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Resumo:

O presente trabalho objetiva descrever a espermiogénese do carrapato
do boi (Boophilus microplus) (Canestrini, 1887), sob aspectos histoldgicos,
histoquimicos, morfoldgicos e ultra-estruturais. A espermatogénese ocorre no
testiculo de carrapatos que iniciaram o repasto com sangue. As células da
linhagem gamética encontram-se isoladas em cistos. A espermiogénese inicia-
se no organismo masculino, sendo concluida no aparetho reprodutor feminino,
em fémeas jovens. Espermatécitos encistados, apos uma fase de crescimento,
sofrem meiose e iniciam a diferenciacdo em espermatides redondas e,
posteriormente, em alongadas. No organismo feminino da-se a transformagéo
das espermatides alongadas em espermatozéides.

A espermiogénese envolve a fusdo de uma serie de vesiculas, situadas
logo abaixe da membrana plasmatica -as cisternas sub-superficiais-, em uma
Unica area limitada por membranas, a cavidade cisternica. A formagdo da
cavidade se da a partir do deslocamento das cisternas para o polo oposto ao
que se encontra o nucleo. Esse processo é denominado polarizagéo, sendo,
portanto, originadas espermatides polarizadas. As cisternas, aparentemente,
séo formadas por tubulos do reticulo endoplasmatico; esses tdbulos apresentam
uma membrana notadamente elétron-densa. Apresentam contetdo glico-
protéico, demonstrando uma reacdo argircfila que aumenta gradualmente
durante a diferenciacdo. No citoplasma de espermétides redondas e
polarizadas, observam-se abundantes figuras de reticulo endoplasmatico
rugoso, poiissomos, complexos de Golgi, mitocdndrias, tibulos de reticulo liso
e, em espermatides com a cavidade cistérnica em formacg&o, corpos muilti-
vesiculares. Também se observa a formacéo de uma vesicula fortemente PAS-

positiva em posicdo supra-nuclear, a qual a literatura sugere tratar-se do
acrossomao.

As espermdtides redondas passam por um alongamento, o qual é
concomitante com a formagdo da cavidade cistérnica e com 0 desiocamento
postero-lateral do nuicleo na célula. As espermatides alongadas, com a
invaginagdo da cavidade, passam a dividir-se em trés regifes cilindricas
concéntricas. A primeira é o tubo externo, para onde se desloca o nicleo. A
segunda € a cavidade, que apresenta uma matriz mais elétron-densa que o
citoplasma da espermdtide, de carater glico-protéico. No  terceiro
compartimento, o cilindro interno, encontram-se muitas mitocondrias; o cilindro
interno constitui-se no centro de invaginacdo da espermatide em alongamento.



Na membrana da cavidade cistérnica encontram-se projeces formadas durante
a fusdo das cisternas. Essas projecbes s&o bastante complexas, sendo
formadas por um eixo protéico fibroso, envolvido por membrana da cavidade.

No organismo feminino, observa-se a eversio da espermatide. Nesse
processo, observa-se a invaginacdo da membrana plasmatica, formando o
denominada canal acrossdmico. Este canal encontra-se revestido por uma
vesicula que se alonga, como uma cisterna, a qual é aparentemente derivada
da vesicula supra-nuclear glicoprotéica presente em espermatides redondas
polarizadas. Esta vesicula, a qual encontra-se abaixo da membrana plasmatica
da espermatide alongada, encontra-se abaixo da membrana do canal. Paralelo
a este evento, ocorre a eversdo da membrana da cavidade cistérnica, a qual
passa a recobrir a superficie externa do espermatozdide. Observam-se as
projecbes da membrana da cavidade cistérnica recobrindo o espermatozdide,
excetuando-se em dois pontos: a porc&o posterior, desprovida de projecdes, e a
extremidade anterior, na qual as projecSes apresentam morfologia bastante
diversa da visualizada no restante da célula. Estas projecbes s&o ultra-
estruturalmente mais simples, tendo um pedunculo largo e bastante conspicuo.
As projegGes do espermatozdide aparentemente estdo ligadas a geragio de
movimento, uma vez que estas estio ligadas a elementos do citoesqueleto.

Observa-se que o citoplasma dos espermatozoides apresenta uma clara
divis&o em uma area central de filamentos mais espessos, tipo intermediarios, e
outra cortical, rica em microfilamentos. O ndcleo dessas células encontra-se na
porcdo  posterior, lateralmente ao canal acrossdmico. As mitocondrias
encontram-se dispersas no citoplasma das porcdes anterior e médio-anterior:
nas areas medio-posterior e posterior do espermatozoide, elas situam-se entre a
regido cortical e central do citoplasma. O movimento dos espermatozdides,
observado in vivo, é de avanco por torcao.



1. Introdugédo

Desde a Antiglidade registram-se os transtormos causados ao homem
pela presenca de carrapatos. Sabe-se de registros feitos por autores classicos
como Catdo, Aristételes e Homero. Além da hematofagia e do mal-estar
causado, s&o vetores de uma série de doengas, tanto de humanos quanto de
animais, o que também faz com que interfiram na vida econdmica.

Entre os Arthropoda, somente mosquitos superam aos carrapatos na
variedade de patdgenos transmitidos. A ampla lista de parasitas veiculados por
carrapatos inclui fungos, virus, riquétsias, bactérias, protozoarios e nematdides
(SAUER ef al., 1995; CRAMPTON, 19986).

Em 1985, a FAO - Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacéo e
a Agricultura -, estimou os prejuizos diretos e indiretos causados por carrapatos
em sete bilhdes de délares ao ano. O relatério anual desse organismo estima o
prejuizo em US$ 7,5 bilhdes em 1995 (BOWMANN et al., 1996).

Ectoparasitos hematéfagos obrigatérios, os carrapatos tém como
hospedeiros mamiferos, aves, répteis e (pelo menos) um anfibio. Comparando-
0s a outros parasitas, seu modo de associar-se a hospedeiros € Unico, pois
alimentam-se durante periodos longos; eles ficam ligados varios dias ac
hospedeiro através de suas pecas bucais (FORTES, 1993). Essa estratégia de
hematofagia difere bastante daquela desenvolvida por mosquitos,
sanguessugas, percevejos, morcegos vampiros e pulgas (SAUER et al., 1995).

Justamente por isso, carrapatos tornam-se um elo importante na cadeia
alimentar. Além da 6bvia pressdo seletiva que exercem como parasitas,
carrapatos sdo alimento para um certo nGmero de predadores, sendo mais
conhecido O exemplo de aves, como garcas, anus e pequenos faicdes. Em
projetos de manejo de fauna no continente africano, € comum que grandes
animais transferidos para reservas sejam banhados com: carrapaticidas. O ato
de eliminar o carrapato, ao invés de beneficiar o animal, causa-lhe prejuizos. As
aves que alertam conira alteragtes no meio (como chegada de predadores, por -
exemplo) ficam sem alimento - o proprio carrapato-, 0 que afasta-as dos
herbivoros. Também cabe lembrar que muitos hospedeiros de carrapatos séo
especies ameacadas de extingdo; pela especificidade da relacdo parasito-
hospedeiro, alguns carrapatos acabam, portanto, engrossando listas de
- especies ameacadas (DURDEN & KEIRANS, 19986).



Os carrapatos séo agrupados na subordem Ixodides, a qual compreende
trés familias: Nutalliellidae (com apenas uma espécie, o Nutalliella namaqua
(Bedford) das regiGes sul e oriental do continente africano); e os cosmopolitas
Argasidae (carrapatos moles) e Ixodidae (carrapatos duros). Ixodidae sdo
divididos em duas sub-familias: Prostriata, com um Unico género -Ixodes- (L)e
cerca de 250 espécies; ¢ Metastriata, com 12 géneros e cerca de 426 espécies
(SONENSHINE, 1991; CRAMPTON ef al, 1996). A ordem Acarina, como as
demais da classe Arachnida, s&o agrupados no subfilo Chelicerata. Este taxon
evoluiu separadamente de outros Arthropoda desde o Cambriano inicial,
originando peculiaridades e convergéncias em relacdo aos demais artropodes
(ALBERTI, 1995, RUPPERT & BARNES, 1996).

Entre os muitos Metastriata, Boophilus microplus (Canestrini, 1887) é um
carrapato que pertence ao género de Ixodida menos estudados a respeito da
espermatogénese, sobretudo em aspectos histoquimicos e ultra-estruturais. B.
microplus € originario das éreas tropicais da Asia, espalhando-se pelo mundo
em distribuigéo circum-tropical, a partir da importacdo de gado zebuino e
bubalino oriundos daquele continente (WHARTON, 1974, apud GARCIA, R,
1993, FUDALEWICZ-NIEMCZYLA, 1993). O género Boophilus compreende
apenas cinco espécies, as quais somente surgiram nas Américas e Australia
nos ultimos 200 anos. A distribuicéo original de B. microplus era restrita a
regides tropicais e subtropicais da Asia: B. kohlsi e B. annulatus (Say, 1821) séo
originarios da regi&o mediterranea, e B. decoloratus (Koch, 1844) e B. geigy, da
Africa ao sul do Saara (BALASHOV, 1994),

Além da quest&o econdmica, também para estudos de filogenia podem
ser empregados conhecimentos vindos do estudo da formacao de gametas. No
género Boophilus, aspectos citogenéticos ligados & gametogénese sdo descritos
por LONDT & SPICKETT (1976), OSBURN et a/. (1880} e por GARCIA et af
{1993) e GARCIA (1983).

O trabalho de LONDT & SPICKETT (1976) descreve o desenvolvimento
das gonadas e a gametogénese de Boophilus decoloratus, o qual apresenta um
caridtipo de 20 autossomos e um cromossomo masculino impar X para a
especie (macho 20 + X, fémea 20). OSBURN ef af {1980) esquematizam, em B.
microplus e B. annulatus, regionalizagbes baseadas nos tipos celulares
encontrados ao longe do testiculo; estes, por sua vez, apdiam-se nas
regionalizates descritas por OLIVER & BRINTON (1972)

Esses autores dividiram os testiculos de carrapatos Metastriata
arbitrariamente em seis dreas de igual tamanho. Em machos plenamente
alimentados, pode-se ter uma visdo bem clara dessa zonacado. Na area 1,
contigua com o vaso eferente, ocorrem gbnias e espermatdcitos iniciais. Na
area 2, notam-se alguns espermatécitos iniciais e predominio de espermatdcitos
em crescimento. Na drea 3, também ocorre uma prevaléncia dos espermatacitos
em desenvoivimento, sendo encontradas figuras de meiose.



Na area 4, além das figuras de meiose, ocorrem espermatides iniciais,
que predominam na area 5. Finalmente, na por¢éo terminal do testiculo,
encontram-se espermatides alongadas, as quais s@o evacuadas do testiculo,
dirigindo-se para a vesicula seminal. No momento da cOpula, essas
espermatides alongadas s&o introduzidas no organismo feminino. A partir desse
estudo, foi determinada, para Boophilus annulatus e B. microplus, um n=10 ou
11; nos machos, o nimero de cromossomos é 21, e em fémeas, 20 (OLIVER &
BRINTON, 1972; OSBURN et al., 1980).

GARCIA et al. (1993) e GARCIA (1993) analisa o caridtipo de B.
microplus, a partir de técnicas de bandeamento C e Ag-NOR. Pelo
bandeamento C, foi encontrada pouca heterocromatina, a qual predomina em
areas centroméricas e teloméricas. O bandeamento Ag-NOR detectou duas
regides NOR (organizadores nucleolares), uma no cromossomo X e outra em
cromossomoe de par autossdmico.

Estudos sobre aspecios da anatomia e histologia do aparelho reprodutor
de carrapatos datam de mais de cem anos atras, como os trabalhos de HELLER
(1858) e PAGENSTECHER (1861). Artigos sobre espermatogénese nesse
grupo comecam a surgir a partir do inicio do século XX (CHRISTOPHERS,
1906, BONNET, 1907, CASTEEL, 1917; NORDENSKIOLD, 1920; TUZET &
MILLOT, 1937; SHARMA, 1944: BALASHOV, 1972)

CHRISTOPHERS (1906), analisando detalhes de anatomia e histologia de
Ornithodoros sauvigni (Audouin, 1826), Rhipicephalus annulatus e Hyalomma
aegyptun, descreve o que chamou de “degeneragdes anormais” nos bordos de
espermatocitos crescidos. BONET (1907), ao analisar a mesma estrutura,
credita-the a fun¢do de ser a fonte de “futuros espermatozdides”.

CASTEEL (1917), em Argas miniatus (L.) cita a presenca de “inclusdes
citoplasmaticas”, em espermatécitos e em estagios mais adiantados. Essas
inclusbes foram reconhecidas pelo autor como “mitocOndrias verdadeiras,
corpos extra-nucleares e corpos vesiculares”. Na superficie externa do
citoplasma, notou uma diferenciacdo de forma similar a uma colmeia, marcada
por estriacOes perpendiculares a superficie celular. Esse autor descreve ainda a
espermiogénese, iniciando com a migragdo do ndcleo para um dos lados da
celula (polarizagdo), seguindo-se a formagdo de um anel mitocondrial,
movimento dos corpos vesiculares em direcdo ao nucleo (com posterior
desintegrag@o dos corpos) e, finalmente, desaparecendo a camada estriada
superficial proximo ao ndcleo. As estriagfes s&o descritas como sendo
formadoras de “processos cilidides”. Mais adiante, ocorre a formacgédo de um
“cilindro interno”, que se desenvolve a partir do processo digitiforme formado no
polo oposto ao que o nicleo se encontra, migrando o nucleo pela base desse
processo, ao mesmo tempo em que modifica sua forma.
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NORDENSKIOLD (1920), ao descrever a espermatogénese em [xodes
ricinus (L.) compara a regido periférica dos espermatdcitos, descrita
anteriormente por CASTEEL (op. ¢it.) a uma zona pellucida; este autor também
analisa a polarizag&o do nicleo na espermiogénese, diferenciando o citoplasma
em endoplasma e ectoplasma.

TUZET & MILLOT (1937), estudando vérias espécies de carrapatos do
género /xodes, denominam como lipoplasma & zona que SHARMA (1944), em
Hyalomma aegyptum, Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) e Argas
persicus (Oken, 1818), chamou de estriagdes periféricas encontradas nos
espermatocitos e em espermétides jovens. SHARMA ainda tentou deduzir a
presenca de mecanismos de movimentagdo a partir das estruturas observadas,
identificando um provéavel “centrossoma” na extremidade anterior do gameta.

BALASHOV(1972), ao discorrer sobre varios aspectos da biologia de
carrapatos, descreve a espermatogénese nesses animais. Para tanto, ele
comparou o Ixodidae Hyalomma asiaticum a alguns Argasidae. BALASHQOV cita
a presenca de duas linhagens de génias, primérias e secundarias, as quais
estariam presentes nos primérdios de testiculos de larvas. O mesmo também e
citado, para Argas miniatus (L.) por JULIO (1978).

Em ninfas, espermatogonias secundarias sdo mencionadas como que se
formando continuamente, desenvolvendo e sofrendo de 5 a 6 divisdes
sucessivas, dentro dos cistos, com 32 a 64 espermatocitos primarios; estagios
seguintes de espermatogénese sdo observados apenas em individuos adultos.
Espermatocitos primarios sofrem um notavel desenvolvimento; estes crescem de
quatro a cinco vezes em relacdo as espermatogonias, apresentando um grande
aumento de volume de citoplasma e niicleo (BALASHOV, 1972).

Na gametogénese masculina de carrapatos, OLIVER (1974) enumera uma
série de caracteristicas bastante peculiares nesses organismos. Sao elas:
espermatocitos de grandes dimensées: a presenca de pontes citoplasmaticas na
espermatogénese, que persistem na espermiogénese inicial; a presenca de uma
zona terminal de espermétides alongadas: posicionamento retrogrado do ndcleo
nos espermatozdides; a auséncia de axonema; famanho excepcionalmente
grande, tanto de espermatoécitos quanto de espermatozoides. Muitas dessas
caracteristicas sdo também encontradas em outros Arachnida (ALBERTI, 1980),

mas poucos sdo os taxa que englobam tantos caracteres tao exoticos na
espermatcgénese quanto Ixodida.

Com o advento da microscopia eletrénica de transmissao, houve uma certa
profus@o de estudos ultra-estruturais da espermatogénese desses organismos
(BREUCKER & HORSTMANN, 1972; EL SAID & SWIDERSKI, 1980; EL
SHOURA, 1986, 1987; FELDMAN-MUHSAM & FILSHIE, 1976; OLIVER, 1991;
PINKERTON ef af, 1982 REGER, 1961, 1962, 1963; SAHL! et al., 1985;
SULEIMAN & BROWN, 1978; WUEST et al., 1978).



Os trabalhos de ultra-estrutura da gametogénese masculina de carrapatos
tém demonstrado varios aspectos em comum. SULEIMAN & BROWN (1978),
estudando o desenvolvimento dos gametas de Dermacentor variabilis,
descreverm as etapas da espermiogénese. Esta consiste de quatro
transformacdes morfologicas: polarizacao, formag@o de cavidade cistérnica e

invaginagao, estas ocorrendo no organismo masculino, e eversao, a qual ocorre
no organismo feminino.

A polarizacdo envoive o movimento do nucleo em direcdo a um dos polos
da espermatide e acumulo de cisternas logo abaixo da superficie, no pdlo
oposto. A formagdo da cavidade cistérnica envolve a formacado de uma
membrana continua, originada das cisternas sub-superficiais,

REGER (1961) denomina como “cisternas sub-superficiais” as vesiculas
abundantemente encontradas na regido cortical de espermatocitos e
espermatides iniciais, A origem dessas estruturas tem diferentes interpretagGes.
REGER atribui ao reticulo endoplasmatico liso; mais tarde, esse autor
reinterpreta a origem dessas vesiculas, afirmando que a sua formacéo seria a
partir do complexo de Golgi (REGER, 1974). BREUCKER & HORSTMANN
(1972), OLIVER & BRINTON (1972), SULEIMAN & BROWN (1978) e

SONENSHINE (1991) propdem que as cisternas sejam originadas a partir de
dobras da membrana plasmatica.

No processo de invaginac&o, a membrana da cavidade cistérnica na regiao
adjacente ao nucleo, como 0 nome j& indica, invagina-se; isto cria uma diviséo
da espermatide em trés regides: o tubo interno, a propria cavidade cistérnica e o
tubo externo, compartimentos esses limitados pela membrana periférica da
cavidade cistérnica. Durante esta transformacio, a espermatide gradualmente
sofre alongamento. O nlcleo, condensado e alongado, aloja-se entre o tubo
externo e & membrana celular, permanecendo na parte anterior da espermatide
alongada. Nesta forma, a espermatide passa através do ducto testicular e
atinge, pelo canal eferente, a vesicula seminal (SULEIMAN & BROWN, 1978).

A quarta transformacgéo da espermiogénese, a eversio, ocorre na fémea.
Essa fase consiste na ruptura da membrana celular da espermatide, com
consequente projecdo do tubo interno através desta zona rompida. Como
conseqléncia, ocorre a eversdo também do tubo externo, com a exposi¢do dos
processos celulares e inicio da movimentacéo dos espermatozdides (BRINTON
ef al, 1974, BORUT ; FELDMAN-MUHSAM, 1976, EL-SHOURA, 1986:
FELDMAN-MUHSAM & FILSHIE, 1978; KHALIL, 1969; PINKERTON et al., 1982;
REGER, 1963; ROTHSCHILD, 1961: SAHLI et al, 1985, SHEPHERD et al.,
1982; WUEST et al,, 1978).

OLIVER (1991), ao revisar a gametogénese masculina de carrapatos,
divide em trés fases a espermiogénese. A pré-capacitagdo engloba os estagios
de polarizagéo, formagdo da cavidade cistérnica e alongamento. A capacitagéo,
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que inicia No espermatdforo, durante a transferéncia para a fémea; finalmente, a
maturagdo da-se no trato genital feminino. Os periodos de capacitagdo e
maturagio correspondem & eversao descrita por SULEIMAN & BROWN (1978).

O presente trabalho visa explorar  caracteristicas  topogréficas,
citoquimicas e ultra-estruturais da espermiogénese em Boophilus microplus.
Tais aspectos ndo foram muito exploradas para este género, e pretendemos, a
partir da comparacdo com outros organismos filogeneticamente relacionados,
descrever o processo de formagéo de espermatozéides em B, microplus. Devido
a grande rigueza dos eventos observados, dividiremos a descricdo da
espermiogénese em duas fases. Assim, apds a andlise da histologia e
histoquimica da espermatogénese e espermiogénese, analisamos a formacéo
de espermatides redondas e sua modificagdo em espermétides alongadas.

Finalmente, este trabalho descreve aspectos estruturais e ultra-estruturais do
espermatozoide de B.microplus.
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3. Material & Métodos:

3.1. Microscopia de luz: histologia e citoquimica {(MO).

Para microscopia de luz, empregaram-se apenas os testiculos de
carrapatos. Machos adultos alimentados e capacitados & copula (instar
gonandro) foram coletados, diretamente de bovinos naturalmente infestados, em
propriedades rurais situadas em Viamio-RS e Campinas-SP. A classificagao
dos carrapatos foi feita de acordo com as chaves dicotdmicas de FORTES
(1993). A coleta foi feita manualmente, a fim de nao ferir o parasito. '

Os testiculos foram removidos sob microscopio estereoscépico, em placa
de Petri parafinada; foi rebatida a porcdo dorsal do exoesqueleto, permitindo
visualizag@o do aparelho reprodutor e sua remogéo inteiro. Durante a
dissecc@o, o material foi mantido irrigado com os fixadores. O material foi fixado
com etanol-acido acético, 3:1 (v/v), durante uma hora, para as técnicas do PAS
e reacao de Feulgen. Para demais técnicas, empregou-se material fixado com
paraformaldeido 4%-glutaraldeido 2,5%, em tampéo fosfato 0,1 molar, pH 7,2,
com 0,5 molar de sacarose para garantir isotonicidade e tracos de CaCl; para
manter a integridade das membranas (KARNOVSKY, 1965). O material foi
fixado nesta solugdo de duas formas: a 4°C durante duas horas, ou em forno de
microondas (JOAZEIRO, com.pes.). Nesta fixacao, empregaram-se vinte pulsos
de um segundo, em forno Sharp, na poténcia maxima.

Testiculos inteiros foram desidratados em série alcodlica crescente (2 x
etanol 70°, 2 x etanol 95° e 2 x etanol absoluto, 20° cada banho), pré-infiltrados
em solugdo de resina/etanol absoluto, 1:1 (1 hora), infiltrado em resina (1 hora)
e emblocado em moldes de borracha de silicone, polimerizando em estufa a
60°C. Empregaram-se as resinas Historesin (glicol-metacrilato) e Technovit
7100 (hidroxi-etil-metacrilato); cortes foram obtidos em ultra-micrétomo LKB
Reichert (espessura de 2-2,5 pm). Os cortes foram corados com hematoxilina-
eosina (H/E) e Mallory-Azan, para analise histoldgica; acido periddico/reativo de
Schiff (PAS), para polissacarideos neutros (contra-corado com hematoxilina);
xylidine ponceau, pH 2,5 (XP), para proteinas totais, reacéo de Feulgen, DNA
nuclear (contra-corada com fast-green acido); e impregnacdo argéntica, para
proteinas argirdfilas (HOWELL & BLACK, 1980).

As medicbes foram feitas em fotografias, com régua convencional de
desenho. Foi calculada a média aritmética (e desvio padrao) do comprimento e
digmetro de pelo menos vinte células de cada estagio.
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3.2. Microscopia eletrdnica de transmissio (MET).

Carrapatos adultos machos, alimentados e aptos a copula (instar
gonandro, pela classificaco de FORTES, 1993), e fémeas também alimentadas
e aptas & cOpula (partendgenas, segundo FORTES, 1993), foram coletados,
diretamente de bovinos naturalmente infestados, em propriedades rurais
situadas em Campinas-S8P. A coleta e dissecclo procederam-se da mesma
forma que para microscopia de luz.

O material foi fixado durante duas horas, a 4°C, em glutaraldeido 3%
adicionado ou n&o de &cido picrico 1%, ou fixador de KARNOVSKY (1965)
(glutaraldeido 2,5%-paraformaldeido 4%), em tampéao fosfato 0,1 molar, pH 7,2,
adicionado de 0,5 molar de sacarose e tracos de CaCl,. Apés fixacdo, o material
foi lavado em tampa&o fosfato (1 hora), pés-fixado em tetréxido de 6smic a 1%, (1
hora) e desidratado em acetona. Os testiculos foram pré-embebidos em
acetona/epon, 1:1 overnight e incluido em Epon 812, polimerizando em estufa a
60°C (GLAUERT, 1975). Espermatecas e ovidutos, destinados & observacgéo de
espermatozoides, foram embebidos em acetona/Spurr, 1:1 overnight e incluidos
em Spurr.

Cortes semifinos e ultrafinos foram obtidos em ultra-micrétomo Ultratome
LKB, com navalhas de vidro. Cortes semifinos foram corados com azul de
toluidina 1%, em Na,CO; 0,5%, para escolha de campo para cortes ultra-finos.
Os cortes ultrafinos, de 40 a 60 nm, foram contrastados com acetato de uranila
a 2% (WATSON, 1952) e citrato de chumbo a 0,1% (VENABLE & COGGESHAL,
1985), sendo observados em microscopios eletronicos de transmissdo Zeiss EM
900 {(ddp 50 KV) e Leo 900 (ddp 80 KV), no centro de Microscopia Eletronica do
instituto de Biologia da UNICAMP. As medidas citadas (comprimento de
cisternas, nuacleos, corpos esféricos, etc) foram tomadas a partir de negativos e

ampliagées, calculando-se como a média aritmética de, pelc menos, dez
amostras.

3.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Femeas imaginais de Boophilus microplus, recém-emergidas (instar
nedgina), em inicio de alimentagéo (partendginas) e engorgitadas, prontas para
oviposigcao (teledginas) foram coletados nas mesmas condigbes ja descritas,
sendo removidas a espermateca e ovidutos. As espermatecas de fémeas
engorgitadas foram maceradas e suspensas em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2, A
suspensao, também examinada in vivo, em microscopio éptico; foi colocada em
laminulas cobertas com poii-L-lisina (Sigma), sendo a seguir fixadas em
glutaraldeido 3% tamponado, por duas horas. Qvidutos de fémeas plenamente
engorgitadas foram fixados por sete dias em giutaraldeido, a 4°C. Ambos os
materiais foram pos-fixados em 0s0, 1% overnight, e desidratados em etanol,



13

sendo dessecados em aparelho de ponto critico Balzers CPD030. Antes de
metalizar os ovidutos, foi feita leve pressdo com a pinga, no momento da
montagem dos ovidutos nos suportes, partindo-os; o objetivo deste
procedimento foi revelar espermatozoides no interior do oviduto. Apds a
montagem, em suportes de latdo com fita dupla-face, as laminulas com
suspensao e ovidutos fraturados foram metalizados com ouro em aparelho de
“sputtering” Balzers SCDO50, por 100", a 40 A. A andlise do material foi
efetuada em microscopio eletrdnico de varredura CSM Zeiss 900. As medidas

foram tomadas a partir de negativos e ampliagdes, calculando-se como a média
aritmética de, pelo menos, dez amostras.
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4. Resuitados:

4.1. Aspectos histoldgicos e citoquimicos do testiculo:

O testiculo de B.microplus é recoberto por uma camada de células
pavimentosas, e tem as células da linhagem gamética internamente organizadas
em cistos (fig. A-03 e A-04). As células cisticas encontram-se associadas a
linhagem gamética até o final da fase de polarizagdo das espermatides. Os
cistos tém limites PAS-positivos, definidos pela lamina basal das células
cisticas. Nas células cisticas, podem ser observadas algumas granulacdes PAS-
positivas (fig. A-03). O testiculo € percorrido por um ducto interno, a qual
continua-se com o ducto eferente. Neste ponto, observa-se a delimitagéo do
ducto por uma populacdo de células somaticas (fig. A-02). A seguir, encontram-
se 0s cistos que contém espermatocitos primarios jovens (fig. A-04 e A-05).
Espermatocitos primarios jovens apresentam-se pouco maiores que as gonias
secundarias, com maior condensacao da cromatina. Essas células medem cerca
de 11,640,2 pym de didmetro. Pode-se perceber que a regio cortical comega a
apresentar uma faixa mais intensamente corada que o restante do citoplasma
(fig. A-05, seta).

Em B. microplus, as etapas da espermatogénese ocorrem inteiramente
nos testiculos. A etapa final da espermiogénese, a everso da espermatide, da-
se no trato reprodutor {feminino. O desenvolvimento das células gaméticas da-se
em sentido antero-posterior (fig. A-01). As espermatogdnias sdo encontradas
na regido proximal do testiculo. Estas células apresentam-se em duas
populagdes. Uma, de espermatogbnias primarias desencistadas, apresenta
nucleos de formato irreguiar, com cromatina mais densa; estas células medem
aproximadamente 6,7£0,3 um de diametro (fig. A-02). Os cistos de
espermatogonias secundarias sdo encontrados um pouco mais distalmente (fig.
A-03). Estas apresentam limites melhor definidos que as precedentes, devido ao
citoplasma levemente mais corado. Seus nucleos, mais arredondados,
apresentam cromatina um pouco menos condensada. As gonias secundarias
medem cerca de 9,640,086 ym. O aspecto da cromatina é bem distinto de
espermatocitos primérios, apesar do tamanho mais ou menos proximo. Nos

espermatocitos, os grumos de cromatina encontram-se mais esparsos que nas
espermatogonias.

Espermatocitos primarios em desenvolvimento diferenciam-se bastante
de gonias e de espermatocitos mais jovens pelo tamanho (aproximadamente
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2120,03 pm de didmetro), pela presenca de um ou dois grandes nucléolos e
pelo nucleo volumoso, com cromatina descondensada (fig. A-06, A-07 e A-12).
Os nucléolos demonstram aspecto anular, mais evidente em material
impregnado com prata (fig. A-06). Estas células permanecem conectadas
através de pontes citoplasmaticas (fig. 07). A visualizacBo da érea
~ correspondente as pontes deve-se ao fato de que, neste tipo de célula, bem
como em pro-espermatides e em espermatides polarizadas, pode-se notar, ao
microscopio de fuz, uma borda mais corada na periferia, de aspecto estriado
(fig. A-07, 08, A-09, A-10 e A-11). Na area estriada, obteve-se resposta positiva
para coloracéo com prata (fig. A-06) e testes citoquimicos para localizacdo de
polissacarideos neutros (fig. A-07) e proteinas totais (fig. A-11).

Apos uma faixa com abundantes figuras de células em divisdo (fig. A-08),
observa-se a regifo de espermatides jovens ou redondas (fig. A-09). Em
testiculos de carrapatos, ndo foi possivel individualizar os espermatacitos
secundarios. Espermatides redondas e alongadas, nos diferentes estagios de
espermiogénese, sao visualizados nos dois quintos distais do testiculo de
machos gonandros. As espermatides arredondadas sfo encontradas logo apos
a zona de divisdes; apresentam nucleo central mais compacto que o de
espermatdcitos em crescimento (fig. A-09). Logo a seguir, encontram-se
espermatides com nucleo deslocado para o pélo da célula voltado para o
interior do cisto; estas espermatides apresentam o bordo estriado PAS-positivo
localizado no pélo oposto ao nicleo (fig. A-1 0). Também ¢ visivel uma vesicula,
proxima ao ndcleo, intensamente PAS-positiva (fig. A-10). O citoplasma nas
espermatides redondas polarizadas apresenta-se bastante granuloso, sendo
mais corado na area proxima ao bordo estriado (fig. A-10 e A-11).

Mais posteriormente, percebem-se cistos com espermatides, nas quais o
bordo estriado do polo oposto ao nucleo se transforma numa cavidade bem
delimitada. Esta cavidade ocupa cerca de dois tercos do espaco da célula; o
contetudo manteve a resposta positiva aos testes citoquimicos realizados, em
maior ou menor grau (fig. A-12 ¢ A-13). Observa-se que o interior da cavidade

cistérnica apresenta-se mais ou menos homogéneo, a medida que se alonga
(fig. A-12, A-13 e A-14).

Uma vez formada a cavidade cistérnica, ela sofre uma invaginacéo a
partir do podlo nuclear. Esta invaginacdo pode ser acompanhada pela
deformagdo da cavidade, visivel aos testes citoquimicos (fig. A-13, A-14, e A-
15). Durante a invaginacéo, observa-se que o nucleo é deslocado para a lateral
da célula. Primeiramente, observa-se que uma porgdo em forma de ponta
afilada entra pelo espaco entre a cavidade cistérnica e o limite da célula. A
seguir; por¢cbes cada vez mais volumosas do nlcleo s3o deslocadas, até a total
lateralizagéo nuclear (fig. A-15). Na regido do testiculo onde ocorrem estas

espermatides alongadas, observa-se uma desagregacdo dos cistos, liberando-
as.
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A medida que as espermatides se alongam, nota-se que seus nucleos
tornam-se mais compactos e alongados. Nos nucleos dessas espermatides,
observa-se uma crescente resposta argirdfila, a qual é pouco evidente em
nicleos de espermatdcitos (fig. A-06, A-09 e A-13). A cavidade cistémica
alonga-se, a medida que avanga a invaginagdo no sentido oposto ao qual se
- encontrava o nucleo. O alongamento divide a espermatide em trés sub-regides.
A primeira, bastante estreita, é o tubo externo, a qual é a area para onde o
nucleo € deslocado. A segunda regiao é a prépria cavidade cistérnica alongada;
seu interior apresenta reagéo positiva ao PAS e 3 coloragdo com prata (fig. A-
13, A-14 e A-15). A terceira regido € o cilindro interno, limitado pela cavidade
cistérnica.

Em material submetido a reagdo do PAS, contra-corado com
hematoxilina, observa-se, em cortes transversais, que conforme a altura em que
foi cortada, a espermatide apresenta um aspecto diferente. Assim, cortes com a
cavidade cistérnica em halo, ao redor do cilindro interno, nos quais se observa o
nucleo, correspondem 3 &rea que, na espermatide polarizada, denominamos
como polo nuclear. Cortes abaixo do ponto de invaginagdo da cavidade ndo
apresentam sinais do nicleo ou do cilindro interno. Cortes intermediarios a
estes apresentaréo, conforme a distancia em relag@o ao ponto de invaginacéo,
uma ou duas invaginagdes da cavidade cistérnica para dentro da regido do
cilindro interno, respectivamente (fig. A-14 e A-15). As esperméatides alongadas
sao células com um comprimento aproximado de 45+0,02 um (fig. A-14 e A-15).
Na regi@o posterior do testiculo, as espermatides encaminham-se pela Iuz, indo
a vesicula seminal (fig. A-16 e A-17).

A extremidade distal do testiculo, ao microscépio estereoscopico,
apresenta-se amarelada, afilada. Em cortes, esta regido demonstra uma série
de figuras de restos celulares, bem como grandes nucleos de células somaticas.
Os restos celulares encontrados nessa regido possivelmente séo derivados do
processo de espermiogénese, provavelmente espermatides defeituosas e
células cisticas destruidas (fig. A-1 8).
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Prancha A-I;

Figura 01: representacdo esquematica de um testiculo de Boophilus microplus,
mostrando as diferentes populagdes de células da linhagem gamética,
Legenda: vd: vaso deferente; I-VI: zonas testiculares, arbitrariamente
divididas, de acordo com OLIVER & BRINTON, 1972.
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4.2. Fases iniciais da espermiogénese: ultra-estrutura.

Espermatocitos primérios em crescimento medem . aproximadamente
21£0,03 de diametro. Sao células com nicleo volumoso, de cromatina bastante
frouxa. Conforme descrito no capitulo |, observa-se, ao microscépio de luz uma
serie de pequenas estriagbes, perpendiculares ao limite da célula, PAS-
positivas. Estas estrias, ao microscdpic eletrdnico de transmissao, revelam-se
como cisternas, situando-se logo abaixo da membrana plasmatica (fig. B-01).
As cisternas subsuperficiais s8o bolsas compostas por membrana dupla, sendo
que, na membrana interna, notam-se particulas elétron-densas aderidas na
superficie interna (fig. B-02). Proximos as cisternas, encontram-se complexos
de Golgi e pequenas vesiculas secretdrias, além de reticulo endoplasmatico
rugoso, poiissomos e tibulos de reticulo liso, os quais apresentam membranas
de aspecto mais elétron-denso que as demais. Estes tubulos de reticulo

apresentam espessura e densidade eletrdnica semelhantes as das cisternas
(fig.B-01 e B-02). '

O nucleo de espermatdcitos apresenta envelope com muitos poros
dispersos. O interior do nlcleo apresenta-se preenchido por uma matriz de
aspecto granuloso. Este aspecto da matriz nuclear € mais conspicuoc na
proximidade do envelope {fig. B-01 e B-03). Imersos nessa matriz, no interior do
nucleo, encontram-se o nuciéolo e corpos esféricos (fig. B-01 e B-03). Estes
Uilinos s&o estruturas esféricas elétron-densas, medindo entre 0,64+ 0,01 e 1,5+
0,02 um de diametro. Uma observacéc mais detalhada revela a auséncia das
subdivistes encontradas em nucléolos (regido fibriliar, regifo granular e regido
fibrilar densa), embora possam ser visualizadas éareas com diferentes
densidades eletronicas. Em alguns cortes, observa-se que os corpos esféricos
apresentam-se na forma de anéis fibrosos. Isso thes confere aspecto de uma
esfera com a regi&o interna de elétron-densidade igual & da matriz nuclear; esta
densidade faz com que aparente ser uma esfera vazia (fig. B-03).

Os espermatdcitos de um mesmo cisto mantém-se conectados por pontes
citoplasmaticas (fig. B-04). Pontes citoplasmaticas também sao visualizadas em
espermatides na fase de polarizacdo (fig. B-05). Entre espermatocitos
conectados por pontes citoplasmaticas, nota-se, no ponto de estrangulamento,
areas onde a membrana é reforcada. O aspecto da membrana plasmatica,
nessas areas, lembra bastante o de tdbulos do reticulo liso, comuns em
espermatdcitos (fig. B-04) e espermatides polarizadas (fig. B-05). Nessas -

regides, podem ser observadas cisternas sub-superficiais em aparente
formacgao (fig. B-05).

Os estagios de espermiogénese s&o visualizados no tergo distal do
testiculo. Logo que o processo divisional se completa, as espermatides
apresentam-se arredondadas e com nucleo central (fig. B-08). Ao microscopio
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eletronico de ftransmissdo, nota-se gue o conteudo das cisternas sub-
superficiais apresenta pouca diferenca de densidade em relacdo as de
espermatocitos, embora estejam mais alongadas (fig. B-06 e B-07). Devido ao
seu maior comprimento, as cisternas cortadas obliquamente podem parecer
fechadas, dispondo-se em varias camadas (fig. B-08). O nucleo das
espermatides redondas encontra-se em posicdo centralizada. Esse nucleo
apresenta formato ovodide, com cromatina frouxa. Os corpos esféricos destas
celulas s&0 bastante diferentes daqueles visualizados em espermatdcitos. Eles
assumem a forma de um agregado de granulos, unidos por uma matriz elétron-
densa, diferindo, portanto, do formato mais esférico dos anteriores (fig. B-06,
insercao). O citoplasma ¢é particularmente rico em figuras de reticulo
endoplasmatico rugoso, complexos de Golgi e polissomos (fig. B-086).

Durante a fase de polarizag&o, observa-se o deslocamento do ntcleo
para a area das pontes citoplasmaticas (fig. B-07 e B-09). Concomitante ao
crescimento e deslocamento da faixa de cisternas periféricas para o polo oposto
ao do nucleo. Estas associam-se, formando o que chamamos de agregado
primario. O agregado primério, portanto, caracteriza-se pela auséncia de
contato fisico entre as cisternas que encontram-se em arranjo regular,
individualizadas. Em cortes tangenciais dessas células, observa-se que as

cisternas dispfem-se como um “fave de colméia’, de forma bastante
caracteristica.

O envelope nuclear de espermétides polarizadas apresenta contornos
irregulares, enguanto se observa uma compactacao inicial da cromatina, com
aspecto filamentoso (fig. B-07 e B-09). Os corpos esféricos nucleares, nesta
fase, tornam-se menos conspicuos, embora ainda possam ser visualizados (fig.
B-07). Nota-se a formac@o de uma vesicula achatada, nas proximidades do
nucleo (fig. B-07). Em células na qual a polarizacdo encontra-se mais
adiantada, esta vesicula estd mais achatada ainda, apresentando densidade
eletrOnica maior e mais granular em relagdo a vesicula anteriormente

visualizada. Nessas espermatides, esta vesicula apresenta-se como um sulco
interno, bem elétron-denso (fig. B-09).

A medida que se adianta a fase de polarizacdo, observa-se aumento no
tamanho e namero das cisternas sub-superficiais. Estas variam de,
aproximadamente 20,1 pm de perimetro, nos espermatdcitos em crescimento,
aos 6,5620,3 ym das espermatides polarizadas. Qcorre a presenga de muitas
mitocdndrias, que se situam principaimente ao centro da espermatide (fig. B-
07). Também observam-se corpos multi-vesiculares no citoplasma dessas
celulas (fig. B-07 e B-09). O nicleo, nesta etapa, apresenta compactacéo de
cromatina maior, sendo o nucléolo e os corpos esféricos muito pouco evidentes.
Durante a polarizagdo, observa-se que espermatides mantém-se unidas por

pontes citoplasmaticas, situadas nos pdlos nucleares das células conectadas
(fig. B-09).
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O aspecto das cisternas modifica-se & medida que também ocorre a
agregag@o dessas estruturas; elas agregam-se no poélo oposto ao do nucleo,
tornando-se bastante proximas da membrana plasmética da espermatide (fig. B-
07, B-09 e B-10). As cisternas situadas préximas & membrana plasmatica
aglutinam-se, fusionando suas membranas (fig. B-11). Esses grupos de
cisternas agregam-se em blocos com duas a cinco, formando figuras que
denominamos de agregado secundario. Os agregados secundarios diferem dos
primarios, portanto, pela evidenciagéo de contato fisico entre as cisternas (fig.
B-11).

Por sua vez, os blocos de agregados secundarios aglutinam-se. Nessa
agregagao, observa-se que as membranas internas das cisternas mantém-se na
face interna do compartimento em formagéo. Este tipo de contato caracteriza-se
como agregado terciario (fig. B-12). Como na formagdo dos agregados
secundarios, a formag&o dos agregados inicia-se a partir da fuséo de grupos de
cisternas situados em posicdo mais distante do nicleo. Na formacdo dos
agregados terciarios, observa-se a fusdo das membranas externas dos
agregados secundarios. Com isso, as membranas internas dos agregados em
processo de fusdo passa a encontrar-se no interior da cavidade cistérnica em
formagdo. A membrana formada pelas membranas externas das cisternas
fusiona-se com a membrana plasmatica da espermatide na regido onde iniciou-
se a agregacao das cisternas (fig. B-12 e B-14).

A membrana do agregado terciario comega a delimitar a cavidade
cistérnica, caracterizando assim a formagéo de agregados quaternérios (fig. B-
13, B-15, B-17 e B-18). Logo que define-se o agregado quaternario, observa-se
a formacgao de projegdes na membrana da cavidade cistérnica nascente (fig. B-
15 e B-18). Nessa area da membrana, observa-se a formagéo de pontos de
maior densidade eletrdnica, com aspecto filamentoso, dando uma idéia de
pontos de ancoragem (fig. B-13 e B-17). O citoplasma, nas proximidades dessa
area, tambem apresenta-se filamentoso. Esse material filamentoso também
passa a ser visualizado atravessando a membrana do agregado quaternario e

das cisternas modificadas, as quais ndo apresentam mais a membrana dupla
(fig. B-17).

Durante a formagéo da cavidade cistérnica, ndo se observam mais pontes
citoplasmaticas entre células do mesmo cisto. Isto é peculiar a esses cistos,
onde podemos visualizar tanto espermatides em que ainda ocorrem agregados
primarios e secundarios, quanto espermatides com a cavidade cistérnica
plenamente formada (fig. B-16). E interessante observar que as cisternas que
se agregam mais tardiamente apresentam uma pequena invaginagdo interna, na
forma do que denominamos vesicula intra-cistérnica (fig. B-16). Esta vesicula
apresenta um pedunculo que a mantém ligada a cisterna (fig. B-16).

O citoplasma das espermatides em formacdo da cavidade cistémica
apresenta, alem de muitas mitocodndrias, corpos multi-vesiculares, polissomos e
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reticulo endoplasmatico liso (fig. B-15). Os corpos multi-vesiculares tem
diferenca de elétron-densidades em relacéo aos apresentados por espermétides
polarizadas com agregados primérios ou secundérios, 0s quais se encontram
mais densos (fig. B-16). O reticulo endoplasmatico liso, nas espermatides com
cavidade cistérnica em plena formac&o, apresenta-se bem diferente daquele
apresentado por espermatdcitos e por espermétides recém-polarizadas. Em
espermatdcitos, o reticulo liso apresenta aspecto regular, mais elétron-denso,
com membpranas paralelas regulares, de aspecto felpudo (fig. B-05). Em
espermatides redondas com a cavidade cistérnica bem formada, o reticulo liso
apresenta um aspecto irregular @ pouco denso, sem reforco nas membranas
(fig. B-15). Na area supra-nuclear, visualizamos a vesicula achatada densa (fig.
B-15 e B-16). No nucleo dessas espermatides, o envelope apresenta-se

bastante irregular; a cromatina adquire aspecto filamentoso, com muitas areas
de condensacao (fig. B-15 e B-16).
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Prancha B-I: Testiculo de B. microplus, espermatocitos primarios. Microscopia
eletrénica de transmisséo, fixacdo em Karnovsky, observacio a 50 KV.

Figura 01: A figura mostra um espermatécito primario jovem, no qual pode-se

- perceber as cisternas subsuperficiais (c), bastante precoces. O ntcleo

apresenta envelope (en) com poros (ponta de seta); pode ser observado

o nucléolo (nu) e um corpo esférico (ce). A matriz nuclear apresenta

aspecto bastante granuloso, principalmente nas proximidades do

envelope (asterisco), diferindo da matriz de outras dreas (estrela). Nesta

fase da espermiogénese, sdo bastante visiveis complexos de Golgi (g) e

figuras de reticulo endoplasmatico (re), além de mitocondrias (m). Nesta

micrografia, observa-se também um prolongamento de célula somatica
testicular (seta larga). 17500x.

Figura 02: A micrografia apresenta um detalhe da regi&o sub-plasmaiémica de
um espermatocito primario em crescimento; notam-se cisternas
subsuperficiais (c), mitocdndrias (m), complexo de Golgi {g) e reticulo
endopiasmatico rugoso (re). A face interna das cisternas subsuperficiais

apresenta-se granulosa, com particulas elétron-densas aderidas (seta
fina).44000x.

Figura 03: Neste detalhe do nucleo de um espermatocito em crescimento
bastante adiantado, observa-se o aspecto anelado do corpo esférico em
destaque (ce). Como pode se notar, a matriz nuclear deste espermatécito
apresenta-se bastante granulosa proxima ao envelope nuclear
(asterisco). Ainda pode-se ver, no corpo esférico, a presenca de areas

de menor (cabega de seta branca) ou maior densidade eletrdnica
(cabecga de seta). 22400x.
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Prancha B-li: Pontes Citoplasmaticas e espermatides redondas. Fixacdo em
Karnovsky (04) e glutaraldeido-acido picrico (05-06).

Figura 04: Detalhe da regido de ponte citoplasmatica que esta conectando
espermatocitos em crescimento (seta). S&o abundantes as figuras de
reticulo endoplasmatico liso, com membranas com aspecto bastante
elétron-denso (rl). Nessa area, a membrana plasmatica dos
espermatocitos  apresenta-se  bastante elétron-densa (asterisco),
assemelhando-se a das cisternas (c). Mitocéndrias (m), reticulo

endoplasmatico rugoso (rr), complexo de Golgi (g) e polissomos {p)
12600x.

Figura 05: A micrografia apresenta uma ponte citoplasmatica entre
espermatides polarizadas. Nota-se a membrana plasmatica espessada na
area da ponte (asterisco). Podem ser observadas reentrancias da
mermbrana na area da ponte, sugerindo a formacgéo de cisternas (seta
larga). Podemos notar também a presenca de tubulos de reticulo liso (rl)
e complexo de Golgi (@), além de cisternas subsuperficiais. 28000x.

Figura 06: Nesta espermatide redonda, com nucleo ainda centralizado, pode-se
perCeber que as cisternas subsuperficiais (¢) apresentam-se mais
alongadas que as apresentadas por espermatocitos nas figuras
anteriores. O citoplasma apresenta um grande nimero de estruturas,
Cemao complexos de Golgi (g), reticulo endoplasmatico rugoso (rr),
mitocdndrias (m), além de corpos multi-vesiculares (mv). No ntcleo, os
COrpos  esfericos (ce) apresentam o aspecto de agregados de
granulagGes elétron-densas. A matriz nuclear apresenta-se com aspecto
granuloso. 10560x. Na insercdo, observa-se um detalhe do corpo esférico
de uma espermatide redonda, com aspecto bastante granuloso. Nota-se
que as granulacgbes deste corpo esferico apresentam-se unidas por
malriz, de aspecto um pouco menos elétron-denso (seta). 24500x.







28

Prancha B-lil: Espermatides polarizadas; fixagio em glutaraldeido-acido picrico.

Figura 07: Nessa espermétide polarizada, o nlcleo ainda apresenta tracos da
presencga do corpo esférico (ce), que vai descaracterizando & medida que
a cromatina compacta-se (seta larga). No citoplasma, observa-se
complexos de Golgi (g), reticulo rugoso (rr) e mitocéndrias (m), além de
uma vesicula supra-nuclear, achatada, com contetdo granuloso
(asterisco). As cisternas subsuperficiais {c) encontram-se no pdlo oposto

- 80 que esta 0 nlcleo. 8800x.

Figura 08: Este corte tangencial em espermatide polarizada permite visualizar a

organizac@o das cisternas subsuperficiais (¢), dispondo-se em forma
semelhante a favos de colméia. 15400x.

Figura 09: Espermatides polarizadas, em um mesmo cisto. Essas espermatides
mantém-se unidas através de pontes citoplasmaticas. O nucleo {n)
apresenta a cromatina em compactagdo, formando agregados
filamentosos bastante elétron-densos (seta fina). As cisternas
subsuperficiais ocupam posicdo oposta ao dos nlcleos (c), os quais
situam-se proximos ao ponto onde permanecem as pontes. Chama a
atengdo a presenca de uma vesicula achatada, de interior elétron-denso,
nas proximidades do nicleo (asterisco). 9000x.
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Prancha B-IV: Formag&o dos agregados de cisternas, em diferentes etapas.
Fixacédo em Karnovsky.

Figura 10: Apds a polarizacdo, as cisternas subsuperficiais (¢) deslocam-se
para o polo oposto ao do ndcleo. Na regido mais proxima a membrana
- plasmatica, observa-se uma maior agregacgo das cisternas, as quais
ficam mais proximas umas das outras, formando o agregado primario
(seta larga). 18200x.

Figura 11: As cisternas agregadas passam a fundir-se, originando agregados
secundarios (seta larga). Nesses agregados, que se formam préximos a
membrana plasmatica, podemos observar os pontos de fusdo das
membranas das cisternas (seta fina). 35700x.

Figura 12: Em agregados tercidrios, é evidente a delimitacdo da cavidade
cistérnica (cc). Os agregados mais periféricos aparentam associar com a
membrana plasmatica. Pode-se observar a membrana da cavidade
cisternica (mc), a membrana da espermatide polarizada (mp) e a
membrana plasmatica de uma espermatide vizinha (m). Nota-se que, em
um determinado ponto, a membrana plasmatica da espermétide e a

membrana das cisternas agregadas parecem fundir-se, originando uma
membrana Unica (seta larga). 38400x.

Figura 13: A figura mostra um agregado quaternario em inicio de formacao.
Ainda podemos individualizar, em parte, algumas cisternas (seta larga),
sendo bastante conspicua a membrana da cavidade cistérnica recém-
formada (me). Na base das cisternas, observa-se a formac@o de um
espessamento, de aspecto filamentoso (asterisco). 15400x.
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Prancha B-V: Espermatides em processo de formag@o de cavidade cistérnica.

OUbservaco em 80 KV (14) e 50 KV (15). Fixagéo em Karnovsky (14) e
glutaraldeido-acido picrico (15).

Figura 14: A figura mostra uma vis#io geral de uma espermatide com agregado
terciario (seta larga). Observam-se, no citoplasma, mitocondrias {m),
figuras de reticulo endoplasmatico liso (rl), além de corpos multi-
vesiculares (mv). E interessante notar que, associadas a esta
espermatide, em grau adiantado de diferenciagdo, encontram-se
espermatides bem mais precoces, nas quais nao observamos sequer
agregados secundérios (asterisco). 13900x,

Figura 15: Nesta espermatide, além do agregado quaternario de cisternas (ou
seja, a cavidade cistérnica esta bem definida), nota-se a presenca da
vesicula achatada elétron-densa, em posicdo supra-nuclear (asterisco).
Observam-se também corpos multi-vesiculares (mv), polissomos (p) e
mitocOndrias  {m), além de agregados secundarios de cisternas
subsuperficiais (¢), na célula vizinha O nucleo da esperméatide
apresenta-se com cromatina em compactagdo, formando filamentos

grosseiros (seta larga). Ndo ha mais tracos do nucléolo ou do corpo
esférico no nucleo. 16500x.
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Prancha B-VI: Espermatides em processo de formacgéo de cavidade cistérnica.

Observagéo em 50 KV. Fixag@o em glutaraldeido-acido picrico-tetréxido
de dsmijo.

Figura 16: E interessante observar que estas espermatides, em um mesmo

cisto, encontram-se em estagios de diferenciagéo bastante diversos, com
diferentes graus de agregacéo de cisternas, Nessa espermatide iniciando
agregacéo secundaria (1), pode-se observar a vesicula achatada supra-
nuclear (v). Em espermétides com a formagéo de agregados secundarios
adiantados (2), podem ser observadas cisternas com a formacéo de
vesiculas cisternicas (seta larga), bem como um corpo multi-vesicular
(mv). Alem dessas espermatides, a micrografia apresenta uma na qual a
cavidade cistérnica acha-se bastante adiantada, caracterizando um
agregado quaternario (3). 3900x.

Figura 17: A figura mosira um detalhe de uma espermatide com a cavidade

cistérnica plenamente formada. Na membrana da cavidade, observa-se

um espessamento, de aspecto filamentoso (asterisco). O citoplasma

apresenta polissomos (p), mitocdndrias (m) e reticuio endoplasmatico liso
" (1), além de corpos multi-vesiculares (mv). 27600x.

Figura 18: Esta espermatide com a cavidade cistérnica plenamente formada

(cc) permite observar a auséncia de projecbes e espessamentos
filtamentosos (asterisco) na area em que ndo houve contato com o
citoplasma (seta larga). As projecdes internas da cavidade situam-se no
ponto onde ocorre contato com o citoplasma. A matriz da cavidade
apresenta aspecto homogéneo na regido onde ndo ocorrem projecdes
(estrela). 4200x.




4.3. Fases finais da espermiogénese: ultra-estrutura.

As espermatides em alongamento localizam-se no quinto final
testiculo de B. microplus. O alongamento inicia-se logo apos a formacdo ..
cavidade cistérnica (fig. C-01). A parte interna da cavidade apresenta-se com
conteudo floculento, de aspecto irregular (fig. C-02). Nota-se que as projecbe’
internas da cavidade ainda encontram-se com o formato de dedo de luva, mai
ou menos similar ao que apresentavam na fase anterior (ou seja, na formagac
da cavidade). Essas projegdes apresentam conteudo fibroso, bastante denso
(fig. 03). As projecbes situadas no pélo nuclear da cavidade encontram-sé mais.
proximas, mantendo ainda um arranjo tipo “favo de colméia” (fig. C-02, C-03 e .
C-08). Neste ponto, pode ser observado o inicio da invaginagdo da cavidade, -
processo que ocorre concomitante com o alongamento da espermatide (fig. 03).

Apos o inicio da invaginacao da cavidade, nota-se uma alteragdo n:
elétron-densidade do interior da cavidade cistérnica, o quai torna-se m¢
homogéneo (fig. C-04). As projegdes internas da cavidade adquirem aspe
mais bem definido: Forma-se, na 4rea onde observamos uma agregagac Je
material elétron-denso, um eixo de densidade eletrénica similar, no centro da
projegéo (fig. C-04). Na base das projegdes, observa-se a presenca de material
fibroso, que parece estar ligando umas projecdes as outras. As projegdes, nesta

fase, apresentam prolongamentos de membrana que dirigem-se para o interior
da cavidade (fig. C-04).

EFm espermatides com as projecbes bem formadas (fig. C-05),
observamos que se inicia a invaginac&o da cavidade cistérnica e o alongamento
da célula (fig. C-05, C-06 e C-07). Podemos observar, em cortes fransversais e
tangenciais de espermatides alongadas, que elas s&o divididas em trés regides
cilindricas e concéntricas (fig. C-06). A primeira regido é o tubo externo , para
onde migra o nucleo. A terceira € o cilindro interno, o qual é formado a partir da
invaginacéo da segunda regiao, a cavidade cistérnica.

Em cortes transversais, conforme o ponto onde cortamos, podemos ver
imagens de espermatides cortadas mais distantemente, ou mais proximas do
ponto de formacgao do cilindro interno (fig. C-06 e C-09). Para diferenciar,
observa-se o aspecto do nucleo e da cavidade cistérnica. O ndcleo, no pélo da
célula em que se encontra nas espermatides redondas, apresenta um envelope
de aspecto bastante irregular (fig. C-08). Cortes feitos no polo de invaginagao -
no ponto em gue se encontra o nucleo, revelam que este apresenta cromatina
mais densa, de aspecto mais condensado, além de um envelope mais complexo
(fig. C-12 ¢ C-14). Na regifio central do nucleo, observa-se uma porgéo
espiralizada, formando um tipo de eixo interno (fig. C-09, C-11 e C-14).




A cavidade cistérnica expande-se em dobras da membrana delimitante
interna (figg- C-06, C-09 e C-10). Conforme essas dobras, podemos avaliar, em 9
um corte, em que ponto da espermatide incidiu a navalha. Cortes mais distais 1
ao polo nuclear apresentam duas dobras da membrana da cavidade. Mais :
proximo ao polo nuclear, observamos a presenca de uma ou nenhuma dobra na
membrana da cavidade cistérnica. A auséncia do cilindro interno também é
indicativo de que o corte incidiu anteriormente ao ponto em que a cavidade esta
invaginando (fig. C-05, C-06, C-07 e C-09).

Em cortes transversais de espermatides alongadas, notamos que O
citoplasma regionalizado, sendo conspicuas duas areas (fig. C-10). Uma &
aquela mais proxima & membrana da cavidade cistémica e & membrana da
esperméatide, contendo filamentos bastante delgados. A outra regionalizagéo do
citoplasma € definida pela presenca de filamentos tipo intermedidrio, presentes
no cilindro interno e no tubo externo. Entre esses filamentos tipo intermediario,
observa-se a presenca de muitas mitocdndrias (fig. C-10). :

Abaixo da membrana plasmatica, pode-se observar a presenca de uma
vesicula tipo cisterna, bastante achatada e densa. Esta cisterna inicialmente
aparece forrando a membrana do pdlo nuclear da célula (fig. C-11). Em
espermatides em que O alongamento encontre-se mais adiantado, esta cisterna
recobrird uma maior area da membrana, terminando por colocar-se sob toda a
membrana plasmatica da célula (fig. C-14 e C-1 5).

As projecdes da membrana da cavidade cistérnica séo estruturas
bastante complexas (fig. C-12 e C-13). Podem ser observadas trés regides
distintas, nessas estruturas. A primeira apresenta-se em forma de bolha,
correspondendo & porgao de membrana mais interna. Ao centro da projec¢ao,
observa-se um eixo fibroso central, que se constitui No corpo da projegdo. Na
hase da projecéo, observa-se um ponto da membrana desta em que verifica-se
um espessamento. Este espessamento constitui-se na base da projecdo. O

citoplasma na area adjascente @ membrana da cavidade cistérnica apresenta-se
bastante filamentoso (fig. C-12 e C-13).

Em espermatides plenamente alongadas, observa-se que O nucleo
encontra-se totalmente lateralizado. Na extremidade oposta aquela que se
encontrava o nucleo, observa-se a presenca de uma estrutura, o opérculo (fig.
C-15). Logo abaixo desta estrutura, verifica-se a presenca de uma area amorfa,
hastante densa, situada entre o opérculo € a membrana da cavidade cistérnica
(fig. C-19). Na regido de invaginacao da espermatide, observa-se que a -
extremidade do cilindro apresenta projegbes conspicuamente diferentes
daquelas apresentadas no restante da membrana da cavidade cistérnica (fig. C-
15). Nessa porcdo, observamos a presenca de filamentos espessos, tipo
intermedidrios, no citoplasma logo abaixo das projegbes. Um pouco abaixo,
notam-se muitas mitocondrias (fig. C-15). Paralelo & extremidade do cilindro
interno, verificamos que a cisterna que acompanha a membrana plasmatica
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sofre uma dobra, no ponto de contato entre o opérculo e o restante da
membrana da espermétide (fig. C-15).
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Prancha C-h

Figura 01: representagdo esquematica de espermatide alongada, em corte
longitudinal. Os cortes transversais representados ao lado mostram o
aspecto da cavidade cistérnica da espermatide nas diferentes segtes. N:
nucleo; te: tubo externo; cc: cavidade cistérnica; ci: cilindro interno; m:
mitocdndrias; mpl: membrana plasmatica; o opérculo; c: cisterna
periférica.

espormatide cavidade cistérnica
alomgads {cories iransversais)
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Prancha C-lI: Espermatides em inicio de alongamento; fixagdo em glutaraldeido-
acido picrico-tetroxido de dsmio.

Figura 02: A cavidade cistérnica desta espermatide encontra-se plenamente
formada (cc). Na regido do polo nuclear, ha uma maior agregacio de
proje¢des na forma de favo de colmeia (seta larga). As projegbes estéo
com aspecto de dedo de luva, sendo envolvidas por material fibroso,
bastante denso (seta fina). Podemos notar que a matriz da cavidade
apresenta aspecto floculento, bastante heterogéneo, principalmente no
polo oposto ao nucleo (asterisco). 13300x.

Figura 03: No inicio da invaginac@o da cavidade cistérnica (seta larga), ocorre
uma agregacgdo de cisternas, semelhantemente ao demonstrado na figura
anterior, com suas projegcbes (p) para o interior da cavidade. Ainda
podemos observar mitocondrias (m)e projecdes paralelas aderidas a
membrana da cavidade (seta fina). 20300x.

Figura 04: Nessa espermatide, podemos verificar que as projeces internas da
membrana da cavidade cistérnica encontram-se mais bem definidas (pi).
As projecbes apresentam uma expansao que dirige-se na diregdo do
centro da cavidade (seta larga). A matriz da cavidade tem aspecto mais
uniforme, um pouco mais eléetron-denso que na figura anterior
(asterisco). No citoplasma da espermatide, podem ser observadas
algumas mitocdndrias (m). 38410x.

Y
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Prancha C-il. Espermatides em processo de alongamento, aspectos iniciais,
fixagao em glutaraldeido-acido picrico-tetréxido de ésmio:

Figura 05: Neste corte, pode-se observar que as projecbes da face interna da
cavidade encontram-se plenamente formadas, ndo sendo visualizadas as
grandes dobras de membrana encontradas na figura anterior (seta
larga). Na matriz da cavidade, observam-se cortes transversais de

expansoes de proje¢les siluadas em outro plano da cavidade (seta fina).
24600x.

Figura 08: Podemos observar aqui algumas espermatides em cortes
transversais e tangenciais. Nessas espermatides alongadas, podemos
notar que elas s&o divididas em trés regides. A primeira é o tubo externo
(te), para onde migra o ndcleo (n). O cilindro interno {ci), 0 qual é
formado a partir da invaginag&o da terceira regifo, a cavidade cistémica
{ce). Conforme o ponto em que foi cortado, podemos ver imagens de
espermatides seccionadas mais distantemente (1), ou mais proximas do
ponto de formagéo do cilindro interno (2). Em células cortadas mais
medianamente, o nicleo apresenta aspecto mais cilindrico {n/ seta fina),
enquanto que em secgles mais proximas ao pdlo nuclear o nucleo
apresenta-se mais irregular (n/ seta larga). Nesta figura, além das
espermatides, podemos observar o ntcleo de uma célula cistica
(asterisco). 6900x.

Figura O7: Na micrografia, a navalha incidiu logo abaixo do ponto de
invaginagdo da cavidade cistérnica, permitindo observar o arranjo
nexagonal das projeges situadas neste ponto (asterisco). 18200x.

Figura 08: Esta micrografia apresenta um corte feito acima do polo nuclear de
uma espermatide em que o nucleo iniciou o processo de deslizamento
para o tubo externo. Nota-se que a porgde maior do nucleo, ainda
polarizado, apresenta o envelope mais irregular (seta larga) que o lobo
que iniciou a relocacdo no tubo externo (seta fina). 13300x.
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Prancha C-IV. Espermatides em processo de alongamento, cortes transversais e
tangenciais, fixacao glutaraldeido-acido picrico-tetréxido de 6smio:

Figura 09: Pode ser observada a subdivis&o das espermatides, em tubo externo
(te), cavidade cistérnica (cc) e cilindro interno {(ci) em muitas das células
do corte. Os nucizos apresentam condensag@o cromatinica bastante
conspicua, nos padrées mais ou menos similares ao que & apresentado
na figura 08. Neste nucleo (n), observa-se a presenca de uma area de
cromatina que se compacta de forma bastante diferente do restante,
adquirindo aspecto espiralado (seta larga). 7500x.

Figura 10: Neste detalhe da figura 06, o citoplasma da espermétide apresenta-
se dividido em duas areas. Na drea em contato com a cavidade
cistérnica, o contedo do citoplasma é finamente fibrilar (seta fina),
enquanto que no meio do cilindro interno (ci) e no cortex do tubo externo
(te), encontram-se filamentos mais espessos (seta larga) e mitocdndrias
{m). Nesta espermétide, podemos perceber ainda que a membrana

plasmatica apresenta aspecto reforgado, pela presenca de uma cisterna
achatada, acolada a ela (asterisco). 23100x.
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[Prancha C—v- Cortes transversais e tangenciais através de espermatides
alongadas; fixacdo glutaraldeido-acido picrico-tetroxido de dsmio.

Figura 11: Este corte apresenta uma série de espermatides em cortes
longitudinais e tangenciais, nos quais podemos observar diferentes
aspectos e fases do alongamento. Nas espermatides 1 e 2, pode-se
observar uma vesicula bastante achatada, tipo cisterna, que coloca-se
logo abaixo da membrana plasmatica (seta larga), conferindo a
memborana  das  espermdtides um aspecto bastante denso. Na
espermatide 1, notamos o ponto de invaginagdo da cavidade cistérnica
(i} O ndcleo apresenta-se com contornos irregulares (n). Na espermatide
2, observamos uma area de cromatina em espiral (seta fina). Na mesma
espermatide, podemos observar, no corte tangencial, o aspecto das
projecdes no ponto de invaginagdo (ponta de seta). Em outra
espermatide (3), notamos, gracas ao corte tangencial, que & iniciou-se o
deslocamento “do nucleo para o tubo externo, devide ao contorno
imegular do envelope deste lobo do nucleo (asterisco). 9000x.




i
by

g "
e )

R .
.




40

Prancha C-Vi: Cortes transversais através de espermatide alongada, fixagdo
glutarraldeido-acido picrico-tetroxido de ésmio.

Figura 12: O aspecto regular do envelope nuclear sugere este corte foi feito
mais distalmente em relacdo ao polo nuclear. O envelope nuclear
modifica-se durante a migragdo, tornando-se mais complexo a medida
que se localiza no tubo externo (en). Nota-se que, nessa drea, a
cromatina encontra-se mais compacta que em nucleos em posicao
polarizada. A cromatina desses ndcleos compacta-se nas proximidades
do envelope nuclear, apresentando aspecto fibroso (ponta de seta), com
“um i>astdo mais compacto ao centro {asterisco). A membrana plasmatica
da espermatide apresenta-se reforcada por uma cisterna achatada,
elétron-densa (seta larga). O citoplasma, proximo a cavidade cistérnica,
tem aspecto filamentoso (seta fina). Associadas 4 membrana interna da
cavidade, podemos ver projecdes bastante complexas (p). No cilindro
interno, ha, ainda, mitocdndrias {(m). 48400x.

Figura 13: Em um detalhe da figura anterior, notamos que as projecbes sido
Jbastante complexas. Elas podem ser divididas em porgdes. A primeira é
uma regido em forma de bolha (1), a qual corresponde a projecdo da
membrana da cavidade. A segunda porgao (2) é um eixo fibroso central,
chamado de "corpo” da projecdo. A terceira porgao (3) corresponde a
uma pequena area, mais elétron-densa, na base da projecéo, acolada &
membrana da mesma. Pode-se notar que o citoplasma adjascente a

membrana da cavidade cistérnica possui aspecto fibroso (asterisco).
95200x.
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Prancha C-VIl. Espermatides alongadas, fixacdo glutaraldeido-acido picrico-
tetrGxido de dsmio.

Figura 14z Podemos comparar, nesta figura, o aspecto do nucleo de uma
espermatide, em um corte feito anterior ao ponto de invaginacdo da
cavidade cistémica (n') e outro em gque o nuclea apresenta-se em
posigdo mais polarizada (n”). Nota-se o aspecto bastante diferente, tanto
da cromatina quanto do envelope nuclear desses nlcleos. Na figura,
também podemos ver o aspecto reforgado da membrana plasmatica da
espermatide, com uma cisterna elétron-densa acolada a ela (seta larga).
38500x.

Figura 15: Neste corte longitudinal do polo de invaginacao desta espermatide,
notarnos a presenca de uma estrutura em forma de escudo, o opérculo
{op), na extremidade da célula. Abaixo do opeérculo, podemos verificar a
presenca de uma area amorfa, bastante densa (asterisco). Observa-se
que a& cisterna que acompanha a membrana plasmatica (seta larga) sofre
uma dobra, no ponto entre o opérculo e a membrana da espermatide
{estrelas). O citoplasma do cilindro interno (ci), no ponto de invaginacgao
da cavidade, possui aspecto filamentoso e um pouco abaixo, muitas
mitocOndrias (m). Na drea de invaginagdo, podemos ainda comparar as
projecdes da membrana da cavidade (pr) com as projecdes encontradas

1 no restante da espermatide (p). 30000x.
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4.4. O espermatozdide: morfologia e ultra-estrutura.

Os espermatozdides de B. microplus apresentam formato de remo,
medindo cerca de 80#0,3 ym de comprimento. Seu aspecto externo é
aveludado, apresentando sulcos e projecdes externas (fig. D-01, D-02 e D-03).
Os espermatozdides muitas vezes encontram-se em posi¢des torcidas, o que
corresponde ao movimento que observamos in vivo, A extremidade da porcao
anterior tem formato arredondado, destacado por um pequeno estreitamento
(fig. D-04).

Na luz da porgdo inicial do oviduto, podem ser observados tanto
espermatozdides quanto espermatides em transformacéo (fig. D-06 e D-07).
Nestas, as projecbes internas da cavidade cistérnica podem ser observadas
tanto na cavidade cistérnica em processo de abertura para o meio externo,
quanto na superficie externa do espermatozéide (fig. D-07 e D-08).

Na porgao anterior do espermatozdide e de espermatides em fase final
de alongamento observa-se que as projegGes externas possuem morfelogia
bastante diferenciada daquela apresentada pelo restante do espermatozoide
(fig. D-09). As projecbes da porcao anterior apresentam-se como pequenos
“tijolos™ retangulares, dotados de pedunculos, pelos quais ligam-se a célula,
tendo interior homogéneo, ao contrario das observadas ao longo da superficie
externa do espermatozdide (fig. D-11). Estas projeces so identicas as
descritas no interior da cavidade cistérnica de espermatides alongadas, ja
descritas no capitulo anterior.

No citoplasma do espermatozdide observa-se a presenca de dois tipos de
filamentos. Os mais delgados s&o encontrados ao longo da regi&o cortical e na
extremidade posterior. Qutros filamentos, mais espessos, possuem aspecto
mais tortuoso e irregular. Estes medem cerca de 10+0,04 nm de espessura,
sendo encontrados na regido central do espermatozdide. Com esta distribuicao,
0 citoplasma da regiao cortical demonstra aspecto mais homogéneo que o da
regiao central do espermatozéide: na regi&o posterior, observa-se a formacéo
de camadas concéntricas uniformes de elementos de citoplasma (filamentos tipo
intermediario,  mitocdndrias, microﬁfamentos), diferindec  do resto do
espermatozoide onde os elementos do citoplasma se misturam, sem
organizacao aparente (fig. D-12).

Qcorrem muitas mitocdndrias ao fongo do espermatozéide (fig. D-06).
Sua distribuicdo varia de uma regiao para outra. Na regigo anterior, até a
por¢cdo média, podem ser observadas em todo o citoplasma, enquanto que, na
regido médio-anterior até a porcdo posterior do espermatozoide, elas
distribuem-se no limite entre a regido cortical e a interna (fig. D-06 e D-12). As
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mitocOndrias observadas sdo ovaladas, isoladas, sem formar agregados ou
estruturas similares. Néo foi observado um axonema nesse espermatozodide.

O nucleo localiza-se na porcéo posterior do espermatozdide. Apresenta
formato alongado, muitas vezes com uma pequena chanfradura voitada para a
por¢éo interna da célula (fig. D-14). Ele possui uma compactacéo de cromatina
bem maior que a observada em nlcleos de espermatides alongadas,
apresentando aspecto geral bastante homogéneo, com algumas areas pouco
menos elétron-densas. O nucleo situa-se ao longo do eixo maior do
espermatozoéide, extendendo-se além do canal acrossomico. Pode-se perceber
que o nucleo encontra-se limitado por um envelope bastante complexo. Este
envelope & caracterizado por ser um conjunto de membranas, separadas entre
si (fig. D-10, D-13 e D-14). Os folhetos do envelope nuclear extendem-se
bastante, sugerindo uma ligacdo com o canal acrossomico na regi&o posterior
do espermatozdide (fig. D-13 e D-16).

A redistribuicdo de citoplasma é acompanhada pela distribuicdo das
projecbes da cavidade cistérnica, as Guais passam a recobrir quase toda a
superficie externa do espermatozdide, excetuando-se a extremidade anterior,
recoberta pelas projecdes em forma de tijolos (fig. D-09 e D-11), e a abertura do
canal acrossomico, a qual ndo apresenta projecSes (fig. D-16 e D-17). Apos a
conclus&o desta etapa, o espermatozdide assume sua forma definitiva,
semelhante a um remo (fig. D-01 ). Ele apresenta, quando visualizado ao
microscopio eletrdnico de varredura, a superficie externa marcada por sulcos e
projecdes (fig. D-03 e D-05) os quais revelam-se, ao microscopio de
transmiss&o, como sendo projecdes da membrana do espermatozdide, com um
eixo protéico interno, similares as encontradas na membrana da cavidade
cistérnica de espermatides alongadas (fig. D-14 e D-15).

A continuidade da ligacdo das projecdes com a membrana plasmatica é
bastante estreita. As projecSes da superficie do espermatozéide também
apresentam-se ligadas a célula por meio de filamentos bastante delgados, que
formam uma camada entre a membrana do espermatozoide e as projecdes.
Pode-se perceber que o citoplasma na regido das projegdes apresenta aspecto
bastante filamentoso (fig. D-14 e D-1 5). A presenca de projecdes externas nao
é homogénea em todo o espermatozdide, diferindo bastante nas extremidades.
Pela ultra-estrutura, nota-se, como ja citamos, a presenca de projecbes em
forma de tijolos na extremidade anterior (fig. D-11), e, na extremidade posterior,
-Ocorre auséncia de projecdes. Devido ao seuy comprimento, € comum observar-
se, em cortes da regido posterior, porgdes de projecdes cuja origem situe-se
mais anterior a abertura do canal acrossdmico (fig. D-16 e D-17).

Na extremidade posterior do espermatozoide, encontra-se uma fenda, a
qual corresponde & abertura do canal acrossbmico {fig. D-16, D-17 e D-18). O
canal acrossGmico é uma invaginagdo da extremidade posterior do
espermatozoide, a qual corre paralelamente ao nicleo. A membrana que limita o
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canal acrossdmico mede 14+0.02 nm de espessura, sendo recoberta com uma
capa elétron-densa, que lhe da um aspecto aveludado (fig. D-10, D-13 e D-17).
Em cortes transversais, observa-se que o canal € delineado por uma vesicula
bastante delgada, medindo 43+0,1 nm de largura, sendo mais elétron-densa
que o canal acrossémico. A membrana do canal acrossomico apresenta-se
continua com a membrana plasmatica do espermatozodide (fig. D-16 e D-17). O
interior do canal acrossdmico apresenta-se bastante elétron-transparente; este
canal segue até mais ou menos a quarta parte do espermatozdide, terminando
em fundo de saco (fig. D-16).
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Prancha D-I: Microscopia eletronica de varredura. Espermatozoides de B.
microplus. Fixagdo em glutaraldeido 3%.

Figura 01: Espermatozoide de B. microplus, preparado a partir de suspenséo de
espermatecas. Nota-se bem o formato de remo que esses
espermatozoides apresentam, sendo perceptiveis irregularidades na|

- superficie desta célula, bem como o aspecto retorcido (seta). A porgdo
anterior (a) destaca-se bastante do restante da célula. 2700x.

Figura 02 Nesta eletromicrografia, podemos observar o aspecto de um
segmento da porg&o media do oviduto (0), o qual foi quebrado a fim de
~permitir a visualizag&o de espermatozoides em seu interior. 1600x.

Figura 03: No detalhe da imagem anterior, pode-se perceber o aspecto
retorcido de espermatozdides de B. microplus, (seta larga), na porgio

anterior (a),bem como as projeces e sulcos na superficie (seta fina)
4000x.

Figura G4: A micrografia permite uma visdo da regidqo anterior do

espermatozdide (seta), de aspecto arredondado, bastante destacada do
restante da célula. 6000x.

Figura 05 Esta micrografia apresenta o aspecto das estriaces e sulcos da
superficie externa de um espermatozéide (seta larga). Nota-se também o
aspecto retorcido, semelhante ao apresentado por esse tipo de célula em

movimento, bem como a presenga de projecGes bastante delgadas (seta
fina). 9200x.
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Prancha L2-ll. Microscopia Eletronica de transmisséo, fixacdo em glutaraldeido

3%, tampdo fosfato de sodio. Visdo geral do oviduto contendo
espermatides e espermatozdides.

Figura 06: Vis80 geral da luz da porgio inicial do oviduto. Nesta figura, podem
ser oObservados espermatozdides em cortes transversais e tangenciais,
oncie sdo visiveis nucleos (n), mitocondrias (m), as projecdes externas
(p) € o canal acrossdmico (a). Compare a diferenca da organizacdo das
mitocdndrias em um corte na regido mais anterior (1) e outro nas regides
media (2) e meédia-posterior (3) do espermatozoide. Podem ser ainda
ocbservadas, na figura, células epiteliais do oviduto (o), com

~microvilosidades (seta). 7500x.

Figura 07 : Neste corte da porgéo inicial do oviduto (0), pode-se perceber a
presenca de uma célula gamética em transformacdc (1) e
espermatozdides (z). Nos cortes, observam-se a presenca do ntcleo (n}
e do canal acrossdomico (a), cortados em diferentes alturas do
espermatozdide. Note a proporgdo de tamanho das células epiteliais do
oviduto (o), comparadas aos espermatozdides e espermatide. A seta
apota para as microvilosidades da célula epitelial. 9700x.
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Prancha D-lll. Espermatides em diferentes fases de transformacaa,

Figura 08: Tspermatide em transformacao, observe, além do peculiar formato,
que podem ser encontradas proje¢des tanto na superficie externa (seta
larga) quanto na porcdo interna, as quais ainda nao foram exteriorizadas
(seta fina). 22500

Figura 09: Espermatide em fase final de alongamento. Pode-se perceber que,
- alem da morfologia geral, a porgéo anterior apresenta modificagGes nas
_Pprojecdes externas (seta). Observa-se tambem a remodelacdo da
espermatide, cuja superficie externa fica totaimente recoberta com
projecSes que antes se encontravam no interior da cavidade cistérnica.
22000x.

Figura 10: Corte transversal na porgéo medio-posterior de espermatozoide
plenamente formado. Pode-se perceber, além de projecdes na superficie
extemna (p), o canal acrossémico (seta farga); este canal é rodeado com
uma vesicula achatada elétron-densa (v). No nucleo, percebe-se 1
presenca de um envelope bastante complexa. Este é composto par um
conjunta de membranas que envalvem o nucleo (asterisco). 50000x.

Figura 11: Nesta figura, podemos ver, com mais detalhe, a regido anterior da
espermatide em fase final de alongamento. Compare as projecdes da
regido anterior (a), em forma de tijolos pedunculados (seta larga), com as

[ do restante do espermatozdide (P). 73300x.
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Prancha D-IV. Espermatozdide, aspectos ultra-estruturais.

Figura 12: Nesie detalthe da regigo medio-posterior do espermatozbide, pode-
se notar a diferenca entre o Citoplasma cortical (c), rico em filamentos
bastante delgados (seta fina), e o citoplasma interno do espermatozdide
{i), com filamentos mais espessos (seta larga). Na regido limitante do

citoplasma, nota-se uma mitocOndria, na posicao tipica que ocupa nessa
area (m). 82700x.

Figura 13: A figura apresenta um corte onde pode-se notar o ntcleo (n), em
‘corte longitudinal, envolvide pela estrutura ‘envelope-like” (seta larga).
Nota-se que o “envelope” continua-se, no sentido posterior (seta fina).
Também percebe-se que a vesicula achatada (v) que acompanha o canal
acrossdmico (a) abre-se nas proximidades do ndcleo, permitindo a
visualizagdo de seu conteddo de aspecto fibroso (asterisco). 71300x.

Figura 14: Observe, mais uma vez, o “envelope” (e) que envolve o nucleo (n)
neste espermatozdide, em corte transversal e em posicéo posterior;

repare que o nucleo apresenta uma pequena chanfradura (seta fina).
49130x.

Figura 15: No corte, podem-se observar as projegdes externas, sendo visiveis,
em algumas, tanto a ligacdo destas com a membrana plasmatica, dando
uma idéia de continuidade (seta fina), quanto a riqueza em material
filamentoso no citoplasma nessa regido (seta larga). 75000x.
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Prancha D-V' espermatozdide, regifio posterior.

Figura 16: Vista longitudinal da regifio posterior de espermatozdide. Pode-se
perceber, além da extremidade posterior (asterisco), a presenca do
canal acrossdmico (a), bastante longo, bem como do nicleo (n) e da
vesicula achatada (v), associada ao canal acrossdmico. 15330x.

Figura 17: Nesle detalhe da figura anterior, percebemos a auséncia de
projecbes externas na extremidade posterior do espermatozoide
(asterisco). Nota-se a presenca de membranas similares 3s que
‘envolvem o nicleo (seta larga), bem como mitochndrias {m) e a vesicula
que reveste o canal acrossoémico (v). A figura também permite comparar a

membrana do espermatozdide (estrela) com a que limita o canal
acrossdmico (a). 49130x.

Figura 18: O corte tangencial permite visualizar a extremidade posterior do
espermatozoide (seta larga). A posi¢do do segmento do ndcleo aqui
mostrado sugere uma penetracdo do mesmo no canal acrossomico.
Também vale ressaltar a ocorréncia de mitocdndrias (m) sem posicao fixa
no citoplasma, na regido anterior (1), & no limite da regido cortical com a
interna na porcdo mediana do espermatozoide (2). 38800x.
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5. Discussio e Conclusdes:
5.1. Histologia e Citoquimica;

As células gaméticas masculinas no carrapato Boophilus microplus, bem
como em outros Ixodida, estdo arranjadas na ordem reversa aquela encontrada
em lesticulos telogbnicos, de insetos (SHARQV, 1966, apud DUMSER &
OLIVER, 1981b). Assim, as células gameicas da regigo distal do testiculo (area
6 pela divisdo de OLIVER & BRINTON, 1972) encontram-se plenamente
dessenvolvidas, 0 que as torna aptas a serem transferidas 3 iemea. Em Insecta,
a mesma por¢ao posterior do testiculo seria local onde encontram-se gbnias
(BERLESE, 1509; SNODGRASS, 1943; SZOLLOZZ, 1982). Esta caracteristica
&, pols, peculiar a arquitetura testicular de carrapatos, bem como a presenca de
um gonopore progoneado.

DUMSER & OLIVER (1981b) denominam como gonéporo © ponto, no
testiculo, por onde ocorre a passagem dos gametas a serem liberados para o
meio externo. Nos testiculos com gondporo dito progoneado, o ducto pelo qual
as espermatides dirigem-se ao ducto eferente (e dai ao meio externo) situa-se
internamente, na porgéo posterior do testiculo. Em Insecta, observa-se que o
gonoporo fica na extremidade do testiculo que se continua com o canal
deferente, denominando-se este gondporo como opistogoniado (DUMSER &
OLIVER, 1981b). As espermatides iniciam a migracéo a partir da area posterior
do testiculo, e ndo como em insetos, onde observa-se uma “onda” de divisbes e
diferenciag@o, que culmina na saida de espermatozoides via gonoporo
opistogoniado (DUMSER & OLIVER, 1981a; SONENSHINE, 1991). Em B
microplus, a regido correspondente ao gonoporo situa-se no limite entre as
areas dos cistos de espermatides redondas e das espermatides alongadas.

O testiculo de Boophilus microplus apresenta conjuntos de células
gameticas de estagios especificos de desenvolvimento, isoladas em cistos
formados por celulas somaticas. A resposta PAS-positiva demonstrada pela
porgao limitante do cisto corrobora, também para carrapatos, com o
demonstrado por BAWA & WERNER (1988), em Diplotemnus sp.
(Pseudoscorpionida), demonstrando também a presenca de carboidratos na
composi¢éo da lamina basal das células cisticas.

Sobre ceélulas testiculares nao gameéticas, pouco se fala na literatura a
respeitc de suas funcgbes em carrapatos. Em invertebrados em geral, as
relacbes  funcionais e estruturais entre célylas acessorias somaticas
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testiculares, ou mais simplesmente, células de Sertoli, e células gaméticas
mostram ampla diversidade. GURAYA (1995), em revisdo sobre tais tipos
celulares, cita-as como presentes em ampla gama de organismos, como
Arthropoda, Chordata, Echinodermata e Moliusca, apresentando-se altamente
desenvolvidas, assemelhando-se na organizagdo morfolégica e na inter-relagdo
com célutas da linhagem gamética. Em geral, a complexidade dessas células
varia de forma relacionada com a complexidade da arquitetura testicular.

Em B. microplus, pudemos perceber, neste trabalho e em observacdes
anteriores, quatro tipos de celulas somdticas testiculares: as células cisticas e
midides, descritas & parte (NORMANN & DOLDER, 1997), as delimitadoras do
canal deferente, na porgdo anterior do testiculo, e as da zona clara, na

extremidade mosterior do, orgdo. e?tre elas sas formadoras de cistos sdo .corgo
0 nome indica, responsavers pela formagao dos espermatocisfos,” ou seja, do

compartimento anatomo-fisiolégico de isolamento das células gaméticas. O fato
de serem observadas granulagbes PAS-positivas em células cisticas, similares
as descritas em celulas de Sertoli por CUSTODIO DE SOUZA (com.pes.),
reforga a idéla de trafico de nutrientes ou outras substancias para as células da
linhagem gametica. Portanto, ndo pode ser descartada uma analogia maior
ainda entre funcdes de células cisticas e as de Sertoli de outros organismos,
como Arthropoda, Chordata e outros grupos (HINSCH, 1993)

A analise topogréfica do testiculo de Boophilus microplus deixou claro que
esta espécie obedece aos padrbes gerais da gametogénese de carrapatos.
Como tal, apresenta conjuntos de células gaméticas de estagios especificos de
desenvolvimento, isoladas em cistos, os quais se desagregam na porcéo final
para liberag&o das espermatides. A formacdo dos cistos testiculares também
tem sido descrita nas revisées de BALASHOV (1972) e OLIVER (1991), sobre
gametcgénese masculina de carrapatos. As fases mais precoces
(espermatogbnias) estdo localizadas anteriormente, e as mais tardias vdo-se
sucedendo até a regifo mais posterior do testiculo, onde estdo as espermatides
alongadas. ZHANG et al. (1995) descreve a presenca de uma populagido de
gonias gue ndo encontra-se associada a células cisticas, em Ornithodoros
parkeri {Cooley).Em nossas observacdes, também encantramos
espermatogbnias desencistadas, no inicio do testiculo, semelhante as
observacOes registradas para O. parkeri.

A descricdo de um testiculo dividido em zonas com diferentes fases
gametogénicas coincide, de certa forma, com o observado em Insecta por De
WILDE (1963). Esse autor descreveu sete zonas testiculares, conforme a
evolugdo da linhagem gamética, em Insecta: apical, de gonias, de cito | da
primeira divisdo meidtica, da segunda diviséo meidtica, de espermatides e de
espermatozoides. Em Boophilus microplus, nao identificamos espermatozdides
maduros 1o interior do testiculo. OLIVER & BRINTON (1972) e WYSOKI &
BOLLAND (12878) dividem o testiculo de carrapatos em seis areas, de tamanho
mais ou menos similar. Nessas &dreas foram localizadas as diferentes
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populagbes de células da linhagem gamética. Utilizando o mesmo tipo de
mapeamento, OSBURN et al. (1980) descreveram seis zonas testiculares, em
relacdo a evolugdo da linhagem gamética. Em seu trabalho, também néo
referiram-se a zonas com espermatozédides maduros no interior do testiculo.

Pelo presente trabalho, pudemos dividir o testiculo de B. microplus em seis
areas, dentro do critério de zoneamento do testiculo empregado por OLIVER &
BRINTON (1972). Na area |, a regi&o anterior, encontramos as duas populactes
de espermatogdnias e os espermatéaitos primarios jovens. Na area I, ou médio-
anterior, espermatocitos jovens e em crescimento. Na area Ii ou area media,
exclusivamente espermatdcitos em crescimento. A zona de divis&o ests
presente, juntamente com espermatdcitos em crescimento, na area IV. A drea V
ou medio posterior, & composta por espermatides redondas, enquanto que as
espermatides alongadas compdem, juntamente com a “zona clara” a area Vi ou
regiao posterior. A divisdo que adotamos para mapear o testiculo de B.
microplus corrobora aquela empregada por OSBURN et al. (1980), para analisar
a progresséo da espermatogénese no género Boophilus.

