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RESUMO
InteracBes célula-célula desempenham um papel crucial na regulacdo e manutencgéo do
processo espermatogénico em mamiferos. Nas génadas dos machos, a presenca de
juncdes oclusivas forma a chamada barreira hematotesticular, que € essencial por
fornecer suporte estrutural e fisiolégico para o desenvolvimento das células
germinativas. Contudo, em peixes, relatos sobre esta estrutura sao relativamente
escassos. O objetivo do presente trabalho € contribuir com o estudo morfofisiolégico do
aparelho reprodutor de machos de Gymnotus aff. carapo, focando na deteccédo de uma
barreira de permeabilidade similar & descrita em mamiferos. Espécimes adultos foram
anestesiados e seccionados ventralmente para a retirada dos testiculos e vias
seminais. As amostras foram processadas para o estudo a nivel 6ptico e ultraestrutural.
Nossos resultados mostraram que a espermatogénese ocorre, sincronicamente, no
interior dos espermatocistos. Estas estruturas correspondem a um grupo dinamico de
células de Sertoli envolvendo clones de células germinativas em desenvolvimento. Para
verificar a presenca de uma barreira de permeabilidade nos testiculos e vias seminais
foi usada a técnica de exclusao do lantanio (tracador elétron-denso de permeabilidade).
Observamos que o lantanio penetrou nos tubulos espermatogénicos e apareceu no
interior de cistos de espermatogbnias e espermatécitos iniciais, mas foi excluido de
cistos de espermatides e do lUmen dos tubulos espermatogénicos. Nas vias seminais, 0
lantéanio ndo alcancou o limen do ducto, sendo impedido, possivelmente, por juncdes
oclusivas. Outra evidéncia da presenca da barreira de permeabilidade no aparelho
reprodutor de Gymnotus aff. carapo € a diferenca existente no perfil protéico do fluido
seminal comparado com aquele do plasma sanguineo. Através de réplicas de
criofratura, visualizamos as juncdes oclusivas, que aparecem como fileiras paralelas de
particulas individuais ou como uma banda formada por fitas selantes anastomosadas; e
pela técnica de Western Blotting detectamos a presenca das proteinas ocludina e
claudina presentes nas juncdes oclusivas. Esses resultados demonstram a existéncia
de uma barreira de permeabilidade formada por juncdes oclusivas nos testiculos, que é
estabilizada nas etapas finais da meiose, e que esta barreira tem continuidade nas vias

seminais.

Palavras - chaves: Gymnotus aff. carapo, espermatogénese, célula de Sertoli, barreira hematotesticular.
X



ABSTRACT
Cell-cell interactions play essential roles in the regulation and maintenance of
mammalian spermatogenesis. In the male gonad, the presence of tight junction form so
called blood-testis barrier that is crucial to provide a structural and physiological support
for germ cell development. However, in fish, reports about this structure are relatively
scarce. The aim of the present work is to contribute the morphophysiological studies of
the Gymnotus carapo’s reproductive system, focusing primarily on the detection of a
permeability barrier similar to the barrier described in mammals. Adult specimens were
anesthetized and ventrally sectioned to the removal of the testes and seminal pathways.
The samples were processed for the study at optical and electron microscopy. Our
results showed spermatogenesis occurs, synchronously, within the spermatocysts.
These structures consist of a dynamic group of Sertoli cells surrounding germ cell clones
developing. In order to verify the presence of permeability barrier was used the
technique of excluding lanthanum (electron-dense marker of permeability). We observed
that lanthanum penetrated spermatogenic tubules and appeared within cysts of
spermatogonia and spermatocytes in early stages of meiotic prophase, however, it was
excluded from cysts of spermatids and the lumen of the spermatogenic tubules. In the
seminal pathway, lanthanum has not reached the lumen of the duct, being prevented
possibly by the tight junctions. Another evidence of the presence of a permeability
barrier on the reproductive system of Gymnotus aff. carapo is the difference in the
electrophoretic protein profile of seminal fluid compared with the blood plasma.
Furthermore, by cryofracture, we visualized tight junctions, that appear as parallel rows
of individual particles or as a band formed by ribbons anastomotic sealants; and by
Western Blotting technique, we detected the presence of occludin and claudin proteins
that are present in tight junctions. These results demonstrate that there is a permeability
barrier formed by tight junctions in the testes, which is stabilized in the final stages of

meiosis, and this barrier has continuity in the seminal pathways.

Keywords: Gymnotus aff. carapo, spermatogenesis, Sertoli cell, blood-testis barrier.

Xl



1. INTRODUCAO

A génese e diferenciagdo do espermatozdide envolvem uma cascata de
processos complexos e interdependentes que progridem de forma sequencial e
regulada, finalizando na producdo de uma célula hapléide potencialmente fértil. Apesar
dos importantes avancos da pesquisa nesta area, ainda existem questbes que
necessitam serem elucidadas, aprofundadas ou validadas nas diferentes espécies
(EDDY E O’BRIAN, 1994; HERMO et al., 2010). Em termos gerais, a espermatogénese
€ um processo bem conservado. Entretanto, h4 variag6es entre espécies no que diz
respeito a organizacao testicular, aos padrdes espermatogénicos e as caracteristicas
morfolégicas do gameta maduro, as quais estdo relacionadas aos aspectos
filogenéticos, estratégias reprodutivas e/ou comportamentais das diferentes espécies.
Em anamniotes (peixes e anfibios) 0 processo espermatogénico ocorre em
espermatocistos, os quais se desenvolvem no interior de |6bulos ou tubulos seminiferos
(espermatogénese cistica). