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RESUMDO

Este trabalho teve como objetivo estudar os aspectos
estrutural e ultra-estrutural da gonada masculina do camarao

Macrobrachium rosenbergii, sendo utilizadas técnicas histolo-

gicas e citoquimicas de cortes em historesina analisados em
microscopia 6ptica e tecnica de cortes ultra-finos de frag-
mentos de testitulos incluidos em resina "Spurr" observadas
ao microscépio eletronico.

Os resultados obtidos revelaram serem as espermatoga—
nias A, celulas que por mitose formam os espermatécitos pri-
mérios, que por sua vez atraves de meiose chegam a esperméti-
des, por um processo denominado de espermatogénese.

A forma final adquirida pelo espermatozéide deve-se ao
extenso processo de citodiferenciagao das espermétides que
passam de células esfericas a celulas levemente alongadas.

O crescimento, de forma sincronica, dos espermatozéi—
des para o interior dos cistos, pode ser atribuido a estrutu-
ras semelhantes a desmossomos que contactam um espermatécito

com outro.

Os espermatozéides maduros sao desprovidos de acrosso-
mo e flagelo, apresentando uma estrutura pontiaguda "Spike"

formada por fibrilas que dao flexibilidade no momento da
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fertilizacao do ovulo.

As células sustentaculares estao em intima associagao
com as celulas germinativas, desde as mais primitivas, apre-
sentando portanto grande atividade no processo citoplasméti-

CO que envolve a maturagéo dos espermatozoides.



ABSTRACT

The structure and ultrastructure of the schrimp Ma-

crobrachium rosenbergii (de Man) testis was described. His-

tological and histochemical staining techniques were used on
historesin preparations, analyzed with the light microscope
as well as ultrathin preparations embedded in '"Spurr" and
observedwith the transmission electron microscope.

Through mitosis, spermatogonia A develope into
spermatocytes I that, through meiosis, are transformed into
spermatids. This process is called spermatogenesis.

The end form acquired by the sperm cell is the con-
sequence of citodifferentiation of the spermatides rohose
shape initially is spherical and, at the end, slighthy elon-
gated.

Sperm cells grow towards the interior of the cysts in
a synchronic way, probably helped by the desmosome like
structures that bind one spermatocyte to another.

Mature sperm cells have no acrosome and flagellum,
and show a spike formed by fibrils that give them flexibility
during fertilization.

Supporting cells are closely associated to germ
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cells, from the most primitive stages, and they show
evidences of intense cytoplasmic activity throughout sperm

maturation.
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OBJETIVOS

Tendo em vista a carencia de informagoes acerca da mor
fologia tecidual dos testiculos o objetivo principal deste
trabalho € contribuir para a analise dos aspectos estruturais

e ultra-estruturais da espermatogenese de Macrobrachium ro-

senbergii.

No presente estudo sera dado enfoque nos seguintes to-

picos:

1. Estudo histolégico dos testiculos bem como analise
estrutural e ultra-estrutural das celulas germina-
tivas ao longo da espermatogénese.

2. Estudo estrutural e ultra-estrutural do comporta-
mento nuclear (compactagao cromatinica) ao longo da

espermatogenese.
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1. INTRODUGAO

O camarao da Malasia "gigante da Malasia', Macrobra-

chium rosenbergii e um crustaceo pertencente a familia Palae-

monidae, da ordem Decapoda, nativa das regiaes tropicais e sub-
tropicais Indo-Pacificas (LING,1969; VALENTI,1986).

A familia Paleomonidae encontra-se distribuida por to-
dos os continentes, com seus representantes vivendo principal
mente em égua saloba e doce (HOLTHUIS, 1952).

Esta familia e constituida por quatro sub-familias:
Typhlocaridinae, Pantonunae, Euryhynchinae e Palaemonidae,
sendo que somente as tres ultimas ocorrem no Brasil (GOMES-
CORREA, 1977).

A sub-familia Palaemonidae € a mais expressiva delas,
com sete géneros e vinte e tres espécies descritas no Brasil
(GOMES - CORREA, 1977).

0 género Macrobrachium e representado por aproximada-

mente cento e vinte espécies, sendo que cinquenta sao encon-
tradas na America Latina. No sul do Brasil o género Macro-
brachium € o mais representativo desta familia, com vinte e
seis especies, todas de égua doce, sendo que a maioria desova
em agua saloba (HOLTHUIS, 1952).

0 Macrobrachium rosenbergii, vive em diferentes ambi-




entes de égua doce e égua saloba, como nos rios que sofrem
influencia das marés, nos reservatorios de aguas e canais de
irrigagao.

Os jovens e adultos habitam os fundos dos rios, lagos,
estuérios, permanecendo escondidos sob pedras e plantas du-
rante o dia. Tem habitos noturnos, saindo a noite de seus es
conderijos para a caga, a busca de alimentos e o acasalamen-
to. Devido ao seu tamanho, abundancia e valor economico tem
sido objeto de muitos estudos cientificos.

As espécies que mars se destacam no sul do Brasil sao:

Macrobrachium acanthurus, Macrobrachium carcinus, Macrobra-

chium olfersii e Macrobrachium brasiliense (BOSCHI, 1974).

Tendo sido reconhecida a produgao de camaroes como
uma fonte alternativa de alimentos, varios trabalhos vem sen
do realizados com diferentes espécies.

Ja em 1880 Muller publicou resultados sobre a produ-

gao de pos-larvas de Macrobrachium potiuna em cativeiro

(MULLER, 1880).

Em 1939 a espécie Macrobrachium amazonicum foi intro-

duzida nos agudes do Nordeste com a finalidade de servir de
alimento a peixes carnivoros (Departamento Nacional de Obras
contra as Secas - DNOCS, 1939), tendo sido obtida uma produ-
cao média anual de 2.500 t (PAIVA, 1980).

Aos poucos foram sendo realizados mais estudos tecni-
cos sobre o cultivo de espécies de interesse comercial como

Macrobrachium carcinus (SOARES, 1956), seguidos de descrlgBes

de sua biologia (COELHO, 1963).



0 cultivo de Macrobrachium rosenbergii, foi 1iniciado

em 1961 (LING, 1961) por pesquisadores da Malasia e em 1965
pelo Havai (FUJIMURA, 1965), que em 1977 exportou pos-larvas
adquiridas pelo Departamento de Oceanografia da Universidade
Federal de Pernambuco (COELHO, 1982). Visava-se tentar a acli
matagao desta espé01e, com o objetivo de realizar cultivos
comerciais adequados as condigaes brasileiras. Surgia assim

0 Macrobrachium rosenbergii como uma fonte alternativa de ali-

mento, por ser um dos poucos crustaceos comestiveis de agua
doce de indiscutivel valor econamico; a viabilidade de sua
exploracao zootecnica foi confirmada por ZIMMERMANN (1986).

Ja se reconheceu a necessidade de um conhecimento
mais aprofundado sobre a biologia desta espé01e, principal-
mente das ganadas, dos ovos e das larvas, o0 que vem sendo
realizado, Jé gue a espécie e muito apreciada no mundo todo
(COELHO, et al, 1981).

Poucos séo, entretanto, os trabalhos que abordam os
aspectos estruturais e ultra-estruturais da ganada masculina.
Dougherty e Sandifer (1984) realizaram estudos da gonada mas
culina ao longo dos cordoes seminiferos, reportando-se ape-
nas as jungoes das celulas germinals e células sustentacula-
res.

SAGI, et al. (1988) estudaram os tres tipos de machos

de Macrobrachium rosenbergii, o de pata branca, pata laranja

e pata azul, relacionando os morfotipos com 0s estoques de
esperma.

PAPATHANASSIOU e KING (1984) estudaram o processo de
citodiferen01agéo de espermétide ate espermatozéide (esper-

miogénese), em Palaemon serratus.




Consideramos a carencia de informagoes acerca de mor-
fologia tecidual da ganada masculina (testiculos) e o pro-
cesso de maturagéo ao longo do epitéllo germinal. Assim o
objetivo principal deste trabalho e contribuir para a anali-
se estrutural e ultra-estrutural da espermatogénese de Macro-

brachium rosenbergii para um melhor entendimento da biologia

desta especie.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL
2.1.1. CARACTERIZAGAO

0 Macrobrachium rosenbergii (DE MAN) caracteriza-se

como crustaceo por ter um exo-esqueleto quitinoso impregnado
de sais de calcio revestindo o corpo, dividido em céfalo—té
rax e abdomen.

Os segmentos cefalicos sao cinco, apresentando dois
pares de antenas e tres pares de apéndices bucais.

Tem olhos pedunculados e compostos na cabega e oito
segmentos toraxicos, todos com apendices, sendo tres pares
de maxilipedes e cinco pares de patas, sendo portanto desig
nados de Decapoda (LING, 1969; CAVALCANTI, 1986).

A familia Palaemonidae a qual pertence o Macrobra-

chium rosenbergii caracteriza-se por apresentar o 2¢ par de

perelépodos bem mais desenvolvido que o primeiro, sendo mais
compridos e mais robustos. 0 2?2 segmento do pleon tem a sua
pleura recobrindo as pleuras do primeiro e do terceiro seg-
mento e a secgao do ultimo segmento (XIX) abdominal antes do
telson, mostra a fase superior do tergito arredondada e 1li-
sa; alem disso apresenta o primeiro par de antenas com tres

apendices filiformes, sendo os dois externos, reunidos na ba



se. A mandibula é distintamente bipartida e quase sempre mu-
nida de palpos € nenhum dos perelépodos apresenta epipéditos.

A espécie foi determinada segundo LING (1969) exis-
tindo as variedades de morfotipos: pata branca, pata laranja
e pata azul (KURIS, et al, 1987). O presente trabalho usou

apenas o pata azul.

2.1.2. OBTENGAO DO MATERIAL

Machos adultos de Macrobrachium rosenbergii foram co

letados numa fazenda de cultivo, no municipio de Biguagﬁ,
distante 30 km de Florianépolis, Santa Catarina, durante o
ano de 1989. Utilizou-se para a pesca a rede de arrasto.

Apés a captura foram selecionados 20 machos reprodu-
tores (pata azul) de cada vez, sendo utilizado um total de
60 exemplares para a analise do presente trabalho.

O critério adotado com maior seguranga na determina-
gao do sexo foi a observagao do 2? par de patas natatorias
(pleépodos), onde observa-se o protopédlto, o exopédito e o
endopodito, dotado de um apendice interno e do apendice se-
xual masculino, que auxilia na copula (Prancha I).

Em seguida, com o auxilio de uma régua milimetrada,
procedeu-se a medigéo de cada exemplar: o tamanho medio foi
25 cm de comprimento. O peso médio foi de 120 gramas.

Apés estes procedimentos, os exemplares foram colo-
cados em caixas de isopor, com capacidade para 10 litros com
um sistema de aeragao para a melhor oxigenagao da agua, ga-

rantindo assim a sobrevivencia dos animais ate sua chegada



PRANCHA I

A. Morfologia externa de Macrobrachium rosenbergii. (Va-
LENTE, 1986).
Vista lateral.

B. Detalhe da estrutura basica dos pleépodos ou apéndi—
ces natatorios, mostrando a diferenga entre os sexos.
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ao Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) em Itacorubi-Florianopolis, onde foram
conservados em tangques de cultivo e dal coletados mensalmen-

te.

2.2. METODOS

2.2.1. OBTENGAO DAS GONADAS MASCULINAS PARA MICROSCOPIA

6PTICA

No laboratorio os exemplares vivos utilizados foram
insensibilizados previamente pelo frio (-42C) sendo logo apos
dissecados ao mlcroscépio estereoscépio Zeiss.

Foi feita uma i1ncisao longitudinal na linha mediana
dorsal da carapag¢a com posterior afastamento 1lateral desta
(Prancha II).

Os testiculos, que estao localizados no cefalotérax,
com os dois tergos anteriores recobrindo o hepatopancreas e
0 ter¢o posterior sob o coragéo, estando no total, compreen-
didos na regiéo entre o estGmago e a margem posterior do ce-
falotorax, sob o tubo digestivo, foram removidos e com O uso
de uma gilete obtiveram-se fragmentos de tecido com dimen-
soes de 1 x 1 mm para microscopia 6ptica e microscopia ele-

tronica.

2.2.2. FIXACAO E INCLUSAO

Os fragmentos de testiculos foram colocados na solu-
gao fixadora de formaldeido a partir de paraformaldeido sen-
do:

Paraformaldeido 0,5 g



PRANCHA II

Detalhes da dissecagao do cefalotorax de Macrobrachium ro-
senbergii indicando a posigcao dos testiculos.

A. Vista lateral

B. Vista dorsal
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Tampao fosfato 0,2 M 25 ml
Sol. Sat. NaOH 2 gotas
Cloreto de calcio 25 mg
Agua destilada 20 ml.

Preparo da mistura:

12 Aquecer a égua com o paraformaldeido a 60¢C.

22 Retirar do fogo e acrescentar 2 gotas de soda
(NaOH), agita-se ate ficar uma solugao cristalina.

3¢ Acrescentar o cloreto de calcio dissolvido no tam
pao fosfato 0,2M.

42 Filtrar a mistura.

Obs: Esta mistura deve ser preparada no momento de usa-la,
pois seu tempo de vida Util e curta, formando preci-

pitado, quebrando a estabilidade da mesma.

Os fragmentos de testiculo permaneceram durante 4 ho
ras numa solucao fixadora. Em seguida foram lavados 2 vezes
com tampao fosfato 0,2M e pH=7,2 por 15 minutos para cada ba
nho. Em seguida foram desidratados em uma serie crescente de
etanois de 50% ate 100%, sendo 2 trocas de 15 minutos a tem-
peratura ambiente para cada etanol.

Como utilizamos para o preparo de nosso material a
resina plastica, Glicolmetacrilato (GMA) (ARNOLD, 1975) pude
mos verificar as vantagens do uso deste metodo sobre os me-
todos usuais como parafina e paraplast tais como: processa-
mento mais répido, cortes semi-finos, melhor resolugéo ao mi

croscopio optico, infiltragao e polimerizagao a temperatura
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ambiente, bem como menor dlstorgéo e artefatos, o que podera
ser comprovado a medida que descrevemos a tecnica e apresen-
tarmos os resultados.

Logo apos foi realizada uma pré—infiltragéo dos frag

mentos de testiculo usando-se uma mistura de etanol 100% -

H

10 ml e GMA (Solugao infiltragao A) - 10 ml durante 2 horas

a temperatura ambiente.

Preparo da Solucao de infiltracao A:

- Historesina (liquida) 50 ml

- Ativador (po) 0,5 g

Apés a remogéo dos fragmentos de testitulos da solu-
géo de 1nf11trag50 A estes permaneceram por 12 horas (em

"overnight") numa solucao de infiltracao.

Removidos da solugao de infiltragao procedeu-se a 1n
~ ‘et +
clusao dos mesmos em moldes plasticos contendo - 1 ml da so-

lugéo de inclusao formada por uma mistura de:

- Solugao de infiltragao A 15 ml

- Acelerador (endurecedor) 1 ml

A pollmerizagéo ocorre de 1 a 2 horas a temperatura
ambiente.

Foi utilizado para a confeccao dos cortes o microto-
mo manual de parafina e as usuais navalhas de ago, obtendo-se
cortes com espessuras de 3 micrometros.

Estes foram distendidos em um recipiente de vidro

com agua a temperatura ambiente.
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Foram secos em estufa a 602C durante 15 minutos para
maior aderéncia dos cortes a lamina.

Os fragmentos de testiculos assim processados foram
submetidos as coloragSes por Hematoxilina-eosina, PAS e Go-
mori com a finalidade de se estudar a histologia do epitelio

germinal bem como a basofilia nuclear das celulas germinais.

2.2.3. COLORAGAO HEMATOXILINA-EOSINA (CAMARGO, 1979) MODI-

FICADO

Os cortes foram submetidos a uma bateria de alcoois
em ordem decrescente (100% ate 70%) até a lavagem em égua
corrente durante 5 minutos. Depois de serem colocados em con
tato com hematoxilina de Harris durante 8 minutos, foram la-
vados em égua corrente por 5 minutos para uma melhor acentua
géo do tom do corante. Em seguida, depois de 2 banhos com
égua destilada foram contra-corados com eosina por 15 minu-~
tos. Como a eosina utilizada foi a eosina amarela e portanto
nao a indicada para a da tecnica historesina (eosina Y) fize
mos uma modificagao. Logo apés a remogao da lamina da eosina,
esta foi colocada em uma solugao aquosa acidificada a 1%
(acido acetico glacial) durante 2 minutos para uma melhor
acentuacao e diferenciagao do corante. Em seguida apos rapi-
da passagem em alcool 100% (2 vezes) e -xilol, foi realizada

a montagem sob laminula com entelan.

2.2.4. TESTE DO PAS (PEARSE, 1968)

Os cortes hidratados, foram oxidados pelo acido pe-
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riodico 0,4% por 30 minutos em estufa a 56°C. Apos serem la-
vados em égua corrente por 5 minutos foram colocados em 3 ba
nhos de agua destilada (rapidamente).

Em seguida os cortes foram tratados pelo reativo de
Shiff durante 15 minutos.

Decorrido esse tempo os cortes foram lavados tres
vezes em agua sulfurosa (MELLO e VIDAL, 1980) durante 3 mi-
nutos com a finalidade de se remover as moléculas do reativo
excedentes e nao ligadas ao substrato. Depois da lavagem em
égua destilada por 5 minutos, desidratadas rapidamente, dia-

fanizadas, montadas sob laminula com entelan.

2.2.5. TRICROMICO DE GOMORI (1952)

Os cortes preparados foram imersos em hematoxilina de
Harris durante 8 minutos para coloragao dos nucleos. Apés
lavagem em égua acidificada 1% (écido acetico glacial) duran
te 2 minutos foram transferidos para o tricromico de Gomori
durante 20 minutos. Em seguida foram transferidos para uma
solugao de égua acidificada a 1% para diferenciagao e "acen-
tuagéo" do corante. Apés répida passagem em alcool 100% e xi

lol foram montadas sob laminulas com entelan.
2.3. PREPARO DOS TESTICULOS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA

2.3.1. FIXAGAO

Os fragmentos de testiculos foram colocados em uma
solucao fixadora de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato

0,1M, pH=7,2 a 42C durante 1 hora e 30 minutos.
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Preparo da solugao fixadora:

- Glutaraldeido 25% 2,24 ml
- Sacarose 0,684 g
- Tampao fosfato 0,1M 20 ml

Apos remogao da solugao fixadora, os fragmentos de
testiculos permaneceram durante 15 minutos em 3 banhos de tam
pao fosfato 0,1M, pH=7,2 a 4°C.

Em seguida foi realizada uma pés—flxagéo durante 1
hora com tetroxido de osmio a 1% a 4°C, lavagem com NaCl 0,1M,
2 banhos de 5 minutos cada a 4°2C e removido para uma solugéo
aquosa de acetato de uranila 1% a 42C por um periodo de 18

horas, para contrastacao dos mesmos.

2.3.2. DESIDRATAGAO E INCLUSAO (SPURR, 1969)

Apés a des1dratag§o dos cortes a temperatura ambien-
te em uma serie de alcoois crescentes (70% - 100%) sendo 2
banhos de 10 minutos para cada alcool, foram embebidos em
uma mistura de alccol 100% com acetona P.A. durante 10 minu-
tos numa proporcao de 1:1 a temperatura ambiente. Em segui-
da foram removidos para acetona P.A. durante 45 minutos e,
logo apos, transferidos para uma mistﬁra de acetona com re-
sina Spurr durante 1 hora numa proporcao de 2:1. Em seguida
permaneceram durante 1 hora e 30 minutos em Spurr sendo rea-
lizadas 2 trocas. ApOs uma ultima embebicao em Spurr durante
1 hora, foi realizada a emblocagem dos fragmentos de testi-
culos, em moldes plésticos por um periodo de 24 horas em es-

tufa a 709C ate completa polimerizagao.



Preparo da resina Spurer:

12 Vinycyclohexene dioxide VCD 5,0 ml
22 Diglycidyl ether polypropilenoglycol DER 3,0 ml
32 Nonenyl succinic anhydride NSA 13,0 ml
42 Dimethilaminoethanol DMAE 0,2 ml
Procedimento: Para preparar a mistura usa-se uma proveta

graduada e medem-se os 5 ml de VCD em seguida os 3 ml de DER
e 0s 13 ml de NSA, com uma pipeta graduada para 0,2 ml de DMAE.
Em seguida com um bastao de vidro durante aproximadamente 30
minutos agitamos a mistura até torna-la homogénea. Em segui-

da usa-se uma seringa pléstica para guardé—la em freezer.

2.3.3. OBTENGCAO DE CORTES ULTRA-FINOS

Cortes ultra-finos de aproximadamente 50 a 70 nm de
espessura, apresentando coloragéo levemente dourada, segundo
a escala de cores de 1interferencia proposta por PEACHEY (1958),
foram obtidos no ultramicrotomo Porter-Blum MT,-B (Sorvall)
com navalhas de vidro.

Estes cortes foram colhidos em telas de cobre de 200
mesh e contrastados em solugao aquosa de acetato de uranila
a 1% por 30 minutos a temperatura ambiente (WATSON, 1958). De
pois de répida lavagem em 3 banhos de égua destilada e seca-
gem os cortes foram colocados na superfi01e de uma gota de
solucao de Reynolds durante 5 minutos a temperatura ambien-
te, e dentro de placa de Petri selada, onde grande parte do
d1oxido de carbono é absorvido por pastilhas de hidroxido de

sodio. Posteriormente as telas foram lavadas em 2 banhos de
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égua destilada e repousaram durante 10 minutos para secagem.

Solucao de Reynolds:

- Nitrato de chumbo P, (NO3)p 1,33 g
- Citrato de sodio Nag(CgH 0 .)2H,0 1,76 g

- Agua destilada aquecida previamente 30 ml

Preparo da solucao Reynolds:

Depois de agitar fortemente e deixar em repouso 1in-
tercalando durante 30 minutos, adicionar a solugéo 8 ml de
hidroxido de sodio (NaOH) normal e completar para um volume

de 50 ml com égua destilada.

2.4. OBSERVAGAO E FOTOGRAFIAS

As laminas histolégicas foram observadas e fotogra-
fadas em microscopio Carl Zeiss e maquina Winder M.35 e em
filme Kodacolor II, 100 ASA (135).

A observagao dos cortes ultra-finos nas telas se deu
em micfoscépio eletronico de transmissao Philips EM-300,
operado em 80 KV, do Centro de Microscopia Eletronica da Uni
versidade Federal do Parana em Curitiba.

As eletromicrografias foram obtidas em filme Fuji
(Fuji-Electron-Microscopy Film-FG).

A revelagao e ampliagao para a obtengao de eletromi-
crografias ocorreu no laboratorio fotografico do Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana. O

papel utilizado foi Kodabromide RC-F4.



3. RESULTADGS

3.1. ORGANIZAGAO TECIDUAL DOS TESTICULOS

Os testiculos de Macrobrachium rosenbergii se locali-

zam no cefalotorax com os dois tergos anteriores recobrindo o
hepatopéncreas e o tergo posterior sob o coragao, estando com
preendidos entre o estamago e a margem posterior do cefaloto-
rax, sob o tubo digestivo. Sao bilobados, sendo os lobos alon
gados esbranquigados unidos em sua terminagao anterior forman
do estruturas em forma de V que estemdem da parte antero-ver-
tical do estOmago até a postero central do coragio, se_dispon
do acima do hepatopancreas e abaixo do coragao (CHOW et al, 1982).

A analise dos cortes histolégicos com 3 micrometros
(inclusao em historesina) e dos cortes semi-finos com 50 a 70
namometros de espessura (inclusao em Spurr) revelaram a pre-
senca de uma fina capsula de tecido conjuntivo, rica em fibras
conjuntivas e fibroblastos que envolve o epitélio germinal
(figs. 1, 8 e 9).

Os espermatozéldes se desenvolvem ao nivel dos cor-
does seminiferos e estao distribuidos livremente no interior
de cistos por toda a area testicular (fig. 1).

No interior dos corddes seminiferos encontram-se ce-

lulas germinativas em diferentes estagios de diferenciagao
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(figs. 2, 3, 6, 8 e 11) bem como celulas em varias fases de
divisao (fig. 2 a 7).

Os espermatozéldes presentes nos cistos, parecem flu-
tuar livremente na luz dos cordoes (fig. 1).

As celulas sustentaculares s&o frequentes nos cordoes
seminiferos, apresentando um nucleo claro e citoplasma amplo.

(fig. 8, 14).

3.2. ASPECTOS MORFOLOGICOS DAS CELULAS GERMINATIVAS
3.2.1. ESPERMATOGONIAS

Nos cordoes seminiferos estas celulas podem ser clas-

sificadas como espermatoganias A e B.

3.2.1.1. ESPERMATOGONIAS A (fig. 3)

Sao celulas que resultam de divisao mitotica das es-
permatoganias B. Crescem tornando-se muito volumosas e passam
a chamar-se de espermatéclto I (primério), ou podem ser con-
siderados os espermatécitos I em estégios pré-leptoteno.

0 nﬁqlgp apresenta-se claro, com cromatina que pode
estar aderida ou nao ao envoltorio nuqlear em grumos grossei-
ros. O nucleo e arredondado e volumoso e o citoplasma e pouco
corado, tanto pela hematoxilina-eosina quanto pelo Gomori ten

do reagao negativa com o teste do PAS.

3.2.1.2. ESPERMATOGONIAS B (figs. 3, 5 e 8)

Estas celulas estao distribuidas ao longo dos cordoes

seminiferos, mais proximas a porgao externa. Sao celulas ini
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cialmente cubicas com citoplasma pouco distinto, que nao so-
frem transformagaes, com o nucleo apresentando-se alongado ou
ovoide. A cromatina e organizada em grumos grosseiros aderi-
dos a carioteca bem contrastados pela hematoxilina e trlcraml
co de Gomori, nao apresentado nenhuma reagéo positiva com o

teste do PAS,

3.2.2. ESPERMATOCITOS

Sao celulas que se caracterizam pelos diferentes graus

de compactagao de seus nucleos.

3.2.2.1. ESPERMATOCITO I OU PRIMARIO (figs. 3, 4, 5 e 8)

Sao celulas volumosas que resultam de um periodo pre-
leptoteno, iniciando a 12 divisao meiétlca, entrando portanto
no estégio leptoteno, onde o nacleo e esferico, grande e apre
sentando a cromatina aderida ao envoltorio nuclear com grumos
grosseiros mais centrais. Provavelmente, por ser a préfase da
diviséé meiotica um periodo muito longo, encontramos um maior
numero de celulas neste periodo e no estagio leptoteno. Obser
vamos que as celulas que apresentam-se num estégio mais ini-
cial ou seja pré—leptoteno, tem um nucleo volumoso e claro
com a cromatina menos compactada. A medida gue avanga 0 pro-
cesso de divisao, a cromatina torna-se mais compactada e os
nucleos tornam-se mais escuros, contrastando com o citoplasma
pouco acidofilo.

Nos estégios mais avangados da préfase nao foi possi-
vel sua identificagéo. Entretanto em cortes corados com hema-

toxilina-eosina e tambem com tricromico de Gomori e possivel
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distinguir entre um espermatécito I no estégio leptoteno e um
no pré-leptoteno (espermatogonia A).

Os espermatécitos I com uma maior compactagao da cro-
matina, coram mais intensamente com a hematoxilina, que por
ser um corante de carater bésico, tem grande afinidade com os
grupos acidos da molecula do DNA, revelando assim uma maior baso
filia nuclear. O citoplasma destas celulas cora-se mais com a
eosina, que por ser um corante acido, liga-se com o0s grupos
bésicos, adquirindo assim uma coloragéo levemente rosa. O mes
mo € valido para o tricromico de Gomori, onde o citoplasma e
corado em verde pelo verde-luz, permitindo assim uma melhor
1dentiflcagao desta celula em diferentes estégios (figs. 2,8,
11, 12 e 13) observando-se portanto um citoplasma distinto e
reduzido quando comparado com o volume do nucleo.

As reagSes PAS, usadas para detectar a presenga de
glicoproteinas foram negativas, pois nao houve reagao do
Shiff ao nivel destas. Observamos entretanto a presencga de
grumos esparsos de glicogénio ao nivel de vasos hemolinfati-

cos dispostos entre os cordoes seminiferos (fig. 15).

3.2.2.2. ESPERMATOCITO II OU SECUNDARIO

Sao celulas resultantes da 12 divisao meiética, por-
tanto, encontrando-se na 22 divisao da meiose, sendo assim cé
lulas menores gque o espermatécito I.

Por ser a 22 diviszao meiodtica um processo répido, 0s
espermatocitos II foram infrequentes ao nivel do epitelio ger
minal.

Nos cortes corados pela hematoxilina-eosina o tricro-
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mico de Gomori, o nucleo se apresentou fortemente corado pela
hematoxilina e tricromico de Gomori, tornando-se escuro e bem
evidente. Ja ha nesta fase uma maior compactagéo da cromatina,
a forma do nucleo sendo esférica, com um citoplasma pouco co-
rado pela eosina, sendo levemente acidéfllo, e corado em ver

de pelo tricromico de Gomori (figs. 2 e 11).

3.2.3. ESPERMATIDES (figs. 3, 4, 6 e 16)

Apresentam durante o processo decitodiferenciagao, mu-
dancas marcantes em sua forma, desde esfericas ate alongadas.

O citoplasma e distinto e acidofilo. O nucleo & esfé-
rico e excéntrico, homogéneo e escuro, com a cromatina bem
compactada.

As espermétides, em fases mais adiantadas do processo
de citodiferenciagao (fig. 2), encontram-se proximas a luz ou
presentes nesta com o nucleo eliptico ate atingir a forma de

taga com grande quantidade de citoplasma em seu interior.

3.2.4. ESPERMATOZOIDE (Figs.9 e 10)

Sao celulas com nucleo em forma de taga com a croma-
tina bem compactada, corada fortemente pela hematoxilina, tri
cromico de Gomori e apresentando reagao negativa ao PAS a ni-
vel de nucleo. Da base do nucleo projeta~se uma estrutura pon
tiaguda ou "spike" com funcgao similar a do flagelo dos esper-
matozoides de mamiferos, apresentando tambem reagaoc negativa
a0 teste do PAS e coradas em verde pelo Gomori e em rosa pe-
la eosina.

Estas celulas flutuam livremente na luz dos cistos (fig.1l).
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3.3. ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DAS CELULAS GERMINATIVAS

3.3.1. ESPERMATOGONIAS (fig. 17)

3.3.1.1. ESPERMATOGONIAS A

As espermatogonias sao celulas volumosas, com O nu-
cleo oval ou esférlco, com um nucleoplasma claro, mostrando
uma fina textura granulo-filamentosa devido a pouca compacta-
950 do material cromatinico, nao sendo portanto contrastado com
o acetato de uranila. Apenas certas reg15es apresentam grumos
mals compactados, devido ao contraste com o acetato de uramla.

O citoplasma dessas celulas apresenta grande quantida
de de organelas,comOInitocandrias e ribossomos. 0 reticulo
endoplasmético ¢ bem desenvolvido com aspecto tubular, for-
mando cordoes no citoplasma. As mitocondrias iniciam sua po-
larizagao. Observa-se que os corpos destas celulas sao rodea-

dos pelo citoplasma.

3.3.1.2. ESPERMATOGONIAS B

As espermatoganias B sao celulas menores que as es~
permatoganias A e repousam sobre a membrana basal dos cordoes
seminiferos. O nucleo com aspecto aproximadamente triangular,
tem o material cromatinico bem compactado e portanto, contras
tado pelo acetato de uranila, mostra poucas regiaes claras,
com cromatina menos compactada. O citoplasma e pouco distinto
com poucas organelas membranosas (fig. 19).

Observa-se também uma espermatogonia B em metafase da

mitose (fig. 18).
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3.3.2. ESPERMATOCITO

Os espermatocitos se caracterizam por serem celulas
com nucleo geralmente arredondado, podendo ter forma irregu-
lar, estar em divisao meiotica e apresentar diferentes graus

de compactagao de seu material nuclear.

3.3.2.1. ESPERMATOCITO I OU PRIMARIO

Os espermatécitos primérlos, formam as celulas mais
frequentes no epitéllo dos cordoes seminiferos.

Isto se deve ao fato de ser a préfase da meiose mui-
to longa em relacgao as demais fases da meiose.

Os espermatécitos I recem-formados encontram-se numa
interfase pré—meiética seguida de uma préfase da primeira di
visao da meiose, sendo o grau de compactacgao cromatinico um
ponto de caracterizagao. Sao celulas grandes (volumosas) com
nucleo arredondado, cromatina em diferentes graus de compac-
tagao e envoltorio nuclear apresentando grande quantidade de
complexos de poros. Em certas regioes do envoltorio nuclear
e visivel sua dilatagéo e a presenga de vesiculas intranu-
cleares tanto associadas ao envoltorio nuclear como ao inte-
rior do nucleoplasma (fig. 22).

O citoplasma apresenta desenvolvidas organelas mem-
branosas, particulas poliribossamicas, grande quantidade de
mitocondrias. Em certos espermatocitos ja e visivel a pola-
rizacao das mitocandrlas, bem como o reticulo endoplasmético
na forma tubular e o complexo de Golgi.

Na analise dos resultados dos espermatocitos obser-
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vamos jungoes semelhantes aos desmossomos. Sao jungoes que
ocorrem entre um espermatocito e outro e formam densificacao
do citoplasma nas faces das membranas, sendo que os filamen-
tos citoplasmaticos nao se inserem dentro da densificagao. O
espag¢o intercelular e preenchido com material amorfo. O cor-
po celular dos espermatécitos e envolvido pelo citoplasma das
celulas sustentaculares (f1gs. 20, 21, 23, 24, 25, 26,27, 29
e 38).

Provaveis complexos sinaptonemicos na fig. 26.

3.3.2.2. ESPERMATOCITO II OU SECUNDARIO

Sao celulas muito semelhantes morfologicamente aos
espermatécitos I, mas caracterizam-se por um maior grau de
compactagao de seu material nuclear, formando grandes massas
cromatinicas no nucleoplasma.

O citoplasma apresenta mitocondrias, ribossomos, va-
rias figuras mielinicas e reticulo endoplasmético desorganiza
do, formando filamentos ou estruturas vesiculares (figs. 20

e 21).

3.3.3. ESPERMATIDES

As espermétides sao celulas que sofrem um extenso pro
cesso de citodiferenciagao denominado de espermiogénese para
transformarem-se em espermatozéide.

Estas células resultam da 22 divisao da meiose. Sao
céelulas com nucleo oval ou esférico e que apresentam material

cromatinico mais compactado. O citoplasma apresenta grande
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quantidade de ribossomos, mitocondrias com cristas tubulares
corpos cromatinicos, regioes vesiculares e formagaes concen-
tricas de lamelas aneladas, organizadas proximas ao nucleo.
Observa-se tambem centriolo.

O citoplasma das celulas sustentaculares rodeia as
espermétides, podendo ser observadas, em certas regiaes da
membrana plasmética, vesiculas pinociticas (figs. 31, 32, 33
e 34).

Em estégios mais adiantados do processo ocorrem mo-
dificagoes na forma do nﬁcleo, gue passa de oval para angu-
gular, com a cromatina formando massas compactadas na peri-
feria. Na regiao central ha uma cromatina menos compactada,
com um nucleoplasma claro.

O citoplasma nesse estégio apresenta material membra

noso, vesiculas pequenas e muito material fibrilar (fig. 35).

3.3.4. ESPERMATOZOIDE

0 espermatozéide e uma celula resultante do processo
de citodiferenciagao da espermétide que sofreu varias trans-
formagoes ate atingir um estégio onde o nucleo passou de es-
ferico para angular, terminando com seu material cromatinico
compactado mais proximo a periferia do envoltorio nuclear e
em alguns pontos da regiéo central, apresentando no centro
um nucleopolasma claro. Em fases finais de maturagao do es-
permatozéide o nucleo adquire um formato em taga, com a cro-
matina bem compactada nesta regiao.

O citoplasma que o envolve na regiéo nuclear e escas

so e apresenta muito material fibrilar.
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No polo apical contém vesiculas pequenas e materaial
fibrilar que se distribui por todo o citoplasma. No polo ba-
sal ha a presenga de vesiculas maiores com material granular.
O material amorfo estende-se na base da vesicula granular em

forma de estrutura pontiaguda, denominada "spike'.

Aparentemente o espermatozoide de Macrobrachium ro-

senbergii nao apresenta acrossomo (figs. 36 e 37)

3.4. CELULAS SUSTENTACULARES

Os cortes de 3 micrometros (inclusao historesina) re
velaram a presenga de celulas sustentaculares distribuidas
nos cordoes seminiferos. Sao celulas com nucleo claro, poden
do apresentar grumos de cromatina mais pr6x1mos ao envolto-
rio nuclear, nucleolo bem daistinto, fortemente corado pela
eosina (fig. 8). O citoplasma apresenta-se claro, dificultan
do muitas vezes a distingao entre este e o nucleo. Observa-se
a intima associagéo entre o citoplasma ramificado destas ce-
lulas com o citoplasma das celulas germinais (figs. 4, 7, 8
e 14).

Os cortes ultra-finos das células sustentaculares
nos revelaram uma morfologia muito complexa. Apresentam um
corpo relativamente pequeno com O nucleo frequentemente an-
gular e a cromatina mais aderida ao envoltorio nuclear com um
nucleoplasma claro, apresentando em alguns de seus pontos
massas cromatinicas.

O corpo celular esta preferencialmente localizado na

periferia dos cordoes seminiferos.
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O citoplasma destas celulas e extensivo, passa entre
cada celula germinal e repousa sobre a membrana basal (figs.
19, 28 e 30), apresentando mitocondrias, reticulo endoplasma
tico liso e rugoso e complexo de Golgi. Apresenta tambem gran
des vesiculas aparentemente repletas de material fagocitado

(figs. 28 e 34).

3.5. FIBROBLASTOS

A fina bainha de tecido conjuntivo que circunda cada
cordao seminifero apresenta em toda sua extensao células fu-
siformes caracterizadas como fibroblastos. O nucleo alongado
destas celulas acompanha o aspecto fusiforme das mesmas, po-
dendo ser observadas ao nivel de microscopia optica (figs. 1
e 8).

A microscopia eletronica nos revela tambem um nacleo
alongado, grande, com a cromatina aderida a membrana interna
no envoltorio nuclear. No nucleoplasma observam-se filamen-
tos cromatinicos e regioes de cromatina mais compactada. Ha
a presenga de um ou mais nucleolos geralmente na periferia
do nucleo. O citoplasma que circunda o nucleo € relativamen-
te pequeno mas projeta-se no sentido anterior e posterior a
este, formando prolongamentos e conferindo a estas celulas o

aspecto fusiforme (figs. 28 e 30).
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

Corte longitudinal do cordao seminifero. Fina
bainha de tecido conjuntivo (seta pequena) fi-
broblastos (seta) e cisto (C). Aumento 125x co
loragao HE.

Cordao seminifero com espermat601tos primérios
(Sp), Profase (seta), espermatdcito secundario
(seta pequena), celulas -sustentaculares (S) e
espermatozoide (Sz).

Aumento 500x coloragao HE.
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FIGURA 3. Cordoes seminiferos com espermatogonia A (Sg),
espermatogonia B (seta pequena), espermatoci-
tos primarios (Sp), celula em metafase (seta),
espermatides (St).

Aumento 500x coloragao HE.

FIGURA 4. Cordoes seminiferos com espermatécitos prima-
rios (Sp), espermatides (St), células susten-
taculares (S) e celula em inicio metafase (se
ta).

Aumento 500x coloragao HE.
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FIGURA 5.

FIGURA 6.

Cordoes seminiferos com espermatogania B (seta
pequena), espermatogonia A (Sg), espermatoci-
tos primarios (Sp), espermatides (St) e celula
em Metafase (seta).

Aumento 500x coloragao HE.

Cordoes seminiferos com espermatoganlas B (se-
ta pequena), espermatocitos primarios (Sp), es
permatides (St) e célula em telofase (seta).
Aumento 500x coloracgao HE.
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FIGURA 7.

FIGURA 8.

Cordoes seminiferos com espermatogania B (seta
menor), espermatocitos primarios (Sp), celulas
sustentaculares (S) e celula em telofase (seta).
Aumento 500x em coloracao HE.

Corddes seminiferos com fina bainha de tecido
conjuntivo (seta pequena), fibroblastos (seta
grande), espermatogonia B (seta fina), esperma
tocitos primarios (Sp) e células sustentacula-
res associadas a espermatocitos (S).

Aumento 500x coloragao HE.
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FIGURA 9.

Cordoes seminiferos com cépsula de tecido con-
juntivo (seta pequena), fibroblastos (seta
grande), espermatozéides (seta fina), celula em
profase (Cp).

Aumento 500x em coloracao HE.

Teste do PAS + hematoxilina

FIGURA 10. Cortes de cordoes seminiferos ao nivel dos cis-

tos, espermatozoides (seta fina), grumos de
glicogenio (seta cheia).
Aumento 500x.
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FIGURA 11. Coloragao Tricromico de Gomori. Corddes seminl
feros com espermatogonia B (seta pequena), es-
permatocitos primarios (Sp), espermatocito se-
cundario (seta grande) e espermatides (Sp).
Aumento 500x.

FIGURA 12. Coloragao Tricromico de Gomori.Cordoes semini
feros com espermatogania B (seta pequena) es-
permatocitos primarios (Sp) e células ésusteg
taculares (S).

Aumento 500x.
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FIGURA 13.

FIGURA 14.

Coloragao tricromico de Gomori. Cortes de cor-
ddes seminiferos com espermatogania B (seta pe
quena), espermatocitos primarios (Sp) e esper-
matides (St).
Aumento 500x.

Teste de PAS + hematoxilina
Cortes de cordoes seminiferos com espermatoga—
nias A (Sg), espermatogonia B (seta pequena),
espermatécitos (Sp), celulas sustentaculares
(S), cisto (C) e espermatides (St).
Aumento 500x.
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FIGURA 15. Glicogenio ao nivel de vasos hemolinfaticos (se
ta cheia), espermatocitos primarios (Sp).
Aumento 500x.
Reagao de PAS + hematoxilina.

FIGURA 16. Espermatogania A (Sg), espermatocitos primé—
rios (Sp), célula em metafase (seta grande), es
permatides (St).

Aumento 500x coloracgao HE.
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FIGURA 17. Espermatogonias A, Nucleo (N), cromatina com-
pactada (Cr) mitocondrias (M), reticulo endo-
plasmatico (Re), e membrana basal (seta).
Aumento 9.900x.
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FIGURA 18. Espermatoganla (Sg), em metafase da mitose.
Aumento 10.208x.
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FIGURA 19. Celulas sustentaculares. Nucleo (N), evagina-
cao da membrana plasmética (seta), Complexo
Golgi (G) extensivo, citoplasma (seta), e ce-
lula espermatogonia B (Sg).
Aumento 10.208x.
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FIGURA 20. Espermatécito Secundario mostrando o adianta-
do grau de compactacao da cromatina (Cr), en-
voltorio nuclear (seta), reticulo endoplasma-
tico (Re) e citoplasma de celulas sustentacu
lares (S). Espermatocito I (Cl), mitocondrias
(m), polissomos (seta pequena).

Aumento 21.204 x.
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FIGURA 21.

Espermatécitos mostrando diferentes graus de
compactagéo da cromatina. Espermatécito em
pre-leptoteno (Sg), espermatocito em leptote-
no (Sp) e espermatocito secundario com mate-
rial membranoso (seta).

Aumento 17.856 x.
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FIGURA 22. Espermatocito primério em profase I. Nucleo
(N), cromatina compactada (Cr), vesiculas in
tra-nucleares (V), mitocondrias (M), reticu-
lo endoplasmatico (Re), e polissomos (seta).
Aumento 31.248 x.
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FIGURA 23. Espermatocito primario. Nucleo (N), cromatina
compactada (Cr), vesicula associada ao envol-
torio nuclear (V), mitocondria (M) e polisso-
mos (seta pequena) e poros nucleares (seta).
Aumento 18.414 x.
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FIGURA 24. Espermatocito primario profase I. Nacleo (N),
complexo de poros (seta), mitocondrias (M) e

citoplasma de celulas sustentaculares (S).
Aumento 13.079 x.
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FIGURA 25.

Espermatocitos primarios em profase I. Nucleo
(N), envoltorio nuclear (seta), complexo de
Golgi (G), mitocondrias (M), reticulo endo-
plasmatico tubular (Re).