WYSOKI & BOLLAND (1978, 1979) citam, em Rhipicephalus
appendiculatus (Neumann, 1901), R. evertsi (Neumann, 1899) e R. simus (Koch,
1844)e em Amblyomma variegatum (Fabricius, 1794) e A. lepidum (Dénitz,
1908}, a presenga da “zona clara”, a qual é descrita para Dermacentor variabilis,
por DUMSER & OLIVER (1981a, 1981b) como sendo uma area, mais evidente
em animais mais velhos, onde ocorre degeneracdo de espermatdcitos que ndo
diferenciaram. Em B. microplus, notou-se também a presenga dessa regido.
Esta area corresponde ao ponto orde ocorre a fisséo do testiculo larval Unico
em dois testiculos. Segundo KHALIL (1969), OLIVER (1991) e SONENSHINE
(1991), o testiculo em formas pré-imaginais de carrapatos apresenta-se inteiro,
vindo a dividir-se entre o estadgio de metaninfa e neandro (imago jovem). Em
Argas miniatus, observa-se que os dois testiculos permanecem unidos por um
ligamento (JULIO, 1978); isso n&o ocorre em B. microplus. Portanto, pode-se
sugerir que, na zona clara, ocorra morte celular com trés origens: seriam restos
do processc de espermiogénese (células cisticas), espermatocitos gque nao
medificaram-se em espermatides ou também figuras derivadas da ontogénese
do testiculo (KHALIL, 1969; ALBERTS ef al,, 1994; MARIA, com. pes.).

A espermatogénese em B. microplus ocorre nas areas | a IV do testiculo
(segundo a classificagdo de OSBURN et al., 1980). De fato, detectaram-se
figuras de células pré-espermatide nos trés primeiros quintos do testiculo de
animais plenamente maduros. Animais mais jovens (machos recém-emergidos) -
teriam uma proporgéo de espermatides menor, se levarmos em conta que, para
que ocorra O processo de espermiogénese, € fundamental o repasto de sangue
(OLIVER & DOTSON, 1993). O animal encontra-se plenamente apto a fertilizar,
porianto, somente apds a passagem para o instar de gonandro, ou macho
plenamente desenvolvido (OLIVER, 1991). Como em outros trabathos, ndo foi
visualizada uma linhagem de espermatocitos secundarios. GARCIA (1993)



53

havia feito referéncia a este fato em B. microplus, sobre o qual OLIVER (1991)
também comentou.

O material observado no interior da cavidade cistérnica de células da
linhagem gamética de Boophilus microplus demonstrou carater glicoprotéico.
SHEPHERD et al. (1982a, 1982b), observando espermatides jn vitro, verificaram
que, quando ocorre a eversdo em Ornithodoros moubata e Dermacentor
variabilis, da-se a liberacdo de um polipeptideo que estava contido na cavidade
cisternica. Os autores afirmaram que este polipeptidio estimularia a
vitelogénese e a motilidade do oviduto. O mesmo foi observado por SAHLI
(1985). Logo, pode-se sugerir que haja papel ativo em processos de sintese e
secrecdo em células gaméticas de B. microplus.

De acordo com HERMO ef af. (1994), ocorre exportagéo de proteinas por
parte de espermatides, em células da linhagem gamética de ratos; isso leva tais
celutas a contribuirem ativamente para sua propria maturagao, providenciando
condi¢cbes adequadas ao meio externo, a partir de atividades de endocitose e/ou
secrecdo. SHEPHERD et al (1982a) afirmam que o material liberado pelos
espermatozoides ao alongarem desencadearia, no organismo feminino,
respostas como aumento na producdo de vitelo nos ovocitos. Portanto, a
constatagao da presenca de material glicoprotéico em espermatides alongadas
de B. microplus, e a sugestdo de que este material atuaria no metabolismo
feminino segue esta mesma linha de pensamento.

Comparando o material corado com prata e aquele submetido ao teste
citequimico para proteinas totais, observa-se pequena diferenga na intensidade
das respostas. Isso leva a sugerir Que, alem das proteinas argirofilas, outros
tipos de proteinas devem estar presentes nessa area. A argirofilia demonstrada
no bordo de espermatdcitos, espermatides redondas e na cavidade cistérnica de
espermatides alongadas deve-se 3 constituicdo das proteinas ai presentes.
Uma das teorias em relacéo a resposta argirdfila sugere que ela deve-se pela
presenca de “clusters” de aspartato. De acordo com VALDEZ et al. (1995), em
proteinas Ag-NOR, como a numatrina, ocorrem duas regides ricas em
aminoacidos acidos (aspartato e glutamato). Segundo observacdes desses
autores, a regido rica em aspartato demonstrou resposta positiva a coloracéo

com nitrato de prata, o que foi constatado pela coloracdo de uma solugdo de
poli-aspartato pelo mesmo método.

A presenca de proteinas dcidas na constituicdo do arcabouco cromatinico
€ bem conhecida, em especial em nucléolos, o que explica a sua presenca
como constituinte de nucléolos de espermatécitos de B, microplus (ALBERTS et
al, 1984). Tambéem observouy-se resposta argirdfila no limite e no interior da
cavidade cistérnica. A argirofilia dos componentes da cavidade cistérnica néo é
citada em nenhuma referéncia. Partindo da observacdo de VALDEZ et al
(1995), poderia ser devido 3 presenga de areas ricas em aspartato nas
proteinas do interior da cavidade. Devido 3 presenga de grupamentos R-
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lonizaveis, estas possivelmente seriam proteinas hidrofilicas, o que também

serviria para reforgar a hipdtese de que haveriam mediadores quimicos na
cavidade (SHEPHERD et al., 1982a).

O aspecto dos nlcleos de espermatdcitos em crescimento e de
espermatides polarizadas e alongadas, quando corados com a prata, também
apresentou diferencgas, sendo a resposta positiva mais intensa em espermatides
mais adiantadas. E conhecido o fato de que, durante a espermiogénese, ocorre
uma substituicao das proteinas que estdo complexadas com o material genético,
a medida gue ocorre a compactag@o nuclear (MELLO, 1997). Portanto, pode-se
sugerir que tambem em B. microplus ocorra uma substituicio de proteinas
nucleares por outras, levando a compactacao da cromatina em filamentos e
grumos, as proteinas responsaveis por este ‘empacotamento”, portanto, seriam
realcados pelas tecnicas que empreguem sais de prata.

Foram observadas, principalmente na regido de espermatdcitos em
crescimento, pontes citoplasmaticas. Estas mantinham unidas células nos cistos
de espermatocitos e nos de espermdtides polarizadas. As pontes observadas
em B. microplus s@o similares aquelas descritas em outros carrapatos
(BREUCKER & HORSTMANN, 1972). Contudo, na maioria dos organismos, elas
restringem-se a estagios mais imaturos. Em B. microplus, notou-se a presenca
de pontes citoplasmaticas até o estagio de espermatide polarizada, as quais
desapareciam logo a seguir, durante a formagio da cavidade cistérnica e
alongamento da espermatide. Pontes mais ou menos similares as de B.
microplus s&o descritas por FAWCETT ef al. (1959) para vérios organismos,
atriouindo-thes a fungo de manter a sincronia durante o desenvolvimento das
celulas gaméticas, o que contribui para a caracterizacdo de células gaméticas
pré-meiodticas como clones (KING et af,, 1986). Elas originam-se apo6s a divisdo
celular, na qual a cariocinese completou-se, mas ndo a divisdo do citoplasma
(WITALINSKI & DALLAI, 1993).

A analise da espermiogénese em B, microplus ao microscopio de luz
permitiu comprovar que ocorre correspondéncia, no carrapato do boi, aos sub-
estagios propostos por SULEIMAN & BROWN (1978) em Dermacentor variabilis,
e OLIVER (1991) na sua revisdo sobre a gametogénese de carrapatos. Na
microscopia de luz, nota-se, a principio, a migracdo do nucleo para o polo da
espermatide voltado para o interior do cisto e a aparente condensacio
citoplasmatica periférica, na forma de estrias. CASTEEL (1917), em Argas
miniatus, também citou a presenca de estriacdes perpendiculares a superficie
celular. NORDENSKIOLD (1920), em /xodes ricinus, compara a regido periférica
dos espermatdcitos a uma zona pellucida, a qual corresponde, nas
espermatides, ao “ectoplasma’. TUZET & MILLOT (1937) sugerem que as
estrias sejam formadas, em Ixodes sp., por lipidios. Em B. microplus,
percebemos, pela analise citoquimica, que essas estrias sdo de COMposigao
principalmente glicoprotéica. Também observou-se gue, no decorrer da
maturagcao da espermatide, essas estrias apresentam crescente afinidade pela
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prata. Este aumento na argirofiia pode dever-se a substituigdo ou uma maior
incorporag&o de proteinas com afinidade pelos sais de prata.

Nas espermatides polarizadas, pbde-se localizar uma vesicula, as vezes
bastante estreita, proxima ac nicleo, de carater intensamente PAS-positivo. A
posicao e o conteddo, rico em aglicares neutros, s3o indicativos de que se trate
do acrossomo em formagdo. Na formagfio de acrossomos, € comum uma
intensa resposta PAS-positiva, devido ao acumulo de material enzimatico, de
natureza glico-protéica, nesse compartimento (GARCIA et al, 1991). A posicéo
desta regigo PAS-positiva coincide com a posicdo da vesicula pre-acrossomica
descrita por REGER (1961; 1962; 1963) em Amblyomma dissimili. Isto leva a
sugerir que esta vesicula pode se tratar do acrossome em formacdo.

Apds a fase de polarizagéo, da-se a formacao de uma regido PAS-positiva,
ocupando cerca de dois tercos da espermatide. A seguir, a partir do polo
nuclear, ccorre a invaginacdo desta drea PAS-positiva, concomitantemente com
o alengamento de espermatides e lateralizacdo do nucleo. Este processo
corresponde  ao denominado por SULEIMAN & BROWN (1978) como
invaginacdo ou alongamento. Durante este evento, da-se a divisdo da
espermatide nas trés sub-regides: uma regido de citoplasma periférico, onde
enconira-se O nucleo; a cavidade cistérnica invaginada, bastante facil de
observar, devido ao seu carater PAS-positivo; e uma area de citoplasma central,
que nao apresentou reacdo PAS-positiva.

5.2. Espermiogénese: fases iniciais.

Para uma melhor compreensdc dos eventos observados na
espermiogénese de B. microp/us, optamos iniciar a descricdo pelos
espermatdcitos em crescimento. Os espermatdcitos em carrapatos passam por
uma fase na qual observa-se um aumento no volume celular e na quantidade de
organelas, especialmente complexos de Golgi, mitocdndrias, reticulo rugoso e
corpos multi-vesiculares (OLIVER, 1991). Assim, nota-se uma preparagao

dessas células para todas as modificagdes pelas quais irdo passar durante a
espermiogénese.

O aspecto dos espermatocitos, ao MET, coincide com o apresentado por -
OLIVER & BRINTON (1972), em Dermacentor occidentalis (Marx), por
BREUCKER & HORSTMANN (1972), em Ornithodoros moubata; e por
SULEIMAN & BROWN (1978), em Dermacentor variabilis. Esses autores
também descrevem um grande crescimento dos espermatécitos, os quais
apresentam muitos complexos de Golgi, além de figuras de reticulo
endoplasmatico rugoso. Nessas células, como também constatamos, é
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necessaria a presenga de aparato de sintese para permitir atividades de
diferenciag&o, que, em carrapatos, envolvem fusao de cisternas, alongamento
da cavidade e, paralelamente, formacgdo de microfilamentos. O grande
crescimento dos espermatécitos erm carrapatos é, portanto, explicado pela
necessidade da formacéo de maquinaria de sintese.

No nucleo de espermatocitos em crescimento e espermatides iniciais,
chamam a ateng@o organelas intra-nucleares parecidas com nucléolos. A
literatura refere-se a essas estruturas como ‘“corpos esféricos’ “corpos
redondos” ou “binnenkorpen” (MESSIAS Jr., 1990 TSVETKOVET ef al., 1997).
Tais estruturas, presentes em nuicleos de células de linhagem gamsética e
somaticas, sdo distintas de nucléolos, em especial pela auséncia de rDNA. Ao
microscepio de luz, nucléolos e corpos esféricos s&o guase indistintos, pois
ambas s&0 estruturas basofilas, devido a presenga de RNA, além de
apresentarem proteinas argirdfilas (VALDEZ ef af, 1995). A microscopia
eletronica de transmisséo revelou algumas diferencas morfologicas entre essas
duas estruturas. Essas diferencas s&o o aspecto mais esférico desses corpos
em espermatocitos em crescimento, o qual modifica-se, nas espermatides
redondas, para a forma de agregados elétron-densos: tanto os agregados
quantc as formas esféricas que essas estruturas assumem sdo bastante

diferentes da morfologia normalmente descrita para nucléolos (ALBERTS et af,
1994).

Corpos esfericos sio relacionados ao processamento, e nao a sintese, de
pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs). BIER ef al. (1967), por auto-
radiografia, estabeleceram que estas organelas nucleares néo sintetizam, mas
acumulam RNA na forma de ribonucleoproteinas. Essas organelas séo
homologas aos “coiled bodies” (corpos espirais) de células soméaticas
(ANDRADE et af., 1993; LAMOND & CARMO-FONSECA, 1993, NICKERSON et
al, 1995) e as esferas de ovdcitos (GALL & CALLAN, 1989). Os corpos
esféricos, segundo TSVETKOVET ef al. (1997), apresentam snRNPs e outros
fatores de pré-"splicing” do mRNA, bem como outros fatores de pré-
processamento de rRNA. Além da semelhanca, & primeira vista, com rnucleolos,
essas organelas também possuem componentes em comum, como as proteinas
fibrilarina, Nopp140 e NAP57, as quais interligam-se, formando complexos
protéicos (MEIER & BLOBEL, 1992). A diferenga de densidade eletronica
observada em corpos esféricos de B. microplus deve-se, possivelmente, ao grau
de interagdo dos complexos de RNPs e demais proteinas. A medida gue ocorre
o processamento de snRNPs, ocorre uma remodelagem naos corpos esféricos,
que se tornam agregados irregulares de esferas elétron-densas menares e se
desagregam ao final da espermiog&nese, de forma similar ao gue ocorre em
nuciéolos (ALBERTS ef al., 1994).

Sobre o papel das snRNPs, presentes nos corpos esféricos, cabe lembrar
que esses complexos de pequenos RNAs nucleares e proteinas reconhecem
determinadas seqléncias de acidos nucléicos via pareamento de bases. Sua
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principal tarefa € mediar o “splicing”, do mRNA (ALBERTS ef al., 1994, CLARK
& RUSSEL, 1997). Em se tratando de células com grande numero de
ribossomos e conspicua atividade de sintese, justifica-se a presenca dessas
estruturas de processamento.

Foram visualizados, frequentemente, em espermatides polarizadas e
espermatides com a cavidade cistérnica em formacao, corpos multi-vesiculares.
Essas estruturas encontram-se presentes em celulas em que ocorre intensa
fusdo e reciclagem de membranas, como na vitelogénese, por exemplo
(ALBERTS et al.,1994, AYBAR et al., 1996; SATHANANTHAN, 1897). Durante
os eventos que culminam na formacgédo da cavidade cistérnica, ocorre a
formacdo de uma membrana limitante, a partir da fusdo das cisternas
subsuperficiais. Este fato, associado ao crescimento da espermatide, explicam a
presenga dessas organelas no citoplasma de B. microplus. Conforme
observamos, ocorre alteragio no aspecto dos corpos multi-vesiculares; eles
passam de um aspecto mais compacto, nas espermatides em polarizagéo
(fig.B-18), a outro mais esvaziado, como observamos em espermatides com a
cavidade cistérnica plenamente formada (fig. B-17). A modificacdo no aspecto
dos corpos multi-vesiculares reforga a idéia de sua participagdo nos processos
de incorporagéo e reciclagem de biomembranas, nessas células. Este papel
também € atribuido aos corpos multi-vesiculares por POL ef af. (1997), ao
analisar fraces endossaomais de figado de rato.

Em espermatodcitos e espermatides de B. microplus, foi observada uma
série de caracteristicas de células com atividade de sintese e secrecdo. A
observagédo ou sugestdo de que haja papel ativo em processos de sintese e
secrecio em celulas gaméticas ndo é exclusivo de carrapatos. HERMO et al.
(1994), afirmam gue ocorre exportacéo de proteinas por parte de espermatides,
em celulas da linhagem gamética de ratos. Apds a adicéo de extrato protéico de
espermatides arredondadas, a quantidade de proteinas totais de células de
Sertoli em cultura aumentou 133% acima dos niveis apresentados pelos
controles.  Assim, esses autores conciuiram que a espermatide e o
espermatozdide poderiam contribuir para sua propria  maturacéo,
providenciando condigbes adequadas ao meio externo, a partir de atividades de
endocitose e/ou secregcdo (HERMO et al, 1994). SHEPHERD ef al. (19824,
1982b), descrevendo a maturagéo das espermatides de Ornithodoros moubata e
Dermacentor variabilis (a partir de experimentos in vifro) afirmam que o material
liberado durante a transformacdo de espermatides em espermatozodides
desencadearia, no organismo feminino, respostas como aumento na produgdo
de vitelo nos ovocitos. Portanto, diante da presenca de maquinaria de sintese
em espermatides de Boophilus microplus, pode-se sugerir que o material
produzido e armazenado na cavidade cistérnica por essas celulas seria também

destinado a atuar no metabolismo feminino, além de atuar em processos de
sintese j&@ mencionados acima.
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A presenca de polissomos e de reticulo endoplasmatico rugoso foi notada
em especial abundancia nas espermatides polarizadas. Os polissomos também
vistos em espermatédcitos em crescimento e espermatides com a cavidade
cisternica formada. Essas estruturas encontram-se diretamente associadas a
processos de sintese proteica, tanto na sintese de proteinas de exportagdo
(caso do reticulo rugoso) quanto de proteinas para uso da propria celula
(ALBERTS et al, 1994; VOET & VOET, 1995). No material estudado,
observamos a formag&o da cavidade cistérnica, a condensacdo da cromatina e
a formag&o de material provavelmente protéico, de aspecto filamentosos, no
citoplasma. Esses eventos ocorrem ap0s a polarizacio da espermétide, o que
nos leva a sugerir que, nesta etapa, esteja ocorrendo um grande volume de
sintese protéica, tanto para exportagdo ou renovacéo de membranas, quanto
para uso pela propria célula. Tanto a condensacdo da cromatina, guanto as
modificagdes das cisternas sdo dependentes de que tenha ocorrido a sintese de
proteinas necessarias & express&o dessas caracteristicas das espermatides.
Essas caracteristicas (nucleo condensado, cavidade cistérnica bem formada e

citoplasma rico em filamentos) séo necessarias acs processos posteriores da
diferenciacao dessas células.

Em espermatocitos @ espermatides redondas, também notaram-se pontes
citoplasmaticas ao microscopio eletrdnico de transmissdo. Essas pontes, ja
comentadas no capitulo anterior, sdo similares aquelas descritas em outros
carrapatos (BREUCKER & HORSTMANN, 1972; OLIVER & BRINTON, 1972).
Na madioria dos organismos, elas restringem-se a estagios mais imaturos. Em B.
microplus, notou-se a presenca de pontes citoplasmaticas até o estagio de
espermatide polarizada, as quais aparentemente desaparecem logo a seguir,
durante a formag&o da cavidade cistérnica e alongamento. OLIVER & BRINTON
(1972) também observaram, em Dermacentor occidentalis, pontes em

espermatides em polarizagéo, sendo, portanto, uma caracteristica desse grupo
(OLIVER, 1974).

Estruturas que chamam bastante a atencdo em elétron-micrografias de
espermatocitos e espermatides de 8. micropius s@o as cisternas subsuperficiais.
A presenca desta estruturas é um marcador citoplasmatico de inicio de
espermiogénese, posto que elas irdo tornar-se mais evidentes em
espermatocitos que iniciardo o processo de diferenciacéo celular. Em trabalhos
mais antigos, ja temos referéncia a respeito delas. CASTEEL (1917), em Argas
minjatus, cita a presenca de estriagBes perpendiculares a superficie celular.
NORDENSKIOLD (1920), em Ixodes ricinus, compara a regido periférica dos
espermatocitos a uma zona pellucida, a qual corresponde, nas espermatides, ao -
“ectoplasma’. REGER (1961) procurou analisar as estruturas da periferia de
espermatocitos em Ornithodoros sp., as quais CASTEEL (1917) denominara
como “estriagdes”. REGER denominou como “cisternas sub-superficiais”, devido

ao aspecto das vesiculas abundantemente encontradas na regido cortical de
espermatocitos e espermatides iniciais.
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A origem dessa estrutura tem diferentes interpretagdes. REGER (1963)
atribut @o reticulo endoplasmatico liso; mais tarde, ele reinterpreta a origem
dessas vesiculas, concluindo ser a partir do complexo de Golgi, o que justifica
referindo-se a abundancia de imagens dessa organela praxima as cisternas
(REGER, 1974} BREUCKER & HORSTMANN (1972), OLIVER & BRINTON
(1972), SULEIMAN & BROWN (1978) e SONENSHINE (1991) propem que as
cisternas sejam originadas a partir de dobras da membrana plasmatica. Nessas
ceélulas, ocorre uma proximidade fisica das cisternas com o reticulo
endoplasmatico (liso e rugoso, em espermatdcitos) e com o complexo de Golgi,
sendo tambem notada a presenca de vesiculas golgianas,

A resposta positiva ao PAS e a corante anidnico, ao microscopio de luz, é
indicativo, respectivamente, da presenca de aglcares neutros e proteinas.
Aguticares neutros s&o incorporados pelo reticulo endoplasmatico a residuos de
asparagina de proteinas, e pelo complexo de Golgi a outros residuos de
aminoacidos (ALBERTS ef a/, 1994; VOET & VOET, 1995).

Em B microplus, o reticulo liso, durante o desenvolvimenio dessas
espermatides, apresentou modificagdes interessantes, observéveis ao
microscopio eletrdnico de transmiss&@o. Os tdbulos de reticulo liso visualizados
em espermatocitos e em espermatides conectadas por pontes citoplasmaticas,
onde haviam cisternas em formac&o, apresentavam membranas paralefas com
espacamento regular, bastante densas e felpudas (fig. B-04 e B-05). Essas
membranas assemelhavam-se as encentradas no ponto de estrangulamento das
céluias contatadas pelas pontes nos espermatécitos e espermatides, bem como
a das cisternas subsuperficiais. Ja em espermétides com a cavidade cistérnica
em grau mais adiantado de formacgdo, observamos o reticulo lise irregular e
pouce denso. Suas membranas tinham a mesma densidade eletrdnica
apresentada por oulras membranas deste mesmo tipo de célula. Nessas
espermatides, nao foram observadas figuras que sugerissem a formacéo de
novas cisternas subsuperficiais, Isto sugere gue a forma de reticulo liso mais
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dense (felpudo”) pode estar  relacionado & formagéo das cisternas
subsuperficiais.

Em nossa trabalho, a analise inicial revela alteracdes ultra-estruturais nas
cisternas subsuperficiais. Observa-se, a principio, um aumento no numero e nas

dimensSes dessas estruturas, & medida em que progridem a espermatogénese e
a espermiogénese.

Os eventos de agregacéo e fusdo de cisternas foram sistematicamente
divididos, no presente trabalho, em quatro estagios diferentes. No primeira
estagio, observa-se que ocorre agregacdo de cisternas no polo oposto ao do
nucleo, mantendo um espagamento regular. A seguir, passam a ser observadas
figuras de aglutinacdo de duas a cinco cisternas, chamados agregados
secundarios. Estes agregados, por sua vez, unem-se em blocos maiores, 0s
denominados agregados tercidrios. Nos agregados terciarios, as membranas
externas das cislermnas fundem-se, levando 3 formacio de uma membrana
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delimitante da cavidade. O final da fus&o dos agregados de cisternas, no qual
observa-se interagéo com filamentos citoplasmaticos, caracteriza a formagao do

agregado quaternario, no qual a membrana da cavidade cistérnica encontra-se
bem definida.

N&o encontramos, na literatura consultada, registro semelhante em termos
de uma classificagdo dos estagios de fusdo das cisternas em carrapatos.
Geralmente, os textos falam vagamente sobre estes eventos, nunca
aprofundando-se nem tentando explicar as radicais transformacdes pelas quais
as cisternas subsuperficiais passam. E provavel que esta transformagéo das
cisternas em uma cavidade cistérnica seja bastante rapida, o que contribui para
dificultar sua descricdo detalhada. Este fato pode, portanto, ter contribuido para
gue, até o momento, este fendmeno ndo tenha sido descrito com mais detalhes.
A disposigdo das cisternzs em favos de colméia é algo que também chama
pastante a ateng¢fo, em cortes transversais. Essa disposicdo parece ser

bastante ldgica, pois facilita o contato e a fuséo das cisternas, durante a
formacao posterior da cavidade.

As primeiras cisternas a fusionarem sdo aguelas que se encontram mais
proximas a membrana plasmatica da espermatide redonda. Essas cisternas sao
aquelas que ndo apresentaram as vesiculas cistérnicas e que, tampouco,
apresentaram, ap6s a formagdo da cavidade, a interagdo com filamentos
citoplasmaticos, observada nas figuras B-15 e B-17. A literatura consultada nao
chama a atengdo para esses fatos, os quais parecem ser bastante importantes
para explicar a formagéo das projegdes da parte interna da cavidade cistérnica,
plenamente desenvolvidas em espermatides alongadas de carrapatos.

Em espermatides redondas de B. microplus, observou-se a formag&o de
uma vesicula achatada, cujo aspecto modifica-se no decorrer da
espermiogénese. Esta vesicula, identificada por REGER (1963) como sendo o
acrossomo, origina-se acolada ao nucleo, sendo visivel antes de iniciar a
polarizag@o nuclear. REGER (1963) afirma que o acrossomo forma-se somente
ap6s a polarizagéo do nucleo, em Amblyomma dissimifi. Resultados preliminares
de estudos ultra-estruturais sobre a formago do espermatozoide em B.
microplus mostram que esta vesicula mantém-se acolada ao canal acrossdmico,
associando-se também ao nucleo. A localizagdo desta vesicula, em
espermatides polarizadas, coincide com a da vesicula PAS-positiva identificada
nesta regido em microscopia de luz. Isto corrobora a sugestdo de REGER
(1963) de que essa vesicula se trate de um possivel acrossoma em formagéo.

Uma caracteristica peculiar & espermiogénese em B. microplus € a
assincronia nas modificagGes ocorridas em espermatides tardias de um mesmo
cisto. As figuras B-09 e B-16 ilustram bem este fato, mostrando, no mesmo cisto,
diferentes estagios de agregacao cistérnica. Ndo encontramos registros deste
fato relatado em trabalhos sobre espermiogénese de carrapatos, nem em outros
organismos. Via de regra, a espermatogénese cistica caracteriza-se pela
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sincronia nas modificagdes sofridas pelas células da linhagem gamética
{SNODGRASS, 1935). Foram observadas pontes citoplasmaticas-que auxiliam a
manter a sincronia na espermiogénese até o estagio de espermatide polarizada.
Contudo, essas estruturas ndo foram registradas apos o inicio da formacgéo de
agregados terciarios e quaternarios de cisternas, o que poderia contribuir para
uma dessincronia no processo de maturacdo dessas espermatides. Também o
fato de encontrarem-se restos celulares na porcéo final do testiculo (DUMSER &
OLIVER, 1981) poderia explicar o destino de espermatides que néo
encontravam-se suficientemente maduras no momento da ruptura do cisto (ou
seja, no inicio do alongamento).

5.3. Espermiogénese: fases finais.

O alongamento de espermatides dé-se a partir da invaginacéc da cavidade
cistérnica; € acompanhado por lateralizagdo do nucleo, corresponde ao
processo denominado por SULEIMAN & BROWN (1978) como invaginagéo. A
presenga de espermatozdides moveis evertidos também foi constatada somente
no organismo feminino. OLIVER (1991) afirma que uma vantagem adaptativa na
deposigao de espermatides alongadas na fémea, ao invés de espermatozdides,
¢ o fato de que, dessa forma, ocorre a introdugdo de um maior nimero de
gametas, garantindo uma maior chance de fertilizagdo. Outra vantagem seria a
possibitidade de carregar-se algum mediador quimico na cavidade cistérnica, o
qual teria atividade no organismo feminino (OLIVER & DOTSON, 1993). Em
nosso trabalho, empregamos na fixacdo acido picrico. Esta substancia aumenta
o contraste do material, especialmente em areas que, conforme citamos, ocorre
a detecc@o de agucares neutros. A densidade apresentada pelo material, em

cortes ultra-finos, reforga as sugestdes sobre o conteudo da cavidade, bem
como suas provaveis fungbes.

Em nosso trabalho, uma andalise inicial revela alteragtes ultra-estruturais
nas cisternas subsuperficiais. Observa-se, nas primeiras fases da
espermiogénese, 0 crescimento progressivo dessas estruturas. O
desenvolvimento do eixo fibroso elétron-denso, provavelmente protéico, no
interior das vesiculas cistérnicas corresponde a formagdo de “processos
celulares”. Esta denominagéo foi criada por REGER (1961), e adotada por
SULEIMAN & BROWN (1978) e EL-SHOURA (1986), para a descrigdo de
projecbes internas da membrana da cavidade cistérnica. As projecdes, nos
espermatozdides, encontram-se na superficie externa. REGER (1974) e
PINKERTON et a/. (1982) sugerem que essas projegdes sejam responsaveis
pela geragcdo de movimento nos espermatozdides de carrapatos. Pelo
observado em espermatozéides de B. micropius (NORMANN & DOLDER,
1987b), ocorre a associacdo dessas projegdes com elementos de citoesqueleto.
Essas observacgbes s&o coerentes com o descrito por WITALINSKI & DALLAI
(1994), em Aigas polonicus, onde foi constatada a presenca de actina como
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responsavel pela movimentacdo desses gametas. Estes autores também
descreveram, em espermatides alongadas, a presencga de actina-F na
proximidade da cavidade cistérnica. Em nosso trabalho, observamos uma
zonag&o no citoplasma do tubo externo e cilindro interno, sendo constatada a
presenga de material filamentoso na borda dessa mesma é&rea, em
espermatides alongadas de B. microplus. Também se justifica a presenca de

actina nessa regido da espermatide, uma vez que trata-se de uma area onde
ocorre intensa remodelagem.

Também foram encontrados, no citoplasma de espermatides alongadas de
B. microplus, filamentos tipo intermediarios. Filamentos intermediarios estdo
ligados a manutengdo da forma de células, principamente daquelas submetidas
a estresses mecanicos (ALBERTS et al,, 1994; GALOU et al., 1997). A presenca
desses filamentos nas espermatides alongadas e, posteriormente, nos
espermatozdides de B. microplus pode ser, portanto, atribuida a essa funcéo.
Assim, enquanto os microfilamentos agiriam, nestas células, no sentido de
promover a invaginacdo da cavidade cistérnica e o alongamento da célula e

posterior movimentagdo do espermatozoide, os filamentos intermedidrios
manteriam a forma alongada das espermatides.

As descricbes sobre a eversdo em espermatides de carrapatos
geralmente citam a ruptura de um opérculo, o qual permite que haja escoamento
do conteudo da cavidade cistérnica (SONENSHINE, 1991). O opérculo foi
observado em B. microplus. Em Amblyomma dissimili (REGER, 1963), Argas
arboreus (EL-SHOURA, 1987), Dermacentor andersoni (BRINTON et al., 1974)
e Dermacentor variabifis (SULEIMAN & BROWN, 1978), n&o foi observado o
opércuto. BORUT & FELDMAN-MUHSAM (1976) descrevem, contudo, o
operculo em muitos Ixodidae e Argasidae, afirmando ainda que sua forma é
especie-especifica. De fato, o opérculo achatado e assimétrico de B. microplus
¢ bastante diverso do opérculo aciculado, apresentado por BORUT &
FELDMAN-MUHSAM (1976) para Haemaphysaiis otophila. Em B. microplus,
como observamos, o opérculo tem formato de escudo, com algumas
semelhangas ao descrito por PINKERTON et al. (1982) para O. moubata. A
formag&o do opérculo em espermatides de carrapatos parece ser um processo
bastante rapido, sendo esta uma estrutura aparentemente de curta duracéo,
situada em area muito restrita da espermatide alongada. Essas razbes
possivelmente levaram a que essa estrutura n&o tivesse sido bem documentada
pela literatura que consultamos. Também néo foi possivel visualizar etapas que
levassem claramente & formacgéo desta estrutura. Contudo, pela sua morfologia,
sua fungao dentro da espermiogénese parece seguir a descricdo anterior feita -
por BORUT & FELDMAN-MUHSAM (1976), ou seja, de ser um ponto onde a
ruptura da membrana da espermatide é facilitada, para que ocorra a everso.

A presenca do opérculo n3o foi citada para todos os carrapatos. Em
Amblyomma dissimili (REGER, 1963), Argas arboreus (EL-SHOURA, 1987),
Dermacentor andersoni (Stiles, 1902) (BRINTON ef al., 1974) e Dermacentor
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variabilis (Say) (SULEIMAN & BROVWVN, 1978), esta estrutura nao € descrita. O
fato de n&o ser descrito 0 opérculo para todas as espermatides de carrapatos
leva a sugerir que podem existir dois mecanismos de eversdo: um deles,
desencadeado pela ruptura de um opérculo, como em B. microplus. O outro
mecanismo de eversao, como nos carrapatos citados, pode ser desencadeado
por uma fusao de membranas, a qual permite a eversdo e o alongamento da
espermatide, e com isso, a formagao do espermatozodide. A eversdo, de acordo
com OLIVER & BRINTON (1973), BORUT & FELDMAN-MUHSAM (1976) e
WUEST et al. (1978), ocorre a partir de uma ruptura na regido do tubo externo,
na porgdo terminal da espermatide, que permite passagem do cilindro interno
durante © alongamento. A extrusdo da “cabeca” do espermatozdide em
carrapatos possivelmente se dé& a partir de um aumento de pressao scbre a
célula, o que leva, em B. microp/us, & ruptura do opérculo e alongamento da
espermatide. Ao que se sugere, esta pressa@o seria exercida pela musculatura
da espermateca, utero e oviduto, sendo ampliada pela grande gquantidade de

espermatides presentes na espermateca (GARCIA, C. ef af, 1996; KAKUDA et
al., 1997).

A distribuicdo de mitocdndrias, na espermatide alongada de 8. micropius,
parece seguir um padr@o observado para todos os carrapatos estudados.
SULEIMAN & BROWN (1978) afirmam que a maior parte dessas organelas
encontram-se no cilindro interno, embora poucas ocorram no tubo externc. Em
nosso trabalho, também observamos mitocéndrias ndo somente no cilindro
interno, como também no tubo externo, em menor quantidade. A distribuicdo das
mitocondrias nas espermatides alongadas, contudo, coincide com a observada
em cortes ultra-finos de espermatozoides. Foram observadas mitocdndrias mais
esparsas na regido de invaginacdo, imersas na malha de filamentos tipo
intermediarios. As mitocdndrias encontradas no tubo externo encontravam-se
isoladas pelos filamentos, em posic&o similar & ocupada em espermatozdides.
Essas observagbes sugerem que a porgdo posterior do espermatozdide seja

originada pelo tubo externo, enquanto gue o cilindro interno origina a regide
anterior do gameta masculino.

A morfologia do nucleo de espermatides medifica-se bastante durante a
espermiogénese. Em espermatides redondas polarizadas, observa-se o mesmo
contorno  irregular do envelope nuclear gue notamos nos nucleos de
espermatides alongadas que ainda nao encontram-se devidamente alocados no
tubo externo. A mudancga na forma do nucleo é citada por EL-SHOURA (19886,

1987), para Omithodoros (P.) erraticus (Lucas) e para A. {P.) arboreus, e por
SONENSHINE (1991), em sua reviséo.

Em espermatides na qual o nucleo encontrava-se no tubo externo,
observamos um padréo de compactacdo de cromatina bastante interessante.
Esses: nucleos, alem da cromatina compacta e homogénea proxima ao
envelope, passuem um tipo de eixo cromatinico, formado a partir de uma
estrutura espiralizada central (fig. 09, 11 e 14). Este “eix0” & descrito no ndcleo
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de espermatozoides de Amblyomma hebraeum, (Koch, 1844) por EL-SAID ef al.
(1981), sendo denominado como “bastdo”, por esses autores. Sua funcdo,
segundo esses autores, seria de participar na ligagdo do nucleo ao canal
acrossOmico. Uma vez gue nao observamos essa estrutura em
espermatozoéides, acreditamos que a formaco deste eixo cromatinico estaria
mais relacionada & mudanga de forma do ndcleo que a outras funcdes.

