocitos I (setas) do que nas espermatides (cabegas de
seta). Nao foi observada a marcag@o dos “corpusculos residuais”, proveniente das fases finais
da diferenciagdo das espermatides (restos citoplasmaticos), na luz do tubulo, por meio da
aplicagdo da Reagdo de Feulgen (asterisco - Fig. 6 e Fig.14 [inset a]).

A utilizagdo da técnica de fast green acido demonstrou uma intensa marcag¢ao no nucleo e
citoplasma de todas as células do epitélio germinativo, inclusive nos flagelos dos

espermatozoides. Essa técnica destacou também, uma forte resposta positiva nos ‘“corpos
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residuais” ou “esferas cromatofilicas”, no limen do tubulo seminifero (setas grandes - Figs.7 e
15). Ja a técnica de fast green alcalino, evidenciou apenas os nucleos das células da linhagem
germinativa, sendo que, os nucleos dos espermatozdides maduros, proximos ao limen do
tubulo, foram fortemente corados. Porém, ndo houve a marcagdo de “corpos residuais” ou

“esferas cromatofilicas”, no limen do tibulo seminifero (setas grandes - Figs. 8 e 16).

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Os tubulos seminiferos de Rattus novergicus € Mus musculus, incluidos em araldite, foram
submetidos a contrastagao para microscopia eletronica de transmissdo (MET).

Os resultados obtidos em Rattus novergicus estdo descritos nas figuras 17 a 23. Na figura 17,

pode-se observar a ultra-estrutura de um espermatocito I, onde estd sendo iniciada a formagao de

“nuages” no citoplasma celular (seta). E observado também um material semelhante, provavelmente

de origem ribonucleoprotéica (RNP), proximo a um complexo sinaptonémico (cabega de seta). Um
detalhe de um “corpo cromatdide” (CB), em uma espermatide inicial, esta demonstrado na figura 18
(seta). A estrutura apresenta um grande volume, demonstrando uma ampla migra¢do de material
nuclear para o citoplasma, neste estagio. Na figura 19, nota-se o CB ligado a algumas vesiculas,
provavelmente originarias do Complexo de Golgi (setas). Durante a formagdo do acrossomo,
demonstrada na figura 20, ¢ possivel verificar uma intima associa¢@o entre o Complexo de Golgi
(seta), o “corpo cromatoide” (cabega de seta) e o acrossomo (asterisco), que esta sendo formado em
uma espermatide inicial. Em espermatides em fase de alongamento (Figs. 21 e 22) pode ser notada
uma migra¢ao do “‘corpo cromatoide” para regides proximas ao axonema (setas), local da formacao
do flagelo do espermatozdide. Na figura 23, observa-se a elimina¢do desse material, juntamente
com restos citoplasmaticos, provenientes da diferenciagdo espermatica, no limen do tubulo
seminifero (setas).

Os resultados obtidos em Mus musculus estdo descritos nas figuras 24 a 31. Na figura 24, pode
ser observada a ultra-estrutura de um espermatocito I (paquiteno), onde um material nuclear,
provavelmente composto de ribonucleoproteinas (RNPs), estd em intima associagdo com um
Complexo Sinaptonémico ( CS) (seta). E possivel notar, também, que em outra regido do nucleo
esta sendo iniciada a migragdo de um material semelhante para o citoplasma celular, formando
“nuages” (cabega de seta). Um detalhe da migragdo do “corpo cromatoéide” (CB), através de pontes
citoplasmaticas existentes entre duas espermatides iniciais, € observado na figura 25 (ponte
citoplasmatica — seta e CB — cabega de seta). Na figura 26, podem ser verificadas algumas
vesiculas, sendo emitidas do Complexo de Golgi (seta) e migrando para regides proximas ao “corpo
cromatdide” (cabeca de seta). Nas figuras 27 e 28, nota-se, no citoplasma de espermatides iniciais, a

unido entre o “corpo cromatoide” e aglomerados de mitocondrias (setas), Ainda na figura 28, ¢é
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possivel observar, também, a ligagdo do “corpo cromatdide” com vesiculas, provavelmente

originarias do complexo de Golgi. Em espermatides em fase de alongamento (Fig. 29) € possivel

notar uma migragdo do “corpo cromatdide” para regides proximas ao axonema (seta), onde ocorrera
a formagdo do flagelo do espermatozdide. Nas figuras 30 e 31, observa-se a eliminagdo do material
proveniente do ‘“corpo cromatéide”, no limen do tibulo seminifero (setas), sob a forma de

estruturas denominadas “esferas cromatofilicas”.
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Figuras 1 — 8: Cortes histoldgicos de tibulos seminiferos de Rattus novergicus.

Fig. 1: Periodic Acid Schiff (P.A.S.) — Observar as espermdtides no inicio da fase do Capuz Cefélico (setas
grandes) e marcagdes basofilas no citoplasma das espermatides, indicando o local de formagdo do “corpo

cromat6ide” (CB) (asteriscos). Inset: Visdo geral do tubulo seminifero.

Fig. 2: Hematoxilina-Eosina (HE) — Observar as espermatides em maturagdo com uma marca¢do baséfila no
citoplasma, indicando a formagdo do granulo pré-acrossomal (cabegas de seta). Inset: Visdo geral do tibulo

seminifero.

Fig. 3/Inset a:Variante da Concentragéo Critica de Eletrélitos (CEC) — Observar a metacromasia em diferentes
graus de intensidade nos corpusculos residuais (cabegas de seta) e nas 4reas nucleolares de espermatogénias,
espermatdcitos I e espermdtides (setas grandes). A cromatina das células do epitélio germinativo aparece
esverdeada. Inset b: Azul de Toluidina em pH 4,0 — Observar a metacromasia acentuada de todas as células do

epitélio germinativo (células de Sertoli, espermatogdnias, espermatécitos e espermatides).

Fig. 4: Impregnagdo por fons Prata (AgNOR) — Observar a fragmenta¢io do nucléolo no niicleo de

espermatides iniciais (seta grande). Inset: Notar as espermétides em alongamento, com um pequeno arco

impregnado pelos ions prata (cabegas de seta).

Fig. 5: Reticulina de Gomori — Observar a fragmentagdo do nucléolo no nucleo de espermétides iniciais (seta
grande) e a marcagdo de corpos residuais no limen do tibulo seminifero (asterisco). Inset: Notar a marcagio
nucleolar associada a uma 4rea clara (indicando a presenga de heterocromatina) e a presenga de um material

impregnado pela prata amoniacal ao redor do nicleo das espermatides iniciais (cabega de seta).

Fig. 6/Inset: Reacdo de Feulgen — Nucleos de espermatécitos I (setas) e espermatides (cabegas de seta) com
regides heterocromaticas evidenciadas, proximas a halos claros, sugerindo a presenga do nucléolo. Observar
que esta marcagdo é mais evidente nos espermatéceitos, indicando uma diminuigdo do volume nucleolar nas

espermatides. Notar a auséncia da marcagao de corpos residuais no limen do tibulo seminifero (asterisco).

