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INTRODUCAO

Espermatogénese

A capacidade reprodutiva de um macho € dependente do desenvolvimento
espermatogénico normal e funcional. A produgdo de esperma nos machos envolve os
processos de divisdo celular e diferenciagdo, pelos quais os espermatozdides sdo
produzidos nos testiculos (JOHNSON et al., 2000).

A espermatogé€nese em mamiferos ¢ dependente do eixo hipotaldmico-
hipofisario-testicular . A producio de espermatozéides requer uma adequada producdo
do hormoénio liberador de gonadotrofinas (Gn-RH) no hipotdlamo seguida por acdes
enddcrinas cldssicas das gonadotrofinas hipofisdrias, o hormonio foliculo estimulante
(FSH) e o hormdnio luteinizante (LH), e por mecanismos de feedback da testosterona
dos testiculos. A liberagdo do LH dura cerca de 10 a 20 minutos e pode ocorrer trés ou
mais de oito vezes ao dia (AMANN, 1983).

O hormoénio do foliculo estimulante, também liberado sob a influéncia do
Gn-RH, tem concentra¢des mais baixas que aquelas do LH, mas a duracio dos pulsos é
por muito mais tempo devido a secrecdo relativamente constante de inibina pelo
testiculo do adulto. O horménio luteinizante conduz a produgdo subseqiiente de
testosterona pela ligacdo aos receptores da membrana nas células de Leydig dos
testiculos, enquanto o FSH atua através dos receptores na célula de Sertoli. As células
de Leydig s@o células poliédricas grandes que sdo encontradas em conjuntos e
associadas aos capilares linfaticos e sanguineos no compartimento intersticial dos
testiculos (SETCHELL, 1980).

A producio de esterdides pelos testiculos é correlacionada com a quantidade
de reticulo endoplasmdtico liso nas células de Leydig (ZIRKIN et al., 1980). O
colesterol é produzido através do acetato, dentro do reticulo endoplasmético liso
(AMANN & SCHANBACHER, 1983). A clivagem enzimadtica da cadeia lateral do
colesterol pela enzima do citocromo P450 na mitocOndria resulta na formagdo de
pregnenolona (PAYNE et al., 1995). Esta € a etapa limite na produgdo de testosterona e

formacdo de pregnenolona (AMANN & SCHANBACHER, 1983). A pregnenolona ¢



rapidamente convertida a testosterona por intermedidrios no reticulo endoplasmatico
liso (EWING & BROWN, 1977). O aumento da sintese e da secrecdo pulsitil de
testosterona pelas células de Leydig ocorre em 30 minutos apds o inicio de um episddio
de LH (AMANN, 1983).

A testosterona € um hormdnio que em machos € responsdvel pelas
caracteristicas sexuais secunddrias e espermatogénese (como as caracteristicas
masculinas de comportamento agressivo, bem como pelo crescimento e na produgéo)
(SEIDEMAN et al., 1982; COSGROVE et al., 1996). A produgdo periddica da
testosterona pelas células de Leydig aumenta as concentracdes intertesticulares de
testosterona 100 a 300 vezes a concentragdo no sangue periférico (AMANN &
GANJAM, 1976). Como resultado dos trés a oito episddios didrios de testosterona, os
tibulos seminiferos sdo constantemente banhados no fluido que contém alta
concentracdo (SETCHELL, 1980), e esta concentracdo intratubular elevada da
testosterona parece essencial para a espermatogénese (COUROT et al., 1970).

O estradiol estd também envolvido na regulacio hormonal da
espermatogénese. A produgdo de estradiol nos testiculos é primeiramente das células de
Leydig, mas a testosterona é também convertida a estradiol pelas células de Sertoli
(VAN DER MOLEN et al, 1981). A testosterona e o estradiol produzidos pelas células
de Leydig entram na circulagio periférica. Estes esterdides no sangue alcangam o
hipotdlamo e a hipdfise, e exercem um efeito negativo na producdo de LH e das
gonadotrofinas (AMANN, 1983). Conseqiientemente, as altas concentragdes séricas de
testosterona ou estradiol resulta na supressdo do Gn-RH e LH.

A diferenciacdo das células de Leydig em novilhos ocorre entre 12 e 16
semanas de idade enquanto que a diferenciagdo das células de Sertoli entre 16 e 28
semanas de idade (ABDEL-RAOUF, 1961; CURTIS & AMANN, 1981; AMANN,
1983). O nimero de células de Sertoli nos testiculos € estabelecido durante a puberdade
e se mantém constante nos machos adultos (GILULA et al., 1976).

As células de Sertoli, as unicas células somdticas dentro dos tubulos
seminiferos, t€m um importante papel na espermatogénese e fornece o micro-ambiente
necessdrio para o desenvolvimento das células germinativas (AMANN &
SCHANBACHER, 1983). Os tibulos sdo divididos em dois compartimentos pelas
jungdes ocludentes (tight junctions) entre as células de Sertoli adjacentes (GILULA et

al,, 1976; RUSSELL & PETERSON, 1984). As juncdes ocludentes sdo um dos

componentes da barreira hematotesticular, a qual exclui eficazmente as macromoléculas



séricas de entrarem no compartimento adluminal das células de Sertoli (GRISWOLD,
1995).

Em resposta ao FSH e a disponibilidade da testosterona, as células de Sertoli
secretam a proteina de ligacdo de androgénios (ABP) e a inibina (STEINBERGER,
1981). No epitélio germinativo, a ABP tem a funcdo de diminuir a mudanca nas
concentragdes da testosterona ou ajudar no transporte de testosterona. A ABP também
mantém os niveis de testosterona elevados nos tiibulos seminiferos. A inibina suprime a
liberagdo do FSH da adeno-hipéfise (RITZEN et al., 1971).

A espermatogénese ocorre no tibulo seminifero e € a soma dos diversos
eventos que ocorrem nos testiculos resultando na producdo de espermatozodides
(JOHNSON, 2000). Ela consiste em trés divisdes principais (espermatocitogénese,
meiose, e espermiogénese), que envolve a producdo de espermatozdides enquanto
mantém os estoques espermatogoniais (COUROT et al., 1970), e tem inicio nos
novilhos por volta de 16 a 20 semanas de idade e a producdo de esperma com 32
semanas (CURTIS & AMANN, 1981).

Um tdbulo seminifero contém reserva de espermatogdnias tipo A0 que ndo
participam do pool proliferativo das células germinativas (HOCHEREAU-DE
REVIERS, 1987). A espermatocitogénese consiste da proliferacdo das espermatogdnias
tipo Al por mitose e na diferenciacdo das espermatogdnias tipo A2 e este grupo se
diferencia até a forma de espermatécito primario (AMANN, 1983; AMANN &
SCHANBACHER, 1983). O compartimento basal da célula de Sertoli contém todas
espermatogoOnias, como também os espermatdcitos em pré-leptéteno e leptdteno
(AMANN, 1983). Os espermatdécitos primarios passam através das jungdes ocludentes
entre as células de Sertoli para adentrar o compartimento adluminal (DYM &
FAWCETT, 1970; SETCHELL, 1980). Dentro do compartimento adluminal, os
espermatocitos continuam, através da meiose, a se dividirem até a forma de
espermatocitos secunddrios, e finalmente tornam-se espermdtides apds da meiose
completa (AMANN, 1983).

Em touros, durante a espermatocitogénese, as espermatogonias tipo Al sdo
submetidas a seis divisdes progressivas (espermatogdnias tipo Al, tipo A2, tipo A3,
intermedidria [tipo In], tipo B1 e tipo B2) para a formacdo dos espermatdcitos primarios
(HOCHEREAU-DE REVIERS et al., 1987). As células tipo A2 se dividem nido somente
para produzir muitas células germinativas que eventualmente formardo

espermatozoéides, mas também sdo submetidas a divisdes especificas para substituir a



populacdo de espermatogonias tipo Al (AMANN & SCHANBACHER, 1983). Nos
adultos, o nimero de espermatogdnias tipo Al ¢é altamente correlacionado com o
nimero de células de Sertoli (SETCHELL, 1980). Os espermatdcitos primarios
duplicam o seu DNA, sdo submetidos & meiose antes de se dividirem para formar os
espermatocitos secundarios (AMANN & SCHANBACHER, 1983). Nos novilhos, entre
16 e 28 semanas de idade, o nimero de tubulos seminiferos com espermatdcitos
primérios e secundarios como células germinativas mais maturas comecam a aumentar
(CURTIS & AMANN, 1981).

Durante a espermiogénese, as espermatides arredondadas se submetem a
mudangas morfoldgicas a fim de se transformarem em espermatozoéides alongados. Em
novilhos, entre 28 e 32 semanas de idade, os espermatdcitos sdo gradualmente
substituidos por espermatides arredondadas e alongadas (CURTIS & AMANN, 1981).

O ciclo do epitélio seminifero é a progressao através dos estdgios celulares
em uma posi¢ao ao longo do tibulo seminifero. Os tipos celulares mais imaturos estao
localizados perto da membrana basal enquanto que os tipos celulares mais avancados no
compartimento adluminal. O ciclo de produg¢do do tibulo seminifero é espécie-
especifica e em touros € de 13,5 dias (JOHNSON et al., 2000), e possui 12 estagios
(BERNDTSON & DESJARDINS, 1974; BERNDTSON, 1977; CURTIS & AMANN,
1981). Durante a espermatogénese, as células de uma &drea do epitélio seminifero
prosseguem através de 4,5 ciclos do epitélio seminifero (AMANN, 1983).
Conseqiientemente, no touro o processo completo de espermatogdnia tipo A a
espermatozoéides inteiramente diferenciados é de 61 dias (JOHNSON et al., 2000). A
onda espermatogénica se refere a orientacdo espacial ao longo do comprimento do
tibulo seminifero que muda a todo tempo. Durante a onda, cada estigio do tibulo
seminifero se torna um estigio sucessivamente mais avangado. A onda permite um
fornecimento relativamente constante de espermatozdides no epididimo, criando um
pool constante de esperma para a ejaculacdo (SENGER, 1997). A caracterizacdo de um
bovino como possuindo uma gametogénese normal pode ser realizada através da
quantificacdo de tiibulos seminiferos no estadio VIII do epitélio seminifero (AMANN &
ALMQUIST, 1962).

O ndmero total de células espermdticas produzidas pelos testiculos de
bovinos € superior as reservas espermaéticas extra-gonadais, sugerindo que hd reducdo
na populacdo de espermatozdides ao longo dos ductos eferentes (ALMQUIST &

AMANN, 1961). Esta reduc@o esta relacionada com a sele¢do de espermatozdides com



determinados tipos de defeitos, durante sua passagem pelo epididimo (RAO et al.,
1980). Quando estivermos fundamentados nos conhecimentos do processo da
espermatogénese e mecanismos de fecundacdo, poderemos manipular a dose
inseminante, para compensar o desequilibrio que possa existir entre a populagdo de

células normais e anormais (FELICIANO-SILVA, 1998).

Ciclo Nucleolar

Muitos aspectos das células espermadticas t€m sido estudados em alguns
animais. Assis et al. (2002) e Peruquetti et al. (2005) analisaram o nucléolo de células
espermaéticas em roedores. Porém ndo ha estudos desse tipo em bovinos.

Sabe-se, comprovadamente, que o nucléolo € uma estrutura nuclear comum
a todas as células eucaridticas, sendo responsdvel pela biogénese dos ribossomos. A
biogénese ocorre através de uma série de eventos que envolvem a transcrigdo de genes
RNAr, processamento dos pré-RNAs ribossOmicos e reunido de particulas pré-
ribossomais (SCHEER et al., 1997).

A formagdo do nucléolo € um processo dindmico no desenvolvimento da
vida da célula sendo denominado nucleologénese. Visto ao microscépio eletronico, o
nucléolo geralmente apresenta trés dominios nucleolares maiores que, durante a
nucleologénese, desorganizam-se e reorganizam-se no ciclo celular (ZATSEPINA et al.,
1997).

Quando as células entram em mitose e cessa-se a transcricdo do DNAr na
préfase, os nucléolos desintegram-se estruturalmente e a maior parte das proteinas
nucleolares migra para o citoplasma, sendo que algumas permanecem associadas as
Regides Organizadoras Nucleolares (RONs) dos cromossomos mitéticos ou ligam-se a
periferia cromossdmica. A transcrigio do DNAr € reativada apds a segregacdo dos
cromossomos na anafase e, entdo, os nucléolos gradualmente reorganizam-se (OCHS et
al., 1985; GONZALEZ-GARCIA & RUFAS, 1995). Os mecanismos que governam a
formacdo e a manutencdo dos nucléolos funcionais envolvem atividades de proteinas
conhecidas como quinases dependes de ciclinas (CDKs) que acoplam o ciclo celular a
biogénese dos ribossomos (SIRRI et al., 2002).

Mello (1995) utilizando células somadticas de mamiferos e baseando-se no
padrdo metacromdtico dessas células, devido a presenga de moléculas de RNA,

observou que durante as fases de prometifase e metifase inicial havia um



“deslocamento” do material nucleolar metacromdtico para as proximidades dos
cromossomos, além da presenga de corpos pré-nucleolares metacrométicos que
permaneciam nas extremidades da placa cromossomica, ou afastados dos cromossomos.
Os corpos pré-nucleolares (PNBs) sdo estruturas transitérias que servem como blocos
de construgdo para o nucléolo na transicdo mitose/interfase. A organizacdo dos PNBs e
seu trajeto ainda ndo foi claramente entendido. Contudo, estudos demonstraram que
existem diferentes tipos de PNBs cuja translocag@o para o nucléolo seguem cinéticas
ordenadas (FOMPROIX & HERNANDEZ-VERDUN, 1999).

Essa relagdo entre a estrutura e a funcdo das sub-estruturas nucleolares
também foi estudada em células somaticas de embrides de coelhos. Foi verificado que a
nucleologénese estendia-se além dos primeiros quatro ciclos celulares e ndo podia ser
sincronica em cada blastdmero. Quando observadas ao microscopio de luz, as proteinas
nucleolares exibiam uma mudanga no padrdo de distribui¢do durante a nucleologénese.
Em estdgios iniciais, pequenos pontos e marcagdes semelhantes a corpos pré-
nucleolares (PNBs) eram distribuidos dentro de todo o nicleo. Em algumas células
embriondrias, essas proteinas comecavam a acumular-se em finas camadas irregulares
rodeando os corpos pré-nucleolares em processo de ativagdo. Os autores consideraram
que este processo de reorganizacdo poderia ter uma relacdo com a redistribui¢do da
cromatina e dos componentes da matriz nuclear/nucleolar, durante a ativacdo da
transcricdo do DNA ribossdmico (DNAr) localizado na superficie do corpo pré-
nucleolar (BARAN et al., 1997).

A presenca do nucléolo durante a divisdo celular, conhecida como
“persisténcia do material nucleolar”, também ja foi observada, em divisdes mitdticas,
nos dinoflagelados e em células malignas de mamiferos (WACHTLER &
STHAL,1993) e, na meiose, em tibulos seminiferos de insetos hematéfagos da familia
Triatominae (TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA, 1999) e em roedores (ASSIS
et al., 2002 e PERUQUETTI et al., 2005).

Na primeira observagdo sobre a distribui¢do celular de RNA durante a
espermatogénese, realizada com a técnica citoquimica Periodic Acid-Schiff (PAS), as
espermatogbnias mostraram uma clara reag¢do positiva, indicando que a afinidade do
citoplasma ao corante gradualmente decresceu até no comeco do paquiteno. Na metade
do paquiteno a reagdo positiva aumentou para ser novamente diminuida, gradualmente,
durante o final do paquiteno, no dipléteno, nos espermatdcitos secunddrios e nas

espermatides. Nas espermatides jovens um corpusculo, denominado “corpo cromatdide”



(CB), foi evidentemente corado (CLERMONT & LEBLOND, 1955). O CB é uma
estrutura citoplasmdtica perinuclear em células germinativas masculinas, e que estd
relacionado a uma parte do processamento do RNA nas células sométicas (KOTAJA et
al. , 2006).

Em roedores (Mus musculus e Rattus novergicus), a atividade nucleolar
persiste até o final da profase I (dipléteno-diacinese) quando, entdo, ocorre a
fragmentacdo dessa estrutura em pequenos corpusculos. Os produtos originados da
transcricdo nucleolar, isto é, moléculas de RNAr associadas a proteinas acidicas
especificas, recém-sintetizadas, agrupam-se em particulas de ribonucleoproteinas
(RNPs). Essas particulas de RNP se retinem formando o “corpo cromatéide”,
representando, assim, uma reserva de RNA e proteinas que serd utilizada ao longo do
processo meidtico. Nas fases iniciais da espermiogénese foi visivel nas espermatides um
corpisculo de RNP, ou, as vezes, dois ou trés corpusculos (ASSIS et al., 2002;
PERUQUETTI, 2005). Anélises ultraestruturais mostraram um material similar ao CB,
préximo ao complexo sinaptonémico, indicando que este material pode armazenar
RNAm, transcrito nesta fase. Nas espermadtides iniciais, o CB foi evidenciado em
associacdo com o complexo de Golgi e vesiculas desta organela, indicando que esta
estrutura participa na formagdo do acrossomo. Nas espermdtides tardias, o CB foi
evidenciado préximo ao axonema, sugerindo que esta estrutura sustenta a formacao da
peca intermedidria e da cauda dos espermatozéides (PERUQUETTI, 2005).

Na pecudria moderna, tem sido constante a procura pelas causas e solucgdes
para suplantar a baixa taxa de fertilidade. O estabelecimento das caracteristicas do
sémen no exame de rotina ndo é suficiente para a predicdo da fertilidade, pois
proporciona o conhecimento de fatores que ddo a chance do espermatozdide alcancar o
ovocito, porém, ndo asseguram a habilidade deste se ligar a0 mesmo, penetrar, fecundar
e desenvolver o embrido. Entretanto, a avaliacio do espermograma depende do
conhecimento do processo da espermatogénese, das estruturas normais € anormais
(FELICIANO-SILVA, 1998).

Acredita-se que a persisténcia nucleolar é necessdria e importante para os
eventos caracteristicos que ocorrem durante a espermiogénese, ou seja, 0 processo de
diferencia¢do de espermdtide a espermatozdide. E quando estivermos fundamentados
nos conhecimentos do processo da espermatogénese e dos mecanismos de fecundacio,
poderemos manipular a dose inseminante, para compensar o desequilibrio que possa

existir entre a populagéo de células normais e anormais.



Contudo, ndo hd relatos sobre o processo de nucleologénese na meiose de
bovinos, que possuem grande importincia econdmica para o pais. Apesar dos diferentes
enfoques dados a essas estruturas (PNBs) e a todo o processo de nucleologénese, ha
muito a ser analisado, principalmente durante a divisdo celular meidtica das células
gaméticas, por seu possivel papel com o processo da espermiogénese. Dessa forma, no
presente trabalho, foram realizadas andlises estruturais descritivas da atividade
encontrada nas células dos tibulos seminiferos de bovinos da raca Nelore (novilhos e

touros), com énfase ao ciclo nucleolar.
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TITULO: ATIVIDADE NUCLEOLAR DURANTE A ESPERMATOGENESE
EM BOVINOS (Bos indicus).