Observamos, associada a membrana plasmatica das espermatides, a
presenca de uma cisterna achatada, bastante elétron-densa. Pelo
posicionamento inicial, esta cisterna parece derivar da vesicula achatada,
densa, supra-nuclear, que observamos em espermatides redondas em B.
microplus. Estas vesiculas achatadas, ao microscopio de luz, revelaram
conteudo altamente rico em polissacarideos neutros (ver Capitulo 1). Segundo
REGER (1962, 1974), EL-SAID & SWIDERSKI (1980), EL-SHOURA (19886,
1987), SONENSHINE (1991) e OLIVER (1991), esta cisterna constitui-se na
vesicula pré-acrossomal dos carrapatos estudados. Contudo, os autores ndo
apresentam justificativas maiores para denominar assim esta estrutura. Em
nosso trabalho, também ndc empregamos técnicas de citoquimica ultra-
estrutural que auxiliassem a comprovar (ou nao) ser esta vesicula (que
posteriormente assume a forma de uma cisterna) o precursor do acrossomo.
Contudo, pode-se sugerir que essa “cisterna” auxilie na formacéo do futuro
canal acrossOmico, uma vez que ela coincide em forma e densidade com a
estrutura encontrada revestindo paralelamente este canal, em espermatozoides.
De acordo com EL-SAID & SWIDERSKI (1980), em A. hebraeum, esta vesicula
auxiliaria na formag&o do canal acrossdmico, orientando a invaginacdo da
membrana plasmatica. A posicdo da “cisterna” descrita abaixo da membrana
plasmatica de B. microplus corrobora a afirmativa desses autores,

Como nos demais carrapatos, em Boophilus microplus os espermatozdides
propriamente ditos (ou espermidforos, segundo OLIVER, 1991) sdo encontrados
somente no organismo feminino. Uma vez que a espermiogénese de carrapatos
e interrompida no estagio de espermatide alongada (ou prospérmia) no
organismo masculino, ela serd reiniciada somente ap6s a copula, com a
introduc@o do espermatdforo no receptaculo seminal (KAKUDA et al., 1997).
Espermatdforos com espermétides alongadas s&o encontrados no receptaculo
seminal de fémeas copuladas. Conforme observacdes preliminares, em fémeas
recém-copuladas (nedginas e partendginas menores), a populacdo de células
gaméticas masculinas da espermateca e ovidutos apresenta-se mais
homogénea, sendo a presenca de espermatozdides constatada somente no
oviduto. Em fémeas que copularam ha mais tempo (partendginas e teledginas), -
mantidas mais de 24 horas semn repasto sangiineo, notou-se a presenca de
espermatozoides também na espermateca (GARCIA, S. ef a/., 1987: NORMANN
ef al, 1993). A presenca de espermatozdides na espermateca € creditada ao
fato de que secregbes produzidas por esta estrutura desencadeiem o processo
de alongamento (SULEIMAN & BROWN, 1978: KAKUDA et al., 1997).



5.4. O espermatozodide:

Os espermatozdides encontrados no oviduto sdo de formato de remo. Eles
assumem essa forma apds ruptura de opérculo, extrusdo do contetdo da
cavidade cistérnica e subseqlente alongamento da célula, o gual se da pela
adicdo e acomodagdo de uma “reserva de membrana’ na qual se constitui a
membrana da cavidade (BRINTON ef a/., 1974: BORUT & FELDMAN-MUHSAM,
1976; EL-SAID et al, 1981: EL-SHOURA, 1986; FELDMAN-MUHSAM &
FILSHIE, 1976, KHALIL, 1969; PINKERTON et af., 1982 REGER, 1963; SAHLI
ef al., 1985, SHEPHERD ef al., 1982; WUEST et al, 1978)

Em B. microplus, a locomog&o do espermatozodide se da por movimentos
de torgcé&o e avango da célula; os movimentos de tor¢do sao auxiliados por
projecGes de citoplasma preenchidas por elementos de citoesqueleto. O
movimento se da em sentido oposto & posicdo do nucleo, uma vez que a onda
de movimento e gerada no sentido do avango da “‘cabega”. A locomogdo
auxitiada por projegdes celulares, expansBes protoplasmaticas ou processos
celulares, contudo, ndo € exclusividade de espermatozoides de carrapatos. Em
whitefly (Homoptera), observam-se projecées celulares, de natureza diferente
das observadas em B. microplus, as quais se formam a medida em gque o
espermatozdide alonga (BAO ef af., 1997). Em Gregarina (Protozoa: Sporozoa)
observam-se dobramentos na superficie celular, os quais servem para contatar
com o substrato, gerando um tipo de movimento que sugere ser actina-miosina
dependente (PRESTON et al, 1990).

Em espermatozoides de B. mmicroplus, foram observados, no citoplasma,
dois tipos de filamentos. Os filamentos de 10 nm, pela espessura, sugerimos
que sejam filamentos tipo intermediario. Filamentos mais delgados foram
localizados na regido cortical e na porgao anterior do espermatozdide. Em
nosso trabalho, constatamos diferenca entre as projegbes da futura regido
anterior do espermatozéide (ou seja, no ponto de invaginacdo da cavidade
cistérnica) e do restante da célula. Essas projecbes sdo descritas como
pertencendo a um “orgéo motor”, por REGER (1962), em Amblyomma dissimili.
Ja EL-SAID & SWIDERSKI (1980), analisando as regionalizactes da membrana
plasmatica de espermatozdides de A. hebracum, descrevem esta porgao como
sendo um “hemisfério tatil". As projecées da por¢éo anterior caracterizam-se
pelo tamanho maior que o apresentado pelas do restante da membrana da
cavidade cistérnica (e, posteriormente, do espermatozoide). Aparentemente,
essa regido agiria como um “direcionador” do movimento, levando o gameta a
avancar pelo oviduto. Contudo, n&o observamos caracteristicas morfologicas ou
ultra-estruturais que realmente confirmem esta hipdtese.

No carrapato Argasidae Argas polonicus, 0os mesmos tipos de movimentos
descritos para B. microplus s3o atribuidos a presenca de filamentos de actina,
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localizados em todo o espermatozdide, em especial na extremidade anterior e
revestindo internamente a drea das projegGes citoplasmaticas (WITALINSK! &
DALLAL, 1994). Observagdes preliminares em espermatozdides de B. microplus
revelam possivel reagdo positiva a anticorpos monoclonais anti-actina, em
microscopia de luz (ndo documentado aqui), o que reforca as observacdes
realizadas a nivel ultra-estrutural. O aspecto filamentoso do citoplasma cortical,
bem como a presenga de material filamentoso junto as projecdes, sugeriu a
presenca desta classe de filamentos nesta area do espermatozéide. Sobre os
filamentos intermediarios, eles est&o ligados & manutencéo da forma de células,
principamente daquelas submetidas a estresses mecanicos (ALBERTS et al.,
1994, GALOU ef al, 1997). A presenca desse tipo de filamento nos
espermatozoides de B. microplus pode ser, portanto, atribuida a func@o de
manter a forma da célula.

Observamos, ao microscopio eletrdnico de transmisséo, a presenga de
dois tipos de projegdes celulares; um tipo encontrado na extremidade anterior,
internamente homogéneo, e outro tipo, presente ao longo de praticamente todo
o espermatozdide, igual ao encontrado na face interna da cavidade cistérnica
de espermatides alongadas. REGER (1963) registrou, em Amblyomma dissimili
um terceiro tipo de projecéo, situado entre a extremidade anterior e o corpo do
espermatozoide, gue nio foi observado em nosso trabalho. As projecbes
celulares de espermatozédides em carrapatos sdo associadas ao movimento e,
no caso das encontradas na regido anterior, thes sdo atribuidas funcdes
motoras, por REGER (1962), em Amblyomma dissimili, e tateis, por EL-SAID &
SWIDERSK!  (1980), analisando regionalizagbes da membrana de
espermatozoides de A hebraeurn. Em nossas observagfes, contudo, ndo
encontramos elementos para amparar estas afirmag¢des. Contudo, pode-se
sugerir, pelo padrao de movimento de monstrado por espermatozdides in Vivo,
e pelo registro em microscopia eletrdnica de varredura, gue essa area esta
ligada ao processo de movimento do espermatozéide. A microscopia eletronica
de varredura e as preparagbes a fresco demostraram que o espermatozdide
avanga realizando movimentos tipo torgdo. Este tipo de movimento ja havia sido
observado por ROTHSCHILD (1961), em Ornithodoros sp.. No caso de B.
microplus, a estrutura do espermatozoide, com um “eixo” rico em filamentos
intermediarios no centro da célula, e microfilamentos ao longo da zona cortical,
associando com as projegbes, sugere que haja uma interacdo entre estes
componentes, levando assim & propulsdo do gameta.

As mitocdndrias observadas nos espermatozdides de B. microplus néo
encontram-se associadas de forma alguma, concentradas em um polo da célula, .
nem tampouco encontravam-se fusionadas na forma de um derivado
mitocondrial (BACCETTI, 1978). BRINTON et al (1974) registraram, em
Dermacentor andersoni, a presenca de mitocOndrias localizadas somente na
regidgo interna do espermatozdide. EI-SAID & SWIDERSKI (1980), em
Amblyornma hebrasum, afirmam que estas organelas encontram-se usualmente
agrupadas junto & extremidade em forma de remo do espermatozéide. Em B.
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microplus, ocorrem mitocondrias n&o somente nesta porgéo, como também no
limite entre a regi&o cortical e a regido interna, ao longo da porgdo média e
posterior do espermatozdide. A auséncia de um axonema e o fato de ocorrer
movimento baseado em microfilamentos, o qual & gerado ao longo de
praticarmente todo o espermatozéide, levam a necessidade de uma localizacdo
mais amplamente distribuida dessas organelas ao longo do citoplasma, como,
de fato, ocorre em B. microplus.

O nucleo encontra-se em grau de compactagdo consideraveimente maior
que em espermatides alongadas. Devido a diferenca na morfologia nuclear
entre espermatides e espermatozdides em 5. microplus, pode-se afirmar que, na
maturacado do espermatozdide, além da eversao da cavidade cistérnica, ocorra
uma compactacio maior da cromatina, como ocorre em praticarmente todas as
espécies (ALBERTS et al, 1994). Foi observado um tipo de segundo enveiope,
formado por membranas mais ou menos concéntricas, externo ao envelope
nuclear convencional e com aparentes ligaces com o canal acrossdmico- Este
tipo de envoildrio perinuclear seria relacionado com a dinamica de fertilizagc&o
nesses organismos (PINKERTON et af, 1982 SONENSHINE, 1991; GARCIA,
C., com. pes.).

Uma interessante caracteristica de espermatozoides de B. microplus e de
outros carrapatos € a disposicdo de uma vesicula achatada, de conteldo
elétron-denso, intimamante ligada ac canal acrossémico. Este canal, em B.
microplus aparentemente deriva da invaginacgdo da superficie externa da
espermatide, sendo rodeado por uma vesicula elétron-densa supra-nuclear,
que, em espermatides em polarizag&o, apresenta reacdo PAS-positiva. Durante
a lateralizag&o do nucleo, alongamento da célula e invaginacdc da membrana
plasmatica da esperméatide, esta vesicula assume sua forma e posicionamento,
de revestimento intracitoptasmatico da membrana plasmatica, andlogo aquele
que & visualizado nos espermatozdides, revestindo o canal acrossdmico.
WUEST ef al. (1978), analisando a espermiogénese de Amblyomma hebraeum,
descreve a formac&o do canal acrossémico também a partir da invaginacéo da
membrana da espermatide. EL-SAID & SWIDERSKI (1980), em A. hebraeum,
afirma que a vesicula supra-nuclear ird formar um acrossomo, o qual é paralelo
ao canal acrossdmico; esses autores também creditaram a formacéo do canal
acrossOmico & invaginacdo da membrana plasmatica. EL-SAID (1992),
observando espermatozdides em Hyalomma marginatum, também fez referéncia
ao peculiar posicionamento do canal acrossémico. Esta forma do canal
acrossdmico em carrapatos levou-o a ser denominado por KHALIL (1969) como
“flagelo”, e por SULEIMAN & BROWN (1978) “filamento interno”. Esta.
denominacio deve-se ao fato de haver uma pequena evaginacido do canal, de
acordo com o descrito por PINKERTON et af. (1982) em espermatozdides de
Ornithodoros moubata (Murray, 1877). Esta evaginagao aparentemente esta
relacionada a exposi¢éo do acrossomo e nicleo ao gameta feminino, para que
ocorra a fecundagéo (PINKERTON ef a/., 1982; SONENSHINE, 1991; GARCIA,
C., com.pes.). Contudo, esta modificacdo n&o havia sido observada por WUEST
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et al. (1978), em espermatozdides de A. hebraeum, os quais aparentemente
guardam sua forma e contornos sem alteractes. Pelas técnicas empregadas,
néao se pode afirmar ser a vesicula associada ao chamado canal acrossomico,
de fato, um acrossomo. Observagdes posteriores deverao elucidar esta questao.

A presenca de uma estrutura que possa-se sugerir tratar-se de precursor
do canal acrossomal ndo foi constatada em todos os carrapatos estudados. Ei-
SHOURA (1987) também atribui a origem do canal acrossomal em Argas
(Persicargas) arboreus (Kaiser, Hoogstraal & Kohls, 1968) & retracdo e
invaginag&o da membrana plasmatica da espermatide. REGER (1961, 1962,
1963) descreveu a formag&o deste canal em Amblyomma dissimili. BREUCKER
& HORSTMANN (1972) também o localizaram, atribuindo sua origem aos
corpos muilti-vesiculares vindos do complexo de Golgi. Ocorreu identificacdo de
uma vesicula pré-acrossomal em B. microplus e em A. dissimili. estes carrapatos
pertencem a duas subfamilias distintas, respectivamente Rhipicephalinae e
Amblyomominae, ambas Metastriata. Ocorre alguma identidade, comparando-se
dados obtidos de analise molecular, entre estes dois grupos (CRAMPTON et al.,
1996). Pode-se sugerir, portanto, que esta caracteristica & propria de
Metastriata. EL-SHOURA (1986), no Argasidae Ornithodoros (Pavlovskiella)

erraficus n&do identificou nenhuma estrutura pré-canal acrossomal em
espermatides.

O canal acrossbmico foi descrito por ALBERT] (1980) em Acaros
Anachtinotrichida (= Parasitiformes). Nesses organismos, ele também aparece
derivado da invaginagdo da superficie externa das espermatides alongadas.
ALBERTI (1980) afirma que o canal encontra-se associado a um acrossomo
achatado, comum a todos os Anachtinotrichida. QO acrossomo descrito por esse
autor &€ assemelhado ao descrito por EL-SAID & SWIDERSK] (1980). Contudo, a
afirmativa desses autores deixa diividas, uma vez que ndo ha, nos trabalhos,

descricao de atividade enzimatica, que comprove que essa vesicula seja, de
fato, o acrossomo.

JUBERTHIE & MANIER (1978) descrevem uma estrutura similar,
denominada como “bengala acrossomica”, em Opiliones da sub-ordem
Cyphophtami e das familias Trogulidae e Ischyropsalidae, da sub-ordem
Palpatores. Algumas filogenias aproximam Opiliones a Acarina (ALBERT!, 1995)
a partir de uma série de caracteristicas, entre elas critérios espermatologicos.
Na outra subordem de Opiliones (Laniatores), ndo observa-se este tipo de canal
acrossomico, mas também néo ocorre, como em Ixodida, a formacdo de
axonema (JUBERTHIE & MANIER, op. cit); neste grupo, € interessante .
observar que a superficie externa do espermatozéide é recoberta por inumeras

projecbes citoplasmaticas, lembrando, a grosso modo, o que ocorre em [xodida
(MENEGHETTI, com. pes.).

Durante a eversdo, o canal acrossdmico enconira-se associado ao
nucleo, ou seja, assume uma posic&o posterior em relagdo a célula gamética.
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Em geral, o acrossomo ou esfruturas tipo-acrossomo aparecem em posicao
anterior, supra-nucleares (BACCETTI, 1972). Contudo, o préprio ndcleo do
espermatozdide de B. microplus apresenta posicionamento retrogrado em
relacdo ao sentido de movimento do gameta. Segundo PINKERTON et al
(1982), ocorre uma extrusdo de parte do canal acrossdémico, permitindo contato
do acrossomo e nucieo com o ovdcito na fertilizagio. Observacdes sobre a
atividade enzimatica (se houver) nessa organela se fazem, futuramente,
necessarias a compreensdo do exato papel desta estrutura, posto que, na

bibliografia consultada, ndo ha nada que, de fato, justifique a denominacdo de
acrossomo.

Os espermatozoides observados s&o similares aqueles de &caros
Anactinotrichida (ALBERTI, 1980; 1995). Como tal, ndo apresentam estruturas
motoras do tipo flagelo ou cilios. Em outros grupos de Acarina, notadamente em
Anactinotrichida, também encontramos a deposicéo, na fémea, de espermatides
vacuolizadas, com o-aparecimento de processos motores evertidos na fémea.
Entre os acaros que apresentam a formacdo de espermatide vacuolizada,
encontram-se as ordens Opiliacarida e Gamasida (familias Uropodidae,
Epicriidae e Zerconidae). Nesses acaros, também encontramos a transferéncia
de gametas via espermatéforo, bem como a auséncia de um axonema. O
modelo de deposicdo de espermatides vacuolizadas em jlugar de
espermatozoides apresenta pelo menos duas vantagens: a possibilidade de
estocarem-se mais gametas na espermateca e a possibilidade de transporte e
liberagdo, na fémea, de substéncias fisiologicamente ativas (SHEPHERD et al.,
1982a, 1982b; ALBERTI, 1980; 1995). A perda do axonema pode ter ocorrido,
em parte, devido a aquisicéo da fertilizacdo via espermatdforo. A auséncia do
axonema € também observada em outros Acarina (WITALINSK!, 1975, 1976;
WITALINSKI! et af, 1986; WITALINSKI & DALLAI, 1993},

Espermatozdides em Chelicerata tém morfologia amplamente variada. Este
taxon € muito antigc, tendo divergido dos demais Arthropoda no periodo
Cambriano inicial. Logo, é de se esperar que, ao longo da evolucao, tenham
ocorrido  amplas variagdes morfolégicas, entre elas nos espermatozdides

(ALBERTI, 1980; 1995). Uma ferramenta interessante para entender-se esse
modelo evolutivo €, pois, a espermatologia.
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