Aumento 11.997 x.
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FIGURA 26.

Espermatécito prlmério em préfase I. Nucleo
(N), envoltorio nuclear (seta), mitocondrias
(M), reticulo endoplasmatico (Re) e celula

sustentacular (S), complexos sinaptonémicos
(seta fina).

Aumento 10.208 x.
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FIGURA 27.

Corte tangencial de espermatocito primario.
Nucleo (N), complexo de poros (Cp), mitocon-
diras (M), complexo de Golgi (G), reticulo
endoplasmatico granular (Re) e jungoes seme-
lhantes a desmossomos (seta).

Aumento 38.512 x.



¢

agw Fiog,



47

FIGURA 28.

Celulas sustentaculares (Nucleos), cromatina
compactada (Cr), nucléeolo (Nu), citoplasma com
grandes vesiculas de material (seta pequena),
mitocondrias (M), tortuosidade da membrana
plasmatica (seta) e fibroblastos (seta fina).
Aumento 21.888 x.
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FIGURA 29. Espermatécitos (Sp), Jjungoes semelhantes

desmossomos (seta), complexo de Golgi (G),
reticulo endoplasmatico (Re) e extensivo ci-

a

toplasma de células sustentaculares (s).
Aumento 63.612 x.
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FIGURA 30.

Fibroblastos. Nucleo (N), Nucleolos (Nu), en-
voltorio nuclear (seta) e reticulo endoplas-
matico (Re).

Aumento 21.888 x.
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FIGURA 31. Espermétide. Nucleo (N), corpos cromatinicos
(Cc), mitocondrias (M), vesiculas (V), polis-
somos (seta) e reticulo endoplasmatico (Re).
Aumento 21.888 x.
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FIGURA 32. Espermatide. Nucleo (N), mitocondrias (M), la
mela anelada (La) e polissomos (seta).
Aumento 37.620 x.
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FIGURA 33. Espermatide. Corpos cromatinicos (Cc), lamela
anelada (La) e canal de pinocitose (seta).
Aumento 37.620 Xx.
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FIGURA 34. Espermatocitos primarios. NGcleo (N), cromati
na compactada (Cr), envoltorio nuclear (seta)
reticulo endoplasmatico (Re), espermatide (se
ta pequena) e grande vesicula de material den
so no citoplasma de céelula sustentacular (se-
ta).

Aumento 10.208 x.



, ’ BT




54

FIGURA 35. Espermatide. Nucleo (N), cromatina compactada
(Cr) e material fibrilar (seta).
Aumento 31.860 x.
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FIGURA 36.

Espermatozéide, Nucleo (N), cromatina compac-
tada (Cr), vesiculas pequenas (Vp), vesicula
granular (Vg), citoplasma amorfo (Ca), mate-
rial fibrilar (seta pequena) e estrutura pon-
tiaguda (seta).

Aumento 16.872 x.
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FIGURA 37. Espermatozoide. Nucleo (N). Vesicula granular
(Vg), material fibrilar (seta).
Aumento 12.122 x.
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FIGURA 38. Espermatocitos primarios (Sp), Nucleo (N), mi

tocondrias, reticulo endoplasmatico (Re) e es
permatécitos secundarios com grande quantida-

de de vesiculas com material a ser liberado
(seta).

Aumento 9.889 x.






4. DISCUSSAO

4.1. ORGANIZAGAO ANATOMICA E TECIDUAL DOS TESTICULOS DE MA-

CROBRACHIUM ROSENBERGII

As observagaes realizadas em microscéplo 6ptico dos lo
bos testiculares revela que cada lobo e envolvido por uma fina
bainha de tecido conguntivo. Cada lobo e formado por longos e
solidos cordoes semlniferos, lobulados e enovelados, sendo as
paredes destes cordoes seminiferos constituidos por celulas
germinativas. Estes cordoes terminam em cavidades de extremi-
dade cega denominadas de cistos, onde ficam encerrados os es-
permatozéides maduros. A mesma organizagéo e descrita por
Dougherty e Sandifer (1984).

' Na parede dos cordoes seminiferos ocorre a gametogene-
se. A analise destes cordoes nos revelaram que a gametogénese
nao ocorre ao mesmo tempo por todo o cordao seminifero e nem
por ondas ou seja, iniciando-se num determinado ponto e em se-
guida no seguinte ate atingir toda a parede do cordao, COomo

ocorre em Macrobrachium acanthurus (CARVALHO, 1978).

A gametogenese ocorre por regiroes, sendo que e obser-
vado ao mesmo tempo em varios focos da parede dos cordoes semi
niferos. Ha portanto uma diferenga quando comparado a outros
animais como por exemplo mamiferos (JUNQUEIRA & ZAGO, 1982).

A medida que formam-se os gametas, ou espermatozéides,

estes sao langados para a luz dos cistos.
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4.2. CELULAS GERMINATIVAS DE MACROBRACHIUM ROSENBERGII

A produgao de espermatozoides nos corddes seminiferos
ocorre de forma constante. Uma vez atingida a maturidade se-
xual destes camaroes ha uma atividade contlinua nos testiculos
ou seja as células da linhagem germinativa sofrem continuas
divisoes e diferenciagoes ao longo de toda a época reproduti-
va da espécie.

Para a identificagao das células, como espermatogﬁuas,
espermatécitos, espermétides e espermatozéides, utilizamos o
grau de compactacao da cromatina e o volume nuclear, alem de
outras caracteristicas, integrando informagoes obtidas atra-
vés de estudos do material com microscopio optico e eletroni-
co e sua comparagao com informagoes obtidas da literatura pa-

ra outros grupos animais.

4.2.1. ESPERMATOGONIAS

As espermatoganias sao celulas germinativas imaturas,
que se localizam préximas a membrana basal.

Estas células germinativas primitivas sao relativamen
te pequenas, 0 nucleo apresenta uma cromatina com formato ir-
regular, e acumulos grosseiros. Na fase de maturidade sexual
do animal as espermatogonias se dividem continuamente por mi-
tose. As celulas assim formadas podem ser uma fonte de esper-
matoganias, jé que sofrem novas mitoses, pois continuam seme
lhantes a celula mae, enguanto outras se dividem e crescem,

tornando-se maiores que as espermatogonias passando a chamar-
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se de espermatocitos primarios (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1985 e
JUNQUEIRA & ZAGO, 1982).
Estas celulas foram observadas em microscopia 6ptica

e em ultra-estrutura.

4.2.2. ESPERMATOCITOS

Os espermatécltos primérios nos estégios pré—leptotg
no da meiose sao as celulas encontradas com mais frequéncia
nos cordoes seminiferos. Isto deve-se ao fato de ser o esta-
gio de préfase um periodo muito longo enquanto os demais
sao estégios répldos no processo da gametogénese. Os esper-
matocitos I foram infrequentes nos diferentes estéglos da
meiose I, e quando ocasionalmente presentes encontravam - se
entre os espermatécitos pré-leptoteno e as celulas sustenta
culares. Os diferentes graus de compactagao da cromatina sao
tambem parémetros importantes, bem como a presenca de estru-
turas juncionais. Segundo Dougherty e Sandifer (1984) ocorrem
estruturas juncionais entre um espermatéclto e outro, que
sao denominados de "semelhantes a desmossomo'", como pode ser
visto nas figuras 27 e 29. Essas estruturas juncionais seme-
lhantes aos desmossomos provavelmente tem fungao de manter
contato entre um espermatécito e outro.