RESUMO

A espermatogénese € um processo muito importante para a predi¢do de
fertilidade na pecudria moderna. Muitos aspectos desse processo t€m sido estudados,
inclusive as vdrias estruturas celulares, como o nucléolo. Sabe-se que, durante a divisdo
celular, o nucléolo se desorganiza, reorganizando-se apenas no final da tel6fase. O
presente estudo teve como objetivo analisar estruturalmente, por meio de técnicas
citoquimicas especificas - Hematoxilina-eosina, Azul de Toluidina, Impregnacdo por
fons prata, Reacdo de Feulgen e Variante de CEC — a espermatogénese de bovinos, com
énfase no ciclo nucleolar. Foram utilizados fragmentos testiculares de 10 novilhos e 7
touros com aproximadamente 18 e 60 meses, respectivamente. Foi observado que,
durante a divisdo celular, os nucléolos, apés se desestruturarem, se reorganizaram em
pequenos corpuisculos, denominados corpuisculos pré-nucleolares. Esses corpusculos
permaneceram com a mesma atividade nucleolar, ou seja, transcrevendo RNAr. Além
disso, pode-se observar diferencas qualitativas da espermatogénese bovina, quanto a
idade. Tanto nos novilhos quanto nos touros houve a persisténcia nucleolar, porém, a
marcagdo de proteinas nucleolares nos espermatozdides foi diferencial. Nos touros, a
cromatina apresentou-se com menor area, em relacio aos espermatozoides dos novilhos.
Essas observacdes verificadas na espermatogénese de bovinos indicam que a
persisténcia nucleolar estd presente nos eventos caracteristicos que ocorrem durante a
diferenciacdo de espermadtide a espermatozodide. Esses eventos podem estar relacionados

com a compactacdo da cromatina, formagdo do acrossomo e do flagelo.

Palavras-chave: reproducdo; nucleologénese; PNBs; espermiogénese; corpo

cromatoide.



TITLE: NUCLEOLAR ACTIVITY IN BOVINE SPERMATOGENESIS (Bos
indicus).

ABSTRACT

Spermatogenesis is a very important process for the prediction of fertility in the modern
cattle. Many aspects of this process have been studied, also the some cellular structures,
as nucleolus, for example. It is known that, during the cellular division, the nucleolus
disassemble, assembling itself only in the end of telophasis. The present study it had as
objective to analyze structurally, by means of specific citochemical techniques -
Hematoxylin-eosine, Toluidine blue, silver impregnation, Feulgen reaction and Variant
of critical electrolyte concentration (CEC) — the bovine spermatogenesis, with emphasis
to nucleolar cycle. Has been used testis fragments of 10 steers and 7 bulls with
approximately 18 and 60 months, respectively. It was observed that, during the cellular
division, the nucleolus had after assembled in small bodies, called prenucleolar bodies.
These small bodies had remained with the same nucleolar activity, or either,
transcribing RNAr. Moreover, qualitative differences of the bovine spermatogenesis had
been able to be observed, in relation the age. As much in the steers how much in the
bulls it had the nucleolar persistence, however, the nucleolar proteins marking in the
spermatozoa was distinguishing. In bulls, the chromatin was presented with lesser area,
in relation to the spermatozoa of the steers. These comments verified in
spermatogenesis of bovines indicate that the nucleolar persistence is present in events
that occur during the differentiation of spermatids to the spermatozoon. These events

can be related with the compacting of the chromatin, formation of acrosomo and tail.

Keywords: reproduction; nucleologenesis; PNBs; spermiogenesis; chromatoid body.



INTRODUCAO

z

Na pecudria bovina moderna, a fertilidade é um dos mais importantes
atributos, pois a transmissdo de qualquer caracteristica desejadvel do individuo ou
rebanho € dela dependente. O estabelecimento das caracteristicas do s€émen no exame de
rotina € suficiente para a predicdo da fertilidade do reprodutor em sele¢do, mas ndo
completo, porque proporciona o conhecimento de fatores que ddo a chance do
espermatozoéide alcancar o ovocito, porém, nao asseguram a habilidade deste se ligar ao
mesmo, penetrar, fecundar e desenvolver o embrido. Entretanto, a avaliacdo do
espermograma depende do conhecimento prévio do processo da espermiagdo, das
estruturas normais e anormais, da relacdo e das possiveis conseqiiéncias do uso desse
sémen (FELICIANO SILVA et al., 1993). Portanto, quando estivermos fundamentados
nos conhecimentos do processo da espermatogénese e dos mecanismos de fecundacio,
poderemos manipular a dose inseminante, para compensar o desequilibrio que possa
existir entre a populag@o de células normais e anormais.

Nos bovinos, o nimero total de células espermdticas produzidas pelos
testiculos é superior as reservas espermadticas extra-gonadais, sugerindo que ha reducio
na populacdo de espermatozdides ao longo dos ductos eferentes. Esta redugdo estd
relacionada com a selecdo de espermatozdides com determinados tipos de defeitos,
durante sua passagem pelo epididimo (HORN et al., 2002). Alguns aspectos das células
espermadticas t€m sido estudados em alguns animais. Assis et al. (2002) e Peruquetti et
al. (2005) analisaram o ciclo nucleolar de células espermadticas de roedores. Porém nao
h4 estudos desse tipo em bovinos.

O nucléolo é uma estrutura nuclear comum a todas as células eucaridticas,
sendo responsdvel pela biogénese dos ribossomos, por meio de uma série de eventos
que envolvem a transcri¢do de genes RNAr, processamento dos pré-RNAs ribossomicos
e reunido de particulas pré-ribossomais (SCHEER et al., 1997). A formacdo do nucléolo
¢ um processo dindmico no desenvolvimento da vida da célula sendo denominado
nucleologénese (ZATSEPINA et al., 1997).

A presenca do nucléolo durante a divisdo celular, conhecida como
“persisténcia do material nucleolar”, também j4 foi observada, em divisdes mitdticas,
nos dinoflagelados e em células malignas de mamiferos (WACHTLER & STAHL,

1993) e, na meiose, em tibulos seminiferos de insetos hematéfagos da familia



Triatominae (TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA, 1999) e em roedores (ASSIS
et al., 2002; PERUQUETTI et al., 2005).

Em andlises da meiose de duas espécies de roedores (Mus musculus e Rattus
novergicus), foi observado que a atividade nucleolar persiste até o final da préfase 1
quando, entdo, ocorre a fragmentagdo dessa estrutura em pequenos corpusculos. Os
produtos originados da transcricdo nucleolar, isto €, moléculas de RNAr associadas a
proteinas acidicas especificas, recém-sintetizadas, agrupam-se em particulas de
ribonucleoproteinas (RNPs). Essas particulas de RNP se retinem formando o “corpo
cromatdide”, que representa, assim, uma reserva de RNA e proteinas que serd utilizada
ao longo do processo meidtico. Nas fases iniciais da espermiogénese foi visivel nas
espermdtides um corptisculo de RNP, ou, as vezes, dois ou trés corptisculos (ASSIS et
al., 2002; PERUQUETTI et al., 2005).

O corpo cromatéide (CB) é uma estrutura citoplasmaética, perinuclear, de
células germinativas masculinas. Em estudos recentes, encontrou-se alta concentra¢io
de CBs em Dicer, uma enzima envolvida no processamento do RNAr. As Dicer
interagem com um componente do CB especifico de células germinativas, o RNA
helicase, sendo importante para o controle pdés-meidtico de células germinativas
masculinas em diferenciacdo (KOTAIJA et al., 2006).

Por meio de técnicas de fluorescéncia, observou-se a interagdo dos
complexos RNA/proteinas. Segundo os autores, a maneira como ocorrem as interagdes
entre proteinas e RNAr no nucléolo indica que os corpos pré nucleolares (PNBs) sdo
plataformas pré-formadas importantes para o processamento do RNAr (ANGELIER et
al., 2005). A dindmica dos PNBs sugere uma estabilidade favorecendo a residéncia dos
fatores de processamento que sdo, entdo, liberados de uma maneira tempo-dependente.
As andlises no intervalo de tempo da transferéncia de energia da fluorescéncia
demonstrou que o processamento dos complexos ocorrem nos PNBs (HERNANDEZ-
VERDUM, 2005).

Portanto, acredita-se que a persisténcia do material nucleolar durante a
espermatogénese seja necessdria e importante para os eventos caracteristicos que
ocorrem durante a espermiogénese, ou seja, durante a diferenciacdo de espermatides em
espermatozodides. Contudo, os bovinos, que t€m grande importincia econdmica para o
pais, ndo possuem relatos sobre o processo de nucleologénese durante a

espermatogénese.



Dessa forma, no presente trabalho, foram realizadas andlises estruturais das
células dos tibulos seminiferos de novilhos e touros da raga Nelore, para observacio da

nucleologénese.

MATERIAL E METODOS

Material Biologico

Foram utilizados fragmentos de testiculos de 10 novilhos e 7 touros, da raca
Nelore, com idades respectivas de, aproximadamente, 18 e 60 meses. As coletas foram
realizadas entre os meses de Janeiro e Julho de 2006.

Os testiculos dos novilhos foram obtidos numa fazenda com manejo de
castracdo, a 5 km de Aquidauana-MS, e os testiculos dos touros foram coletados em um
frigorifico localizado na cidade de Anasticio-MS, apds o abate e evisceracdo dos

animais.

Tratamento das Amostras Testiculares

Pequenos fragmentos do parénquima testicular foram removidos e fixados
em Bouin e Carnoy. Posteriormente, foram realizados os procedimentos rotineiros de
histotecnologia, para inclusdo em parafina.

Desses fragmentos testiculares incluidos em parafina foram obtidos cortes
de 3 uym em micrétomo Leica RM 2155. Esses cortes foram submetidos a algumas
técnicas citoquimicas para acompanhar a distribuicdo do material nucleolar nas células

espermatogénicas.

Protocolo das Técnicas Histologicas

Hematoxilina-Eosina (RIBEIRO & LIMA, 2000): Coloracdo de rotina para
andlise geral da morfologia dos tibulos seminiferos.
Ap6s a fixacdo, a inclusdo em parafina e a microtomia, o material foi submetido ao

seguinte protocolo: Desparafinizar; reidratar; mergulhar em Hematoxilina de Harris por



7 minutos; lavar em 4gua corrente por 10 minutos; mergulhar 6 vezes em alcool 80%;

mergulhar em Eosina por 30 segundos; desidratar; diafanizar; montar.

Azul de Toluidina pH 4,0 (MELLO & VIDAL, 1980): Andlise da cromatina
e dos cromossomos das células da linhagem germinativa.
Ap6s a fixacdo, a inclusdo em parafina e a microtomia, o material foi submetido ao
seguinte protocolo: Desparafinizar; reidratar; Azul de Toluidina pH 4,0 (15 minutos);
lavar em 4gua corrente para tirar o excesso de corante; secar ao ar; diafanizar com Xilol

III; montar.

Variante da técnica da Concentracdo Critica de Eletrdlitos - CEC (VIDAL
& MELLO, 1987; TABOGA et al., 1994; MELLO, 1997): Identificacdo e
acompanhamento do nucléolo, dos corpisculos nucleolares (PNBs) e do RNAr
citoplasmatico nas células meidticas.
Apés a histotecnologia de rotina, o material foi submetido a desparafinizacdo e ao
seguinte protocolo: Fixar o material em dcido-etanol acético (3:1), durante 1 minuto;
enxaguar em etanol 70%, por 3-5 minutos; secar ao ar; corar com Azul de Toluidina a
0,025%- diluido em tampao Mcllvaine pH 4.1, por 15 minutos; mergulhar o material em
solu¢do de MgCl, a 0,05 M, por 15 minutos; lavar rapidamente em agua destilada;
deixar o material secar ao ar (no minimo 6 horas); clarificar em xilol e montar em
balsamo do Canada.

Reacdo de Feulgen (MELLO & VIDAL, 1980, com modificacdes): Método
especifico para DNA, destacando cromatina e cromossomos.

Apdés a  histotecnologia de rotina, o material foi submetido a
desparafinizacdo e ao seguinte protocolo: Parte 1- Hidrdlise: HCl 4N durante 1h e 5
minutos, com controle do tempo. Parte 2- Reativo de Schiff: Tirar o Schiff da
geladeira; colocar as laminas em cubeta; preparar HCl 0,1 N e deixar na geladeira ( tirar
somente uns 10 minutos antes de ser utilizado); colocar HCI 4N nas cubetas e deixar por
1 h e 5 minutos. A temperatura ambiente deve ser acompanhada constantemente e estar
em torno de 25 °C; tirar o HCI 4N e colocar HCI 0,1 N gelado (somente um banho
rapido para parar a hidrélise); adicionar o reativo de Schiff na cubeta e deixar por 40
minutos, e, imediatamente, cobrir com papel aluminio; para finalizar: 3 banhos em 4gua

sulfurosa, por 5 minutos cada um (sempre manter coberto com papel aluminio); 3



banhos rdpidos em dgua destilada.; deixar secar (sempre protegido da luz). Para montar
as laminas: banho de xilol por 15 minutos e montagem em Balsamo do Canada.
Impregnagdo pelos ions prata (HOWELL & BLACK, 1980): Identificacdo
das proteinas nucleolares, marcando os nucléolos e Regides Organizadores Nucleolares
(RONs), em diferentes fases celulares da espermatogénese [espermatogdnias,
espermatdcitos (I e IT) e espermétides].
Apés a histotecnologia de rotina, o material foi submetido a desparafinizacdo e ao
seguinte protocolo: Tratar a ldmina contendo o material a ser analisado, com uma gota
de solucgdo reveladora (solugdo de gelatina a 2%, acrescida de acido férmico); adicionar
sobre essa, duas gotas de solugdo de Nitrato de Prata a 50% e mistura-las; cobrir com
laminula; colocar as laminas em placa de Petri contendo papel de filtro umedecido com
dgua deionizada e incubar as laminas em estufa a 70°C, durante 8 a 12 minutos
(acompanhar até a mistura das solugdes tornar-se marrom dourada); lavar cada lamina
em 4gua deionizada até que a laminula se solte; deixar secar ao ar; montar a ldmina com

Balsamo do Canada.

Fotomicrografias

Todas as laminas foram analisadas e os resultados documentados por
fotomicrografias obtidas em microscépios Olympus, modelo BX 41, com sistema
fotografico acoplado (PM-20 AK automadtico), utilizando-se filmes coloridos (Kodak

100 ASA) que foram revelados e ampliados em laboratérios fotograficos.

RESULTADOS

A técnica de HE foi utilizada para identificar os estddios dos tibulos
seminiferos que foram utilizados no presente trabalho, sendo escolhidos os tibulos que
possuiam células em todos os estiagios de diferenciacdo. Por meio da utilizagdo desta
técnica foi possivel diferenciar a estrutura testicular de novilhos (Figura 1A e 1B) e

touros (Figura 1C), onde os novilhos apresentaram grande quantidade de tibulos



seminiferos imaturos, ou seja, ndo apresentando limen onde os espermatozdides
pudessem ser eliminados.

A utilizacdo dessa técnica permitiu ainda identificar, nos novilhos (Figura
1B) e nos touros (Figura 1C), espermatides proximas a luz do tdbulo e as caracteristicas
citoquimicas das diferentes fases das células espermatogé€nicas. Foram encontrados
todos os tipos celulares de uma espermatogénese normal - espermatogonias,
espermatocitos, espermatides, espermatozdides - e as células de Sertoli, distribuidas de
acordo com os achados na literatura (BERNDTSON & DESJARDINS, 1974).

Os tubulos seminiferos de novilhos (Figura 2A e 2B) e touros (Figura 2C)
submetidos a técnica de impregnacdo por fons prata apresentaram marcagdes
nucleolares nas células das diferentes regides. Proximo a regido do limen, as
espermatides, em diversas fases de diferenciacdo, apresentaram impregnacdes
argénticas, onde foi possivel observar uma fragmentacdo do material nucleolar e
conseqiiente diminui¢cdo do volume do nucléolo nesse tipo celular.

Na regidao proxima ao limen do tdbulo seminifero foram identificados
espermatozdides ainda ndo liberados, unidos por restos citoplasmaticos, e alguns
individualizados, ja no limen do tibulo. Nesses espermatozdides a impregnagdo por
fons prata foi visualizada na cromatina condensada (cor marrom escura), sendo que a
regido acrossdmica apresentou uma coloragdo “caramelada”.

A compactagdo da cromatina pareceu ser menos intensa nos
espermatozéides de novilhos (Figura 2B), pois apresentou uma maior area com
coloracdo marrom escuro, enquanto que em touros (Figura 2C) a compactagdo foi mais
intensa, apresentando uma drea menor corada em marrom escuro.

A coloracdo com AT destacou uma intensa metacromasia (coloracdo: azul a
roxo) nas estruturas nucleares (eucromatina, heterocromatina e nucléolo) de todos os
tipos celulares dos tibulos seminiferos, em novilhos (Figura 3A) e em touros (Figura
3B). A técnica do AT foi utilizada como controle para a técnica Variante da
Concentragdo Eletrolitica Critica (CEC).

Os tubulos seminiferos de novilho (Figura 3C) e de touro (Figura 3D)
submetidos a técnica variante de CEC apresentaram uma metacromasia diferencial das
estruturas celulares. Nas células de Sertoli e espermatogdnias a cromatina ficou
destacada em verde, o nucléolo apresentou-se fracamente metacromdtico (azul) e o
citoplasma, principalmente das células da regido basal, em violeta. Nas espermatides

préximas ao limen do tibulo seminifero ndo houve marcagio nucleolar, indicando uma



fragmentacdo e diminuicdo do volume dessa estrutura. Os restos citoplasmaticos
(corptisculos residuais) apresentaram-se fortemente metacrométicos.

Os tibulos seminiferos de novilho (Figura 4A) e touro (Figuras 4B e 4C)
submetidos a técnica citoquimica especifica para DNA (reacdo de Feulgen) mostraram
todos os nucleos das células em cor parpura, variando em intensidade de acordo com o
grau de ploidia e de compactacdo da cromatina. Dessa forma, as espermatogdnias
periféricas e as espermatides proximas a luz do tibulo apresentaram-se fortemente
coradas, como também os espermatécitos primarios devido a condensacdo dos
Cromossomos.

As demais células tiveram a cromatina levemente corada em lilds, sendo
possivel observar as regides heterocromadticas destacadas mais fortemente e envoltas por
halos claros sugestivos da presenca da drea nucleolar. A presenca de halos claros
ligados as regides heterocromdticas foi mais evidente nas espermatogdnias € nos
espermatdcitos, do que nas espermdtides redondas e em diferenciag@o, indicando uma
diminiui¢do do volume nucleolar nesse tipo celular.

Os “corpusculos residuais”, provenientes das fases finais da diferenciacdo

das espermatides (restos citoplasmaticos) nao foram destacados pela reacdo de Feulgen.



Figura 1: Cortes histolégicos do parénquima testicular de novilho (A e B) e touro (C)
submetidos a técnica de Hematoxilina-Eosina (HE). Observar os tibulos seminiferos de
novilhos, cujo limen ainda nfo estd completamente diferenciado (A). Em B, detalhe do
tibulo seminifero de novilho, com espermatides tardias (setas). Em C, notar as
diferentes fases das células espermatogénicas e o limen completamente diferenciado.

L — Ldmen. LI — Ldmen indiferenciado. TS — Tdbulo seminifero.

(1 — Célula de Sertoli; 2 — Espermatogdnia; 3 — Espermatdcito; 4- Espermadtide; 5-
Espermatozéide). Aumentos: A- 200 X; B- 1000 X e C- 400 X.



Figura 2: Cortes histolégicos do parénquima testicular de novilho (A e B) e touro (C)
submetidos 2 Impregnacio por fons Prata (AgNOR). Em A, observar as marcagdes
nucleolares nas diferentes células do tdbulo seminifero (setas) e, em B e C, a
fragmentacdo do material nucleolar nas espermadtides (cabecas de setas). A cromatina
condensada dos espermatozdides apresenta-se impregnada pela prata (*), diferenciando-
se da regidao acrossomica (ac). Notar a diferenca na marcacio nucleolar da cromatina
nos espermatozoéides de novilho (B) e touro (C). Nos touros, a cromatina apresentou-se
mais condensada. L. — Ldmen. Aumentos: A- 400 X; B e C- 1000 X.
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Figura 3: Cortes histoldgicos do parénquima testicular de novilho (A) e touro (B)
submetidos a coloracdo com Azul de Toluidina em pH 4,0 e cortes histologicos de
tibulos seminiferos de novilhos (C) e touros (D) submetidos a técnica Variante da
Concentracdo Eletrolitica Critica (CEC). Em A e B observar a metacromasia total das
estruturas nucleares e dos “corptisculos residuais”. Em C e D observar a metacromasia
diferencial das estruturas nucleares e citoplasmadticas (cromatina: verde; citoplasma:
violeta). Observar o nucléolo das células de Sertoli e das espermatog6nias fracamente
evidenciados (seta) e a auséncia da marcagdo dessa estrutura nas espermatides
(asterisco). Os “corpusculos residuais” aparecem fortemente metacromaéticos (cabeca de
setas). Aumentos: A, C e D- 1000 X; B- 400X



Figura 4: Cortes histolégicos do parénquima testicular de novilho (A) e touro (B e C)
submetidos a reagdo de Feulgen. Observar os nicleos das células de Sertoli e das
espermatogonias com regides heterocromaticas evidenciadas, proximas a halos claros
sugestivos da presenca do nucléolo (setas). Notar os nucleos das espermatides
intensamente corados (cabeca de setas). Os “corpusculos residuais” ndo foram

evidenciados pela reacdo de Feulgen. Aumento: 1000 X.



DISCUSSAO

As andlises citologicas dos tubulos seminiferos (célula de Sertoli,
espermatogonias, espermatocitos I e Il e espermadtides), do tecido peritubular (células
midides), do tecido intersticial (células de Leydig e células endoteliais), realizadas em
novilhos e touros por meio da utilizacdo da técnica de HE, permitiram a escolha de
tibulos seminiferos que possuiam um arranjo tecidual semelhante ao descrito na
literatura (BERNDTSON & DESJARDINS, 1974). Os novilhos apresentaram grande
quantidade de ttdbulos seminiferos imaturos, ou seja, os lumens ndo estavam
completamente formados (Figura 1A). De acordo com a literatura, o didmetro de um
tibulo seminifero e de seu limen aumenta com idade, onde a taxa de aumento é maior
ap6s 25 semanas da idade e a formacdo do limen dos tibulos seminiferos ocorre em
torno do mesmo periodo (CURTIS & AMANN, 1981; EVANS et al., 1996). Os touros
demonstram tibulos seminiferos altamente funcionantes, embora ambos apresentassem
toda a populacdo de células caracteristicas desse 6rgdo. As anélises realizadas com esta
técnica trouxeram informagdes que corroboraram os conhecimentos sobre essas
estruturas, indicando que a manutencdo do arranjo morfofuncional é importante para
que ocorram todas as fases da espermatogénese (BEDFORD & NICANDER, 1971;
PLOEN, 1971).

As técnicas especificas referentes a atividade nucleolar (Impregnagido por
fons prata, Azul de Toluidina e variante de CEC) proporcionaram uma interpretacio
citoquimica revelando que a atividade nucleolar estd presente em todo epitélio
germinativo, como ja sugerido por outros autores (ASSIS et al., 2002; PERUQUETTI et
al., 2005).

A cléassica técnica de impregnagdo por fons prata, descrita por Howell &
Black (1980), marca proteinas nucleolares acidicas especificas (B23 e C23),
denominadas proteinas Ag-NOR, ligadas, preferencialmente, as regides denominadas
centros fibrilares (CF) (WACHTLER & STAHL, 1993). A forte impregnacao pelos ions
prata verificada na cromatina das espermdtides durante a diferenciagdo pode ser
explicada pela afinidade desses fons arg€nicos as proteinas acidicas nucleolares,
complexadas com RNAr (RNA + ribonucleoproteinas), que persistem ao longo da

espermiogénese. A fragmentacdo do material nucleolar observada nas espermatides



(Figuras 2B e 2C) demonstra que esse material fragmentado pode migrar para o
citoplasma, através do complexo do poro, e agrupar-se com outras moléculas formando
um complexo supra-molecular conhecido como corpo cromatdide (CB), que atua em
varios eventos da espermiogénese de mamiferos, como ja foi sugerido por outros
autores (COMINGS & OKADA, 1976). O CB ¢é uma estrutura citoplasmatica
caracteristicas de células germinativas que parece depempenhar funcdes importantes,
como a reserva de RNA e proteinas para serem utilizados durante as fases finais da
espermiogénese (SODERSTRC)M & PARVINEN, 1976; MOUSSA et al., 1994; OKO
et al.,, 1996; FIGUEROA & BURZIO, 1998). A marcacdo diferencial pela prata na
cromatina da cabeca dos espermatozdides de novilho e touro provavelmente estd
relacionada ao fato dos espermatozdides de novilho estar imaturos, apresentando assim
uma maior 4rea de cromatina, o que indica uma menor compactacdo do nucleo,
enquanto que os espermatozdides de touro ja estdo mais maduros, possuindo uma menor
drea de cromatina, devido a uma maior compactagdo do nticleo (Figuras 2B e 2C).

A técnica variante de CEC, descrita por Mello (1995), destaca as 4reas
nucleolares, corando-as em azul ou violeta, e o citoplasma fica também com coloragao
semelhante a essas dreas. A coloragdo que se observa com essa técnica relaciona-se ao
fendmeno da basofilia, definido por Vidal & Mello (1987) como o produto da reacdo da
ligacdo de uma substincia de cardter anidnico (dcida) com um corante de natureza
cationica (basico). No presente estudo o corante catidnico € o Azul de Toluidina (AT) e
os grupamentos fosfatos dos 4acidos nucléicos (DNA/RNA), representam os
componentes anionicos. A ligagdo dos componentes catidnicos aos anidnicos representa
uma ligacdo eletrostitica. O pH da solugdo do corante é determinante, pois, oS grupos
fosfatos livres dos 4cidos nucléicos (DNA/RNA), ligam-se mais fortemente ao AT em
solugdo com pH entre 3,0 e 4,0. No entanto, nessa faixa de pH ainda nio é possivel
discriminar o DNA do RNA, pois ambos sdo igualmente corados (MELLO & VIDAL,
1980).