Fig. 7: Fast green 4cido — Observar a intensa marcagio no nicleo e citoplasma de todas as células do epitélio

germinativo. Notar a marcagdo de corpos residuais no limen do tibulo seminifero (seta grande).

Fig. 8: Fast green alcalino — Notar a marcagdo no nucleo das células espermatogénicas, principalmente uma
intensa marcagao no ntcleo de espermatozéides maduros. Observar a auséncia de marcagdo de corpos residuais

no limen do tibulo seminifero (seta grande).
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Mus musculus 20

Figuras 9 — 16: Cortes histolgicos de tibulos seminiferos de Mus musculus.

Fig. 9: Periodic Acid Schiff (P.A.S.) — Observar as espermétides no inicio da fase do Capuz Cefélico (setas
grandes) e marcagdes baséfilas no citoplasma das espermatides, indicando o local de formagdo do “corpo

cromatdide” (CB) (asteriscos). Inset: Visdo geral do tibulo seminifero.

Fig. 10: Hematoxilina-Eosina (HE) — Observar as espermatides em maturagdo com uma marcagdo baséfila no
citoplasma, indicando a formagdo do granulo pré-acrossomal (cabecas de seta). Inset: Visdo geral do tubulo

seminifero.

Fig. 11/Inset b:Variante da Concentragdo Critica de Eletrélitos (CEC) — Observar a metacromasia em diferentes
graus de intensidade nos corpusculos residuais (cabegas de seta) e nas areas nucleolares de espermatogonias,
espermatdcitos I e espermétides (setas grandes). A cromatina das células do epitélio germinativo aparece
esverdeada. Inset a: Azul de Toluidina em pH 4,0 — Observar a metacromasia acentuada de todas as células do

epitélio germinativo (células de Sertoli, espermatogonias, espermatécitos e espermatides).

Fig. 12: Impregnagdo por fons Prata (AgNOR) — Observar a fragmentagdo do nucléolo no nicleo de

espermatides iniciais (setas grandes). Inset: Notar as espermétides em alongamento, com um pequeno arco

impregnado pelos fons prata e fragmentos do material nucleolar no interior do niicleo (cabegas de seta).

Fig. 13: Reticulina de Goméri — Observar a fragmentagdo do nucléolo no niicleo de espermétides iniciais (seta
grande) e a marcagdo de corpos residuais no limen do tibulo seminifero (asterisco). Inset: Notar a marcagdo
nucleolar associada a uma érea clara (indicando a presenga de heterocromatina) e a presenga de um material

impregnado pela prata amoniacal ao redor do nicleo das espermatides iniciais (cabega de seta).

Fig. 14/Inset b: Reagéo de Feulgen — Nicleos de espermatécitos I (setas) e espermatides (cabegas de seta) com
regides heterocrométicas evidenciadas proximas a halos claros, sugerindo a presen¢a do nucléolo. Observar que
esta marcagio ¢ mais evidente nos espermatécitos, indicando uma diminui¢io no volume nucleolar nas
espermatides. Inset a: Notar a auséncia da marcagdo dos corpos residuais no limen do tubulo seminifero

(asterisco).

Fig. 15: Fast green 4cido — Observar a intensa marcagao no niicleo e citoplasma de todas as células do epitélio

germinativo. Notar a marcagio de corpos residuais no limen do tibulo seminifero (seta grande).

Fig. 16: Fast green alcalino — Notar a marcagio no nicleo das células espermatogénicas, principalmente uma
intensa marcago no niicleo de espermatozéides maduros. Observar a auséncia de marcagdo de corpos residuais

no limen do tubulo seminifero (seta grande).
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Figuras 17 - 19: Ultra-estrutura de tibulos seminiferos de Rattus novergicus.

Fig. 17: Observar a formacgdo de “nuages” no citoplasma de um espermatdcito I (seta) e notar o material

préximo a um complexo sinaptonémico, provavelmente constituido por ribonucleoproteinas (RNPs) (cabega de

seta).

Fig. 18: Detalhe do “corpo cromatdide” (CB), formado pela reunido de “nuages” que migraram do nucleo para
o citoplasma, em uma espermatide inicial. Observar o aspecto reticulado da estrutura da organela, que contém

regides de diferentes densidades (seta).

Fig. 19: Em uma espermatide inicial, notar o CB préximo ao nticleo e rodeado por vesiculas, provavelmente

vindas do complexo de Golgi (setas).
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Figuras 20 - 23: Ultra-estrutura de tibulos seminiferos de Rattus novergicus.

Fig. 20: Observar a relagdo entre o material proveniente do “corpo cromatdide” (CB) (cabega de seta), o

complexo de Golgi (seta) e o sistema acrossdmico em formagdo (asterisco), indicando que o CB pode estar

relacionado com a formagdo do acrossomo em espermatides.

Fig. 21: Detalhe de uma espermétide em alongamento, onde ¢ possivel observar que o CB migrou para o polo
caudal do niicleo e estd localizado ao redor do axonema, onde serdo formados a pega intermediéria e flagelo do

espermatozoide (seta).

Fig. 22: Espermatide em alongamento em um estagio mais avangado (devido ao maior grau de compactagéo do

niicleo), revelando a presenga do CB nas regides proximas ao axonema (seta).

Fig. 23: Detalhe dos corpos residuais, que sdo eliminados no limen do tibulo seminifero, constituidos por

materiais compostos por ribonucleoproteinas (RNPs), provavelmente originados da eliminagdo do CB (setas).
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Figuras 24 - 27: Ultra-estrutura de tibulos seminiferos de Mus musculus.

Fig. 24: Observar a formagdo de “nuages” no citoplasma de um espermatdcito I (cabeca de seta) e notar o
material no nucleo, préoximo a um complexo sinaptonémico, provavelmente constituido por

ribonucleoproteinas (RNPs) (seta).

Fig. 25: Notar a ponte citoplasmatica entre duas espermatides iniciais (setas) e observar que o movimento do

“corpo cromat6ide” (CB) que ocorre através dessa ponte (cabeca de seta).

Fig. 26: Detalhe de uma espermétide inicial com o complexo do Golgi (seta) emitindo vesiculas que se

deslocam para regides proximas ao CB (cabega de seta).

Fig. 27: Observar a mi i0 de “nuages” do niicleo para o citoplasma em uma espermatide inicial, € a
p P

deposigdo desse material proximo a um aglomerado de mitocondrias (seta).
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Figuras 28 - 31: Ultra-estrutura de tubulos seminiferos de Mus musculus.

Fig. 28: Detalhe de um “corpo cromatodide” (CB) no citoplasma de uma espermatide inicial. Notar que o CB
encontra-se rodeado por vesiculas provavelmente emitidas pelo complexo de Golgi (setas), localizado préximo

a um conjunto de mitocondrias.

Fig. 29: Espermatide em alongamento em um estdgio mais avang¢ado (devido ao maior grau de compactagio do
niicleo). Observar que o CB migrou para o p6lo caudal do nicleo e esta localizado ao redor do axonema, onde

serdo formados a pega intermediaria e o flagelo do espermatozéide (seta).