Tambem foram identificadas estruturas juncionais se-
melhantes aos desmossomos que ocorrem entre um espermatéclto
e outro, com provavel funcao de manter contato entre estes
(figs. 27 e 29). Estas estruturas juncionais semelhantes aos

desmossomos diferem dos desmossomos tipicos denominados de
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macula aderente estudados por Farquhar e Palade (1963), em
varios epitelios de vertebrados, pela presenga de espagos
intra~celulares com uma linha densa central de material den
so, por discreta placa citoplasmétlca disposta paralelamen-
te para o i1nterior de cada uma das celulas e pela presenga

de fibrilas citoplasmatica convergindo em diregao a estas.

4.2.3. ESPERMATIDES

Observou-se nas espermétldes a formacao de um cordao
de citomembranas que terminaram por formarem estruturas con-
centricas chamadas de lamelas aneladas que entrariam na for-
magao do espermatozoide maduro (figs. 32 e 33), (POCHON-MAS-
SON, 1969), sendo provavelmente derivadas do envelope nu-
clear.

A presenga do Complexo de Golgi deve estar relaciona
da com a produgéo de hidrolases usadas durante a perda cito-
plasmatica, ja que na formagao do espermatozoide maduro nao
ocorre a formagao do acrossomo, como descrigao para Palaemon
serratus (PAPATHANASSIOU & KING, 1984).

Segundo Mello e Vidal (1980) o teste do PAS tem como
finalidade detectar os agﬁcares das glicoproteinas acrosso-
mais sendo eficaz na determinagao e caracterizagao de acros-
somo e seletivo para polissacarideos neutros, podendo reagir
positivamente com o glicogénio e acrossomo.

Tem sido demonstrado que proteoglicanas (constituidas
de acido uronico e acetil-hexosaminas sulfatadas ou nao) nao

sao PAS positivas (HOOGHWINKEL & SMITS, 1957). Nos cortes
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de tecido fixado, o acido periodico provavelmente libera ra
dicais aldeidicos somente a partir dos residuos glicosil, ga
lactosil, manosil e fucosil (LEBLOND et alii, 1957) que sao
componentes do gllcogénio e das glicoproteinas.

As proteoglicanas sao PAS negativas porque o trata-
mento rotineiro com o acido periédlco nao promove a oxida-
gao em acido glicuronico e iduronico (SCOTT & HARBINSON, 1969).

Na analise das celulas foram obtidas reagoes nega-
tivas tanto nas espermatides quanto nos espermatozodides. Is
to deve-se ao fato da nao presenga de acrossomo ha formagéo
dos espermatozéides maduros.

O complexo de Golga esta ativo durante o processo de
espermatogénese, mas nos estégios mals tardios do processo
acha-se ausente, segundo MOSES (1961) e HOEHLER (1970), o
que tem sido descrito para alguns decapodes.

A grande quantidade de ribossomos indica a sintese
de proteinas que participaria na forma do material fibrilar
do espermatozéide maduro.

Com a formagao da espermatide termina o processo da
gametogenese e inicia-se um processo de citodiferenciagao
denominado de espermiogénese que comega com a espermétide e
inclui as citodiferenciagoes ocorridas terminando com a for

magao de espermatozoides.

4.2.4. ESPERMATOZOIDE

Os resultados demonstraram que os espermatozoides ma

duros de Macrobrachium rosenbergii sao do tipo modificado e




que se caracterizam por apresentar ausencia de flagelo e do
acrossomo € por apresentarem um nuacleo em forma de taga ou
xicara e uma longa estrutura pontiaguda. Isto deve estar re-
lacionado com o fato dos ovos serem fertilizados imediatamen
te apés serem liberados (PAPATHANASSIOU & KING, 1984).

Uma variedade de tipos de espermatozélde esta presen
te em crustacea e outros grupos animais, segundo Baccetti
(1970) deve existir uma relagio entre o tipo de espermatozéi
de e a biologia de fertilizagio. Espermatozoides flagelados
ocorrem em Ostracode e Cracos (BACCETTI, 1970) e espermato-
zoi1des nao flagelados ocorrem em Decapoda e Isopoda (REGER,
1964; POCHON-MASSON, 1968 e 1969 e KOEHLER, 1979).

Baccetti (em 1970) conclui que a presenga de flagelo
com padrao basico de 9 + 2 nao e requerido para fertilizagao
interna.

A organizagao fibrilar ao longo da estrutura pontia-
guda "Spike" no espermatozéide lhe da flexibilidade no momen
to em que os espermatozoides estao sendo depositados para a

fertilizagao do ovo.

4.3. CELULAS SUSTENTACULARES

As células sustentaculares fazem parte dos cordoes

seminiferos de Macrobrachium rosenbergii com um extensivo ci

toplasma que penetra entre as celulas germinais realizando
assim um papel fundamental na sustentagéo destes cordoes e
separando desta forma os espermatécitos da membrana basal

(fig. 17 e 28) ja que seu citoplasma repousa sobre a mesma.
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A extensividade do citoplasma das celulas sustentacu
lares permite que estas estejam em intima associagéo com as
celulas germinativas reabsorvendo material eliminado no pro-
cesso da gametogenese.

As grandes vesiculas provavelmente de material fago-
citado, presentes no citoplasma destas celulas demonstram a
grande atividade no processo de reabsorgao dos rostos cito-
plasmétlcos.

Por estas caracteristicas assemelham-se as celulas
de Sertoli descritas em outros grupos animais como por exem-

plo Hyla ranki (TABOGA, 1990).

As diferencas provavelmente estao relacionadas com o

processo de citodiferenciacao.



CONCLUSOES

A organizagao dos testiculos de Macrobrachium rosenber-

gii e do tipo lobo-lobular, ou seja, e formado por lobos

e estes formados por cordoes que por sua vez apresentam
lobulagoes.

A espermatogenese ocorre de forma focal e no interior dos
cordoes lobulados e a medida que os espermatozoides vao
sendo formados, sao encerrados nos cistos.

Os cistos formados pelas extremidades cegas dos cordoes
seminiferos apresentam um revestimento de tecido epite-

lial que nao faz parte do epltéllo germinal.

Em Macrobrachium rosenbergii verificaram-se os seguintes

estégios de formagéo dos gametas masculinos: Espermatog§
nias A e B, espermatécitos I e II, espermétides € esper-

matozoides.

4.1. Espermatoganias B: sao celulas que garantem uma fon

te de espermatoganlas.

4.2. Espermatogonias A: sao celulas que transformam-se
em espermatocitos primarios. Por suas caracteristi
cas apresentadas concluimos estarem em grande ati-

vidade metabolica.

As estruturas semelhantes aos desmossomos que ocorrem en
tre um espermatéclto e outro talvez sejam de importan01a
durante o processo de espermatogénese desta espécie e po
dem servir para manter contatos entre espermatécltos que
estejam nos mesmos estégios de desenvolvimento celular,
garantindo assim o encistamento numa sequ8n01a de cres-

cimento sincronico.
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As celulas sustentaculares sao de fundamental importén—
cia tanto na estruturacao dos cordoes onde funcionam co-
mo suporte, como no processo da gametogénese, realizando
a reabsorcao dos conteudos citoplasmaticos.

O desenvolvimento dos espermatozéldes de Macrobrachium

rosenbergii ocorre de forma continua e sendo o0s mesmos

langados no interior de cistos a partir do momento da ma
turidade sexual do animal. Sao do tipo modificado, sem
flagelo por apresentarem grande gquantidade de material
fibrilar e vesiculas grandes com material granular e ci-
toplasma amorfo.
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ERRATA

NECI MORAIS le-se NECI MORAES
e

Macrobrachium rosenbergt le-se Macrobrachium

rosenbergil.