Dessa forma, a coloragdo apenas com AT, proporcionou um método
controle na andlise da atividade nucleolar na espermatogénese, destacando
metacromaticamente todas as estruturas nucleares (Figura 3A e 3B). Para verificar uma
maior especificidade da regido de basofilia, as 1aminas com os tibulos seminiferos, ji
corados pelo AT, foram mergulhadas em solu¢do contendo microcations (Mg++), cuja
carga ¢ semelhante ao corante. Assim, ocorreu uma competi¢do desses cations

inorgdnicos pelas cargas negativas do substrato, isto é, os fosfatos livres das moléculas



de DNA. Sobre estas condi¢des, enquanto o DNA ficava menos metacromadtico,
corando-se em verde, o RNA, por estar altamente complexado com as proteinas
(ribonucleoproteinas — RNPs), permanecia azul (metacromatico). Assim, foi possivel
discriminar diferencialmente as dreas nucleolares, ricas em RNAr, e acompanhar as
moléculas de RNA complexadas as proteinas durante a espermatogénese (MELLO,
1995). Foi observado que, tanto os tibulos seminiferos de novilho como de touro,
apresentaram espermatogonias e alguns espermatdcitos I com 4rea nucleolar
evidenciada em azul, enquanto as espermdtides ndo exibiam a mesma marcacio,
indicando uma fragmentacdo do material nucleolar desse tipo celular e uma provavel
migracdo desse material para o citoplasma, que se apresentou fortemente
metacromatico.

A reacdo de Feulgen, um método altamente especifico para DNA, permite a
identificacdo, localizacdo e quantificacdo. Tem sido responsdvel pela deteccdo da
quantidade de DNA nos cromossomos hapléides em diferentes espécies animais e
vegetais, e o estabelecimento de poliploidia e aneuploidia em tipos celulares
particulares. A reagdo de Feulgen compreende 2 etapas: 1) hidrélise 4cida, que induz a
depurinacio do DNA, deixando os residuos aldeidicos livres; 2) tratamento com
reagente de Schiff, um leucoderivado da fucsina bésica, que reagird com os aldeidos
dcidos apurinicos, dando um produto de coloragdo magenta (MELLO, 1997).

A presenca de um halo claro proxima a regides de heterocromatina,
evidenciada pela reacdo de Feulgen, tanto nas células de Sertoli como nas
espermatogonias, sugerem area nucleolar. Essas regides ndo foram observadas nas
espermadtides, o que também indica a ocorréncia de fragmentagdo do material nucleolar
e uma possivel migracdo desse material para o citoplasma, onde poderia ter dado origem
ao corpo cromatéide (Figuras 4A e 4B).

A andlise conjunta das técnicas de impregnacdo por fons prata, coloragdo
com AT, variante de CEC e reacdo de Feulgen possibilitou acompanhar a atividade
nucleolar, visualizando os corptsculos e 0 RNA citoplasmatico.

E importante ressaltar que as comparagdes proporcionadas pelas técnicas
citoquimicas, utilizadas no presente estudo, mostraram que, no processo final da
diferenciagdo celular, os restos citoplasmaticos (“corpuisculos residuais”), visualizados
préximos ao limen dos tibulos seminiferos, apresentavam-se fortemente basoéfilos,
ricos, portanto, em complexos RNPs. Na Reagdo de Feulgen, como era de se esperar,

tais estruturas ndo foram marcadas. Sugere-se, assim, que os restos citoplasmaticos



fagocitados pela célula de Sertoli durante a espermiogénese e, posteriormente, liberados
na luz dos tdbulos seminiferos, contém partes dos RNPs excedentes, ndo totalmente
utilizados no processo de diferenciacdo. As espermatides, no entanto, até a fase final
deste processo, apresentam, ainda, uma pequena reserva de ribonucleoproteinas
(RNA+Proteinas), em forma de um pequeno corptsculo, préximo a regido acrossomica.
Essa persisténcia do material nucleolar nas espermétides em elongag¢do ja foi verificada
também em Rattus novergicus e em Mus musculus (PARVINEN et al., 1986; ASSIS et
al., 2002; PERUQUETTI et al., 2005), o que reforca o conceito de conservacdo dos
mecanismos evolutivos que preservam os niveis necessarios de sintese protéica nos
diferentes estagios da diferenciacdo celular e indicam que a sintese de RNA na
gametogénese deve seguir um padrdo universal entre os organismos com reproducio
sexuada (ASSIS et al., 2002).

Sugerimos que os eventos descritos no trabalho, relacionados a persisténcia
nucleolar, estejam relacionados a compactagdo da cromatina, formagdo do acrossomo e
formacdo do flagelo. Porém, novas pesquisas do mesmo género seriam interessantes
para uma melhor compreensdao do papel nucleolar na fertilidade, comparando-se a
espermatogénese com énfase no ciclo nucleolar de animais previamente classificados
através de andlises seminais como férteis, subférteis e inférteis.

Tendo este conhecimento do comportamento e distribuicdo nucleolar nas
células do epitélio seminifero desses animais, poderia-se fazer juncdo das andlises
citoquimicas especificas para RNA e proteinas nucleolares, no epitélio germinativo, e
do exame de rotina de sémen, para melhor predicdo da fertilidade. Deste modo, o
emprego das técnicas citoquimicas especificas para RNA e proteinas nucleolares podera

ser utilizado, no futuro, como mais uma ferramenta para analise da fertilidade animal.



CONCLUSAO

No presente estudo, as observagdes verificadas na espermatogénese de novilhos
e touros indicaram que, durante a espermatogénese, ocorre a persisténcia nucleolar
(complexos ribonucleoprotéicos), sob a forma de uma estrutura conhecida como corpo
cromatodide, a qual acredita-se ser necessédria e importante durante a diferenciacdo de
espermatide a espermatozdide.

Além disso, puderam-se observar diferencas qualitativas da espermatogénese
bovina, quanto a idade. Tanto nos novilhos quanto nos touros houve a persisténcia
nucleolar, porém, a marcacdo de proteinas nucleolares nos espermatozodides foi
diferencial. Nos touros, a cromatina apresentou-se com menor drea, em relacdo aos

espermatozéides dos novilhos.
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