Fig. 30 e 31: Detalhe dos corpos residuais, contendo esferas cromatofilicas, que sdo eliminados no limen do

tabulo seminifero, constituidos por materiais compostos por ribonucleoproteinas (RNPs), provavelmente

originados da eliminag¢do do CB (setas).
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5.2 — Meriones unguiculatus

Microscopia de Luz

Os tubulos seminiferos de Meriones unguiculatus, incluidos em parafina e historesina foram
submetidos a varias técnicas citoquimicas. A técnica de Periodic Acid Schiff - P.A.S, foi utilizada
para identificagdo dos estadios dos tibulos seminiferos. Foram analisados tubulos seminiferos entre
os estadios I a VI (segundo SEGATELLI et al., 2000), pois apresentam espermatogénias A e B,
espermatocitos I, espermatides em varias fases de desenvolvimento e espermatozdides maduros,
facilitando a observagédo do ciclo nucleolar durante o processo de espermatogénese. Visdo geral do
tibulo seminifero (Fig. 1 [inset]), observar as espermatides em estagio 5 de desenvolvimento, ou
seja, fase de surgimento do granulo acrossomal na superficie nuclear (SEGATELLI et al., 2000)
(setas grandes - Fig. 1). A técnica de P.A.S. permitiu observar, ainda, uma marcagdo basofila
préxima ao nucleo, geralmente ao lado do local onde estd havendo a formag@o do acrossomo
(asterisco - Fig. 1).

Utilizando-se a técnica de Hematoxilina-Eosina - HE, foi obtida uma visdo geral do tubulo
seminifero (Fig. 2 [inset]) e pode-se notar uma marcagéo baséfila no citoplasma das espermétides
iniciais (cabegas de seta - Fig. 2), na regido de formagao do granulo pré-acrossomal.

A aplicagdo da técnica de coloragdo pelo Azul de Toluidina (AT, pH 4,0) permitiu destacar nas
células dos tubulos seminiferos uma intensa metacromasia (coloragdo: azul a roxo) nas estruturas
nucleares, como, eucromatina, heterocromatina, nucléolo € cromossomos (setas - Fig.3 [inset a]). A
técnica de coloragdo pelo Azul de Toluidina foi utilizada como controle da técnica variante da
Concentragio Eletrolitica Critica (CEC), onde foram destacadas diversas regides com diferentes
graus de intensidade de metacromasia. As areas nucleolares das espermatogoénias e dos
espermatdcitos I foram destacadas em azul, o que ndo ocorreu nas espermatides (setas grandes -
Fig. 3 e inset b). A cromatina de todas as células do epitélio germinativo apresentou a coloragdo

verde, em diferentes tons, variando de acordo com o grau de compactagdo e em todas as células foi

possivel observar uma intensa basofilia citoplasmatica. Os “corpusculos residuais” ou “esferas

cromatofilicas” (restos citoplasmaticos), préximos a luz dos tubulos ficaram intensamente
metacromaticos (cabegas de setas - Fig. 3 e inset b).

A técnica de Impregnagio por fons Prata (AgNOR), evidenciou as regides nucleolares das
diferentes células do tibulo seminifero. Uma visdo geral do tibulo foi obtida, onde se pode
observar a forte impregnagéo pelos ions prata nas regides nucleolares em todas as cé€lulas do tubulo
(Fig. 4 [inset a]), porém nas espermatides iniciais, a regido nucleolar apresentou-se fragmentada e
foi possivel observar um material impregnado por ions prata ao redor do nucleo (setas grandes -
Fig. 4). Em fases mais adiantadas da espermiogénese, um pequeno arco, destacado pela prata, foi

notado nas espermatides (cabegas de seta - Fig. 4 [inset b]).
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A impregnagdo argéntica, promovida pela solugdo de prata amoniacal, na técnica de Reticulina
de GO6mori destacou em marrom-caramelado o citoplasma e a cromatina das células
espermatogénicas. As areas nucleolares dos espermatocitos e das espermatides, nas fases iniciais da
diferenciagio celular, foram mais fortemente impregnadas pela prata. Observar na figura 5 as areas
nu cleolares fragmentadas nas espermatides iniciais. Notar, no detalhe (inset) das espermatides
iniciais, uma regido de material fortemente impregnado pela prata em uma porgdo da superficie
nuclear, e, também, uma regido clara ligada as éareas nucleolares, indicando a presenca de
heterocromatina (cabegas de seta - Fig. 5 - inset). Essa técnica destacou também os “‘corpos
residuais” ou “esferas cromatofilicas” no limen do tiibulo seminifero (asterisco - Fig. 5).

Os tibulos seminiferos submetidos a técnica citoquimica especifica para DNA (Reagdo de
Feulgen) revelou todos os nucleos das células em cor purpura, variando em intensidade de acordo
com o grau de ploidia e de compactagdo da cromatina. Dessa forma, as espermatogonias periféricas
e as espermatides proximas a luz do tibulo apresentaram-se fortemente coradas e as demais células
do tiibulo (células de Sertoli, espermatdcitos e espermatides iniciais) tiveram a cromatina levemente
corada em rosa, sendo possivel observar as regides heterocromaticas destacadas mais fortemente e
envoltas por halos claros sugestivos da presenga de material nucleolar (setas e cabegas de seta - Fig.
6 e inset). Pode ser notado que as areas claras sdo melhor observadas nos espermatdcitos I (setas)
do que nas espermatides (cabegas de seta). N@o foi observada a marcagdo dos “corpusculos
residuais”, proveniente das fases finais da diferenciagdo das espermatides (restos citoplasmaticos),
na luz do tibulo, por meio da aplica¢do da Reagdo de Feulgen (asterisco - Fig. 6 [inset]).

A utilizagio da técnica de fast green acido demonstrou uma intensa marca¢ao no nucleo e no

citoplasma de todas as células do epitélio germinativo, inclusive nos flagelos dos espermatozéides.

Essa técnica demonstrou também, uma forte impregnagdo nos “corpos residuais”, no limen do
tibulo seminifero (setas grandes - Fig.7). Ja a técnica de fast green alcalino, evidenciou apenas 0s
nucleos das células testiculares, sendo que, os nucleos dos espermatozoéides maduros, proximos ao
limen do tdbulo, foram fortemente corados. Porém, ndo houve a marcagdo de “corpos residuais”,

no limen do tibulo seminifero (setas grandes - Fig. 8).

Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Os tabulos seminiferos de Meriones unguiculatus, incluidos em araldite, foram submetidos a
contrastagdo para MET.

Os resultados obtidos estdo descritos nas figuras 9 a 17. Na figura 9, pode-se observar a ultra-
estrutura de um espermatdcito I, onde esta sendo iniciada a formagdo de “nuages” no citoplasma
celular (seta). Observa-se também, um material semelhante, provavelmente de origem

ribonucleoprotéica (RNP), no interior do nucleo celular (cabega de seta). Um detalhe do “corpo
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cromatdide” (CB), em uma espermatide inicial estd demonstrado na figura 10 (seta). A estrutura
apresenta um grande volume, indicando que neste estagio ocorre uma ampla migragdo desse tipo de
material nuclear para o citoplasma. Na figura 11, pode ser constatado 0 momento da migra¢do do
material nuclear, através do complexo de poro, para o citoplasma da espermatide, fornecendo
material para a formagéo do “corpo cromatdide” (CB) (seta). Nas figuras 12 e 13, pode-se observar
a associagdo entre o “corpo cromatoide” e os aglomerados de mitocondrias. Na figura 13 também é
possivel observar a associagao entre o “corpo cromatdide” e pequenas vesiculas, provavelmente

originarias do complexo de Golgi (setas). Um detalhe da associag@o entre o “corpo cromatéide” e

alguns depdsitos de gordura, no citoplasma de espermatides tardias, pode ser constatado na figura

14 (seta). Em espermatides em fase de alongamento (Figs. 15 e 16) foi possivel notar a presenga de
fragmentos de material RNP no nucleo celular (setas) e, também, na regido envolvendo o

acrossomo (cabega de seta). Na figura 17, constata-se uma relagdo entre o “corpo cromatoéide” e a

regido do anulo (setas).
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Figuras 1 — 8: Cortes histoldgicos de tibulos seminiferos de Meriones unguiculatus.

Fig. 1: Periodic Acid Schiff (P.A.S.) — Observar as espermatides no inicio da fase do Capuz Cefélico (setas
grandes) e marcagdes basofilas no citoplasma das espermétides, indicando o local de formagdo do “corpo

cromato6ide” (CB) (asterisco). Inset: Visdo geral do tubulo seminifero.

Fig. 2: Hematoxilina-Eosina (HE) — Observar as espermatides em matura¢do com uma marcagao basdéfila no
citoplasma, indicando a formag¢io do granulo pré-acrossomal (cabegas de seta). Inset: Visdo geral do tibulo

seminifero.

Fig. 3/Inset b:Variante da Concentragdo Critica de Eletrolitos (CEC) — Observar a metacromasia em diferentes
graus de intensidade nos corpusculos residuais (cabegas de seta) e nas areas nucleolares de espermatogdnias,
espermatécitos I e espermatides (setas grandes). A cromatina das células do epitélio germinativo aparece
esverdeada. Inset a: Azul de Toluidina em pH 4,0 — Observar a metacromasia acentuada de todas as células do

epitélio germinativo (células de Sertoli, espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides).

Fig. 4: Impregnagdo por fons Prata (AgNOR) — Observar a fragmentagdo do nucléolo no nicleo de

espermatides iniciais (setas grandes). Inset a: Visdo geral do tibulo seminifero impregnados pelos ions prata.
Inset b: notar as espermatides em alongamento, com um pequeno arco impregnado pelos ions prata (cabegas

de seta).

Fig. 5: Reticulina de Gomori — Observar a fragmentagdo do nucléolo no niicleo de espermatides iniciais (seta
grande) e a marcagdo de corpos residuais no limen do tibulo seminifero (asterisco). Inset: notar a marcagéo
nucleolar associada a uma 4rea clara (indicando a presenga de heterocromatina) e a presen¢a de um material

impregnado pela prata amoniacal ao redor do niicleo das espermatides iniciais (cabeca de seta).

Fig. 6: Rea¢do de Feulgen — Nucleos de espermatécitos I (setas) e espermatides (cabegas de seta) com regides
heterocromadticas evidenciadas proximas a halos claros, sugerindo a presenga do nucléolo. Observar que esta
marcagdo € mais evidente nos espermatocitos, indicando uma diminui¢do no volume nucleolar nas
espermatides. Inset: Notar a auséncia da marca¢do de corpos residuais no limen do tibulo seminifero

(asterisco).

Fig. 7: Fast green 4cido — Observar a intensa marcagdo no nucleo e citoplasma de todas as células do epitélio

germinativo. Notar a marcagéo de corpos residuais no limen do tiibulo seminifero (seta grande).

Fig. 8: Fast green alcalino — Notar a marcagdo no niicleo das células espermatogénicas, principalmente uma
intensa marcagdo no nicleo de espermatozoéides maduros. Observar a auséncia de marcagdo de corpos residuais

no limen do tibulo seminifero (seta grande).
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Meriones unguiculatus 35

Figuras 9 - 11: Ultra-estrutura de tibulos seminiferos de Meriones unguiculatus.

Fig. 9: Observar a formagdo de “nuages” no citoplasma de um espermatdcito I (seta) e notar o material,

provavelmente constituido por ribonucleoproteinas (RNPs), no interior do nicleo celular (cabega de seta).

Fig. 10: Detalhe do “corpo cromat6ide” (CB), formado pela reunido de “nuages” que migraram do nucleo para
o citoplasma, em uma espermatide inicial. Observar o aspecto reticulado da estrutura da organela, que contém

regides de diferentes densidades (seta).

Fig. 11: Observar a migracdo do material nuclear, através do complexo do poro, que se reune no citoplasma

formando o CB (seta).
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Meriones unguiculatus 37

Figuras 12 -14: Ultra-estrutura de tibulos seminiferos de Meriones unguiculatus.

Fig. 12: Observar a migragdo de “nuages” do nucleo para o citoplasma de uma espermétide inicial, e a

deposi¢do desse material proximo a um aglomerado de mitocondrias (seta).

Fig. 13: Detalhe de um “corpo cromatéide” (CB) no citoplasma de uma espermatide inicial. Notar que o CB
encontra-se rodeado por vesiculas, provavelmente emitidas pelo complexo de Golgi (setas), e localizado

préximo a um conjunto de mitocondrias.

Fig. 14: Espermatide em alongamento, onde é possivel observar a ligagdo entre o CB e dep6sitos de gordura no

citoplasma celular (seta).
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Figuras 15 - 17: Ultra-estrutura de tibulos seminiferos de Meriones unguiculatus.

Fig. 15: Observar no nicleo de uma espermétide em alongamento, um material fragmentado, provavelmente
de origem nucleolar (seta). Notar que esse mesmo material também pode ser encontrado ao redor do sistema

acrossOmico (cabega de seta).

Fig. 16: Detalhe do material fragmentado, provavelmente de origem nucleolar, no interior do nicleo de uma

espermatide em alongamento (seta).

Fig. 17: Espermétide em alongamento, onde é possivel observar o “corpo cromatéide” (CB) no pélo caudal do
nicleo, localizado préximo a regido do anulo, onde estd ocorrendo a formagdo da pega intermedisria e do

flagelo do espermatozodide (seta).
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6. Discussao

e —

Anilises citoquimicas em tibulos seminiferos de Rattus novergicus, Mus musculus e
Meriones unguiculatus trouxeram informagdes sobre o ciclo nucleolar nas células germinativas do
epitélio seminifero desses roedores. Utilizando-se a técnica convencional de Hematoxilina-Eosina
(HE) e, também, a técnica de Periodic Acid Schiff (P.A.S), foi possivel obter informagGes sobre os
estadios e a estrutura dos tibulos seminiferos desses roedores, € assim, pode ser padronizada a
utilizagdo de tubulos entre os estadios I a VII (segundo LEBLOND & CLERMONT, 1952), para
Rattus novergicus e Mus musculus e de tibulos entre os estadios de I a VI (segundo SEGATELLI
et al., 2000), para Meriones unguiculatus. Esses estadios apresentam espermatognias A e B,
espermatdcitos I, espermatides em varias fases de desenvolvimento e espermatozdides maduros,
facilitando a observagio do ciclo nucleolar durante o processo de espermatogénese.

Em espermatides de camundongos (TAKEUCHI & TAKEUCH]I, 1990), foi verificado que no
inicio da diferencia¢do das espermétides, parte do CFD e o CG do nucléolo desorganizam-se,
desestruturando, assim, todo o arranjo nucleolar das espermatides. Foi observada, também, a
diminuicdo da quantidade de B23 e C23 no nucléolo de espermatécitos e espermatides de
camundongo (BIGGIOGERA et al., 1991). Esses dados da literatura auxiliam na interpretag¢do das
observagdes realizadas no presente trabalho, pois, com a utilizagdo das técnicas de Impregnagao
por fons Prata (AgNOR) e de Reticulina de Géméri, foi possivel observar uma fragmentagéo do
material nucleolar nas espermétides e a provavel migragdo desse material para o citoplasma. Esse
fendmeno pode ser evidenciado devido a presenga de proteinas AgNOR positivas (B23 e C23) no
CFD e CG do nucléolo (THIRY & GOESSENS, 1996), regides que se desorganizam durante esta
etapa da diferenciagdo celular. Também nessas regides nucleolares, encontram-se as subunidades
ribossomais e os complexos de RNPs que, provavelmente, migram para o citoplasma, formando
uma estrutura denominada “corpo cromatéide - CB”, que parece desempenhar vérias fungdes
durante a espermiogénese. Outros autores apéiam a idéia da origem nucleolar para o CB
(COMINGS & OKADA, 1972; ANDERSEN, 1978; ANDONOV, 1990). No presente estudo a
marcagio das proteinas nucleolares C23 e B23, no citoplasma de espermatécitos e espermatides,
pode ndo ter sido tdo evidente devido a ligagdo dessas proteinas com a atividade nucleolar de
transcri¢do dos genes RNAr (HOFGARTNER et al., 1979), que ndo ocorre no CB. A técnica de
Reticulina de Goméri é comumente utilizada para identificar fibras reticulares do tecido
conjuntivo. Porém, neste trabalho, essa técnica, aplicada nos cortes dos testiculos de roedores, foi

eficiente para a marcagdo das areas nucleolares e, ainda, destacou a associagdo dessas marcagdes

com 4areas claras, indicando a presenga de heterocromatina. A ligagdo entre nucléolo e
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heterocromatina ¢ de fundamental importdncia para a manutengdo da arquitetura nucleolar
(CARMO-FONSECA et al., 2000).

As técnicas especificas referentes aos complexos ribonucleoprotéicos (Reagio de Feulgen;
Azul de Toluidina — pH 4,0 e Variante da Concentragdo Eletrolitica Critica — CEC),
proporcionaram uma interpretagdo citoquimica revelando que a atividade nucleolar est4 presente
em todo o epitélio germinativo, isto é, tanto na populagéo estavel de células de suporte (células de
Sertoli) como nas células proliferativas em diferenciagio (células espermatogénicas) (ASSIS et
al.,2002; ASSIS & AZEREDO-OLIVEIRA, 2002).

A aplicagdo da coloragdo pelo Azul de Toluidina, em solugdo tampio com pH 4,0,
possibilitou a ligacdo e a unido desse corante de carater catidnico (basico) com os materiais
nucleares, de caréter ani6nico (acidos). Os 4cidos nucléicos (DNA e RNA) corados apresentaram
uma intensa metacromasia. Esse tipo de ligagdo € eletrostatica e ocorre entre os grupos fosfatos
livres dos 4cidos nucléicos e o corante (MELLO & VIDAL, 1980). A técnica do Azul de
Toluidina foi utilizada como controle da técnica Variante da Concentragio Eletrolitica Critica

(CEC) (MELLO et al., 1993), onde o material corado com Azul de Toluidina é mergulhado em

uma solugdo contendo microcitions (Mg'"), com carga semelhante ao corante. Dessa forma,

ocorre uma competi¢do desses cations inorganicos pelas cargas negativas do substrato, isto é, os
fosfatos livres das moléculas de DNA, néo ligadas as proteinas. Sobre essas condigdes, enquanto o
DNA fica menos metacromatico, corando-se em verde, o0 RNA, por estar altamente complexado
com as proteinas (ribonucleoproteinas — RNPs), permanece azul (metacromatico). Assim, foi
possivel discriminar diferencialmente as é4reas nucleolares, ricas em RNAr, e acompanhar as
moléculas de RNA complexadas as proteinas durante a espermatogénese. Foi notada uma
marcagdo intensa dessas estruturas nucleolares nas células de Sertoli, espermatogdnias e
espermatocitos I, ja nas espermatides, onde estd ocorrendo a desorganiza¢do nucleolar e a
provavel migragdo desse material para o citoplasma, a marcagdo foi muito fraca ou ausente. Essa
mesma técnica foi utilizada anteriormente no acompanhamento do RNA durante divisdo mitdtica
de células em cultura (MELLO, 1995).

A anélise da técnica Reagdio de Feulgen (especifica para DNA) proporcionou nio somente
analisar a atividade nucleolar, visualizando a diminui¢do da marcago nucleolar nas espermatides,
como também verificar a intima relagdo entre as regides heterocromaticas e os nucléolos, nos
nicleos interfasicos (células de Sertoli e espermatogdnias) e nas células em divisdo
(espermatdcitos e espermatides). Essa associagdo entre heterocromatina e nucléolo, ja foi também
observada em 6rgdos somaticos de varias espécies de vertebrados e invertebrados (AZEREDO-
OLIVEIRA & MELLO, 1986, 1997, 1998) e é muito importante para a manutengdo da arquitetura
nucleolar (CARMO-FONSECA et al, 2000). Portanto, os dados obtidos durante a
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espermatogénese de Rattus novergicus, Mus musculus e Meriones unguiculatus, confirmaram a
relagio morfofuncional que ocorre entre essas duas estruturas nucleares, também nas células
testiculares.

Nos resultados obtidos com a técnica de P.A.S., foi possivel notar uma marcagdo basofila,
préxima ao envelope nuclear, em uma regido oposta ou ao lado do local de formagdo do
acrossomo. O tipo e o local da marcag@o coincidem com a localizagdo do CB em espermatides de
rato, tratadas com actinomicina D, observadas por SODERSTROM (1977).

Com a utilizagdo das técnicas de Reagdo de Feulgen (especifica para DNA) e de Fast green
alcalino (especifica para proteinas basicas — como histonas e protaminas), ndo foram observadas
marcagdes de corpusculos residuais ou “esferas cromatofilicas” no limen do tibulo seminifero.
No entanto, na analise das técnicas Variante de CEC, Reticulina de Gomori e Fast green acido,
esses corpusculos residuais foram destacados no lumen do tibulo seminifero, indicando que,
provavelmente, sio compostos por complexos de RNPs, proteinas acidicas que se coram pela
prata (provavelmente B23 e C23) (OCHS & BUSCH, 1984) e glicoproteinas, entre outras.
Sugerimos, assim, que os restos citoplasmaticos fagocitados pelas células de Sertoli durante a
espermiogénese e, posteriormente, liberados na luz dos tubulos seminiferos (KRAUSE, 1994),
contém parte dos RNPs excedentes, ndo totalmente utilizados no processo de diferenciagdo.

As evidéncias citoquimicas analisadas ao microscopio de luz, sugerem que o “corpo
cromatdide” (CB) é originado de material nucleolar. Para complementar as informagSes sobre a
formacio e a fungio dessa organela, foram também realizadas analises ultra-estruturais em tubulos
seminiferos de Rattus novergicus, Mus musculus e Meriones unguiculatus.

O corpo cromatdide (CB) ¢é uma organela citoplasmatica exclusiva das células
espermatogénicas, e tem sido indicada como uma “reserva” ou “estoque” de RNA e proteinas para
a diferenciagdo final dos espermatozoéides (SODERSTROM & PARVINEN, 1976). Analises ultra-
estruturais revelaram que o CB possui uma estrutura semelhante a uma esponja, contendo regides
que apresentam diferentes eletron-densidades (FIGUEROA & BURZIO, 1998). Observagdes
obtidas no presente trabalho, demonstram um material semelhante ao CB localizado préximo ao
Complexo Sinaptonémico de espermatécitos I (paquiteno), indicando que essa estrutura poderia
estar armazenando RNAm, que, ainda, estaria sendo transcrito nessa fase. Também, nos
espermatdcitos I, foi possivel observar o inicio da migragdo de “nuages” para o citoplasma. A
relacdo entre “nuages” e CB é um pouco contraditoria, pois alguns autores sugerem que essas duas

estruturas sido independentes e possuem fungdes diferentes, apesar de apresentarem ligacdo

durante algumas etapas da espermiogénese (SODERSTROM, 1981). Porém, outros autores

sugerem que o “nuage”, composto principalmente por RNPs, portanto, provavelmente derivado do

nucléolo, migra para o citoplasma, onde se coalescem formando uma estrutura maior, o “corpo
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cromatdide” (CB) (PANIAGUA et al, 1986). Nossos resultados confirmam as observagdes
realizadas nos estudos de PANIAGUA et al. (1986). Recentemente foi detectada a presenga de

uma proteina denominada MTR-1 no CB de espermatides de ratos. Essa proteina pode realizar a

reuniio de varias outras proteinas e outros componentes celulares em complexos

macromoleculares no citoplasma celular (CHUMA et al., 2003). Portanto, a MTR-1, pode ser

responsavel pela reunido dos materiais que migram do nicleo para o citoplasma, em uma unica
estrutura, o CB.

Alguns trabalhos suportam a idéia de que o material que origina o CB ¢ proveniente do
nicleo, passando para o citoplasma através do complexo de poro (PARVINEN & PARVINEN,
1979; PARVINEN et al., 1997), dado que estd em concordancia com os resultados obtidos neste
presente trabalho.

A transcrigio de RNAm cessa nas espermatides iniciais, quando seus nicleos comegam a
alongar-se, entretanto a sintese de proteinas continua até os passos finais da espermiogénese
(MONESI, 1965). Essa observagdo remete para a necessidade de uma “reserva” de RNAs
mensageiro (RNAm) nas espermétides, para que essas moléculas possam ser traduzidas durante o
processo da espermiogénese. Essa fun¢do de estoque de RNAm ¢é proposta para o CB por
observagdes de varios autores. FIGUEROA & BURZIO (1998) descreveram a presenca de
estruturas semelhantes a poliribossomos, em associagéo com a superficie do CB. MORALES &
HECHT (1994) detectaram que o CB possui uma grande quantidade de RNAm, porém esses nao
si0 RNAm com cauda polyA. SONDERSTROM & PARVINEN (1976) obtiveram marcagdes no
CB, apds o tratamento dos tecidos com [3H] uridina. SONDERSTROM (1977) demonstrou
mudangas na estrutura do CB das espermatides, apos aplicagdo de um inibidor especifico para
sintese de RNA, a actinomicina D. MOUSSA et al. (1994), demonstraram a ocorréncia de um
aumento da quantidade de snRNPs no niicleo e no citoplasma de espermatécitos I e a diminui¢do
dessas moléculas nas espermatides. Essas snRNPs sdo preferencialmente encontradas nas areas
claras do CB. A idéia de que o CB ¢é responsavel pelo armazenamento de RNAm inativo, que €
utilizado durante as fases finais da espermiogénese também é refor¢ada pelas observagGes
realizadas por OKO et al. (1996). Esses autores detectaram a presenca das proteinas p48/52 - essas
proteinas sio consideradas reguladoras de transcri¢do, pois sdo capazes de inibir a transcrigdo -
nas proximidades do CB em espermatdcitos, na fase de paquiteno. A proteina p52 também foi
observada no CG do nucléolo interfasico (THIRY & GOESSENS, 1996). Ainda, foi proposto que
o CB seria uma fonte de proteinas pré-sintetizadas que seriam estocadas para, posteriormente,
comporem estruturas da propria espermatide (PARVINEN et al., 1986).

Além de RNAm, foi descrito que o CB é composto também por RNAr 5S e 5,8S (FIGUEROA
& BURZIO, 1998), actina (WALT & ARMBRUSTER, 1984; AUMULLER & SEITZ, 1988) e
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ions calcio (ANDONOV & CHALDAKOV, 1989). A presenga de actina e de calcio pode estar
relacionada com a motilidade da organela, ja que no presente estudo, o CB foi detectado em varias

posigdes no citoplasma de espermatdcitos e espermatides, e, também, migrando através das pontes

citoplasmaticas entre as espermatides. A movimentagdo do CB através de pontes citoplasmaticas

também foi descrita por VENTELA et al. (2003). O autor sugeriu que esse fendmeno € importante

para a divisdo dos produtos do genoma hapléide das espermatides e demonstrou o transporte da
proteina TRAS54, que € processada no complexo de Golgi de uma espermétide e enviada para o
sistema acrossémico da espermatide vizinha, através do CB.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram uma intensa relagio do CB com o
complexo de Golgi. Essa interagdo entre as duas estruturas pode estar relacionada com a formagio
do sistema acrossdmico nas espermatides iniciais, ja que fregiientemente sdo observadas vesiculas
deslocando-se entre o complexo de Golgi e o CB. Os dados de SODERSTROM & PARVINEN
(1976) € TANG et al. (1982), também mostraram a relagio entre as duas estruturas citadas.
ANTON (1983) sugere que a ligagdo entre o complexo de Golgi e o CB pode estar relacionada
com o acumulo de enzimas provindas do complexo de Golgi e que rodeiam o CB, para agdo na
regido caudal do nucleo nas fases finais da espermiogénese.

O CB pode também estar relacionado com a compactagdo do nucleo das espermatides,
através da substitui¢do das proteinas histonas por protaminas. O TP2RNAm foi especificamente
localizado em uma estrutura perinuclear, que se acredita ser o CB. Os RNAsm para proteina de
transi¢do sdo transcritos muito antes da substituigdo de histonas por protaminas, indicando que o
CB possa servir como estoque e transporte desses materiais (SAUNDERS et al., 1992). O
mecanismo de ativagdo do TP2RNAm, nas espermatides, foi descrito por STEGER (1999). Esse
autor considera que os TP2RNAm transcritos sdo estocados como particulas de RNPs em um
estado de repressdo de tradugdo por varios dias e, depois, sdo traduzidos nas espermatides em
alongamento e ja alongadas. A regulagdo traducional envolve proteinas repressoras que se ligam a
cauda poly-A ou seqiiéncias especificas de RNA localizadas na 3° UTR.

Os resultados do presente estudo também demonstraram a ligagdo do CB com aglomerados
de mitocondrias. A unido entre estas duas estruturas foi previamente descrita, e alguns autores
chegaram até a propor que o CB poderia originar-se de um material inter-mitocondrial
(FAWCETT et al., 1970). Porém, essa ligagdo pode estar relacionada com o direcionamento de
aglomerados de mitocondrias para a dire¢do caudal do niicleo, onde as mesmas irfio formar uma
bainha mitocondrial, ao redor da pega intermediaria dos espermatozoides.

Os tibulos seminiferos analisados permitiram visualizar, ainda, a associacio entre a regido do
anulo e o CB. PHILLIPS (1974) sugere que em mamiferos o deslocamento caudal do anulo é um

pré-requisito para a formagdo da bainha mitocondrial. SOLEY (1994) propds que a manchete, isto
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é, estrutura proteinicea que se projeta ao longo do flagelo, age como uma barreira mecanica para o

alinhamento de mitocondrias ao redor do axonema/centriolo distal em mamiferos e aves. Portanto,

a ligagdo entre essas estruturas (dnulo e CB), observadas no presente trabalho, sugere que o CB

também participa da formagdo da bainha mitocondrial na peca intermediaria e, também, pode
atuar na formag@o do flagelo do espermatozoide.

Os fragmentos do CB contribuem para a formagio de massas basoéfilas ricas em RNA que se
acumulam no citoplasma de espermatides e que constituem o maior componente do corpo residual
(SUSI & CLERMONT, 1970), dado que também foi observado no presente estudo.

Portanto, pode-se concluir que em roedores, o CB é um complexo supramolecular
citoplasmatico, constituido por material de origem nucleolar e que atua de forma relevante nas
etapas da espermiogénese, como a formag¢do do acrossomo, comunicagdo celular entre as

espermatides e formagdo da pega intermediaria e cauda dos espermatozéides.
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7. Conclusoes

Os resultados do presente estudo sobre a atividade nucleolar na espermatogénese das trés

espécies de roedores estudadas, por meio de técnicas citoquimicas e de andlises ultra-estruturais,

sugerem as seguintes conclusdes:

Os produtos da transcrigdo nucleolar, isto é, moléculas de RNAr (45S) associadas a
proteinas acidicas especificas, recém sintetizadas, agrupam-se em particulas de
ribonucleoproteinas (RNPs). As particulas de RNPs migram para o citoplasma e retinem-se
formando o CB, que representa uma reserva de RNA e proteinas que ser4 utilizada ao longo
do processo de espermiogénese, com énfase aos seguintes aspectos da diferencia¢do
espermatica:

v formagdo do acrossomo

\ comunicagdo citoplasmatica entre as espermatides

v formagio do flagelo

No final da diferenciagdo celular, os fragmentos citoplasmaticos (corpos residuais), que sdo
liberados no limen dos tibulos seminiferos, contém parte das particulas de RNPs

excedentes ndo utilizadas para o processo final da espermiogénese.

A estrutura quimica dos corpos residuais € composta de ribonucleoproteinas (RNPs) —

proteinas acidicas e RNA - e glicoproteinas.

As “esferas cromatofilicas” presentes no final da espermiogénese de Mus musculus
possuem a mesma natureza quimica e funcional dos corpos cromatéides (CB) observados ao

longo da espermatogénese de Rattus novergicus, Mus musculus € Meriones unguiculatus.

O fenémeno estudado foi semelhante nas trés espécies de roedores, indicando uma provavel
conservagdo dos mecanismos envolvidos na preservagdo dos niveis necessarios de estoques

de proteinas ao longo dos diferentes estagios de diferenciagfio celular na espermatogénese.
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9. Apéndices

1. Roedores utilizados no trabalho

2. Tabela 1

3. Protocolo das técnicas citoquimicas
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Apéndice 1

6

7

1. S Vasconeelos

Rattus novergicus

WS Vasconeelos

Mus musculus

Meriones unguiculatus
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Apéndice 2

Animal Peso (g) Peso (g) - T1 Peso (g) - T2

Camundongo 1 (M. musculus) 52,40 0,076 0,082
Camundongo 2 (M. musculus) 63,90 0,148 0,161
Camundongo 3 (M. musculus) 59,92 0,136 0,134
Camundongo 4 (M. musculus) 48,05 0,132 0,131
Rato 1 (Rattus novergicus) 234,50 0,784 0,812
Rato 2 (R. novergicus) 560,50 1,669 1,686
Rato 3 (R. novergicus) 555,75 1,524 1,604
Rato 4 (R. novergicus) 520,50 1,145 1,172
Gerbilo 1 (Meriones unguiculatus) 58,10 0,497 0,483
Gerbilo 2 (M. unguiculatus) 61,65 0,499 0,498
Gerbilo 3 (M. unguiculatus) 71,62 0,680 0,687

Tabela 1: Representagdo dos pesos (g) dos roedores utilizados nos trabalhos e representagio dos pesos (g) dos testiculos
(T) que foram fragmentados e incluidos em parafina e historesina (para microscopia de luz) e araldite (para microscopia

eletrnica).

7
AVAVEY

' T
cm 1 2 3 4 5 6 7 Eunespw 12 13 14 15 16 17 18 19



Apéndice 3

Protocélo das Técnicas Citoquimicas

2.1 — Hematoxilina-Eosina (RIBEIRO & LIMA, 2000)

v’ Coloragdo de rotina para andlise geral da morfologia dos titbulos seminiferos.

Reidratar em 4gua destilada por 5 minutos; deixar 8 minutos na hematoxilina; lavar 10 minutos
em agua corrente; deixar 1 minuto em alcool 80%; banhar 5 minutos na eosina; lavar rapidamente
em élcool 95%; 1 minuto élcool absoluto I; 1 minuto 4lcool absoluto II; 1 minuto alcool absoluto

III; 1 minuto xilol I; 1 minuto xilol II; 1 minuto xilol III; montar em Balsamo do Canada.

2.2 — Reacio de Feulgen (MELLO & VIDAL, 1980, com modificagdes)

v’ Meétodo especifico para DNA, destacando cromatina (eucromatina e heterocromatina) e os

Cromossomeos.

Parte 1 — Hidrélise:

HCI 4N durante 1h e 5 minutos, com controle do tempo.

Parte 2 — Reativo de Schiff:

Tirar o Schiff da geladeira; colocar as 1aminas em cubeta; preparar o HCI 0,IN e deixar na
geladeira (tirar somente uns 10 minutos antes de ser utilizado); colocar HCI 4N nas cubetas e deixar
por 1h e 5 minutos. A temperatura ambiente deve ser acompanhada constantemente e estar em torno
de 25°C; tirar o HCI 4N e colocar HCl 0,IN gelado (somente um banho répido para parar a
hidrdlise); adicionar o reativo de Schiff na cubeta e deixar por 40 minutos, e, imediatamente, cobrir
com papel aluminio; para finalizar: 3 banhos em agua sulfurosa, por 5 minutos cada um (sempre
manter coberto com papel aluminio); 3 banhos rapidos em agua destilada; deixar secar (sempre
protegido da luz). Para montar as laminas: banho de xilol por 15 minutos e montagem em Balsamo
do Canada.
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2.3 — Impregnacio pelos ions prata (HOWELL & BLACK, 1980)

v’ Identificagio das proteinas nucleolares, marcando os nucléolos e as Regides Organizadoras

Nucleolares (RONs), em diferentes fases celulares da espermatogénese [espermatogénias,

espermatdocitos (I e Il) e espermatides].

Tratar a lamina contendo o material a ser analisado, com uma gota de solugdo reveladora
(solugio de gelatina a 2%, acrescida de acido férmico); adicionar sobre essa, duas gotas de solugdo
de Nitrato de Prata a 50% e mistura-las; cobrir com laminula; colocar as ldminas em placa de Petri
contendo papel de filtro umedecido com 4gua deionizada e incubar as laminas em estufa a 70°C,
durante 15 minutos (acompanhar até a mistura das solugdes tornar-se marrom dourada); lavar cada
lamina em 4agua deionizada até que a laminula se solte; deixar secar ao ar; montar a lamina com

Balsamo do Canada.

2.4 — Azul de Toluidina pH 4,0 (MELLO & VIDAL, 1980)

v’ Andlise das estruturas nucleares das células do epitélio seminifero.

Reidratar em agua destilada por 5 minutos; corar pelo Azul de Toluidina (pH 4,0), por 15
minutos; lavar rapidamente em 4gua destilada; secar naturalmente; 1 minuto xilol I; 1 minuto xilol

II; 1 minuto xilol III; montar em Béalsamo do Canada.

2.5 — Variante da técnica da Concentracdo Critica de Eletrélitos —- CEC (VIDAL & MELLO,
1987; TABOGA, 1997; MELLO, 1997)

v’ Identifica¢do e acompanhamento do material nucleolar nas células do epitélio seminifero:

nucléolo, corpiisculos nucleolares (PNBs) e RNAs citoplasmaticos.

Fixar o material em 4cido-etanol acético (3:1), durante 1 minuto; enxagiiar em etanol 70%, por
3-5 minutos; secar ao ar; corar com Azul de Toluidina a 0,025% - diluido em tampdo Mcllvaine pH
4,1, por 15 minutos; mergulhar o material em solugido de MgCl, a 0,05M, por 15 minutos; lavar
rapidamente em 4gua destilada; deixar o material secar ao ar (no minimo 6 horas); 1 minuto xilol I

1 minuto xilol II; 1 minuto xilol III; montar em Balsamo do Canada.
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2.6 — Reticulina de Gomori (TABOGA & VIDAL, 2003)

v’ ldentificagdo das fibras reticulares que compéem o tecido conjuntivo, utilizando-se

impregnagdo argéntica.

Permanganato de Potassio 1%, por 2 minutos; lavar em 4gua corrente; acido Oxalico 3 %,
por 1 minuto; lavar em é4gua corrente; alimen férrico 1%, por 2 minutos; lavar em agua
corrente; solu¢do de Prata Amoniacal, por 2 minutos; lavar em 4gua corrente; Formol 10 %, por
3 minutos; lavar em 4agua corrente; Cloreto de Ouro 0,2%, por tempo indeterminado (gotejar a
solugdo sobre o corte e observar ao microscopio até que atinja a tonalidade desejada); lavar em

agua corrente; Hipossulfito de S6dio 2%, por 2 minutos; lavar bem em agua destilada; corar

pelo Acido Picrico, por 2 minutos; lavar rapidamente em agua destilada; 1 minuto 4lcool

absoluto I; 1 minuto alcool absoluto II; 1 minuto 4lcool absoluto III; 1 minuto xilol I; 1 minuto

xilol II; 1 minuto xilol III; montar em Balsamo do Canada.
2.7—-P. A.S. (Periédic Acid & Schiff) (RIBEIRO & LIMA, 2000)

v' Identificagio das estruturas acrossémicas durante a espermiogénese (glicoproteinas neutras e

acidas).

Reidratar em 4gua destilada por 5 minutos; acido periédico 0,5%, por 15 minutos; lavar em
agua corrente, por 40 minutos; reativo de Schiff, durantel5 minutos (para tecidos incluidos em
parafina) e 1 hora (para tecidos incluidos em historesina); dar 3 banhos de 5 minutos em
metabissulfito de s6dio 0,5%; lavar em agua corrente por 10 minutos; corar pela Hematoxilina de
Harris por 2 minutos; lavar em agua corrente por 10 minutos; 1 minuto 4lcool 95%; 1 minuto alcool
absoluto I; 1 minuto 4lcool absoluto II; 1 minuto 4lcool absoluto III; 1 minuto xilol I; 1 minuto xilol

IT; 1 minuto xilol III; montar em balsamo do Canada.

2.8 — Fast green alcalino de Alfert e Geschwind, modificado segundo Deitch (MELLO &
VIDAL, 1980)

v’ Identifica¢do de proteinas basicas (histona e protamina).

Tratar o materical com TCA (tricloro acético) a 5%, recém preparado, durante 15 minutos, a

90°C; mergulhar as 1dminas em TCA a 5%, recém-preparado, frio, e, a seguir, lavar varias vezes
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em agua destilada; corar com a solugdo de fast green (pH 8.0), durante 30 minutos; lavar os
preparados muitas vezes em éagua destilada; desidrata-los em etanol 95% (2 a 5 minutos); etanol

100% (2 banhos de 5 minutos cada); diafaniza-los em xilol € monta-los em bélsamo do Canada.

2.9 — Fast green acido, segundo Deitch (MELLO & VIDAL, 1980)

v’ Identificagdo de proteinas totais.

Corar o material com solugdo de fast green (pH 2.7), durante 30 minutos; lavar os
preparados, durante 1 minuto com solugdo de acido acético a 1%; deixar secar, durante 24 horas;

diafanizar em xilol e montar e balsamo do Canada.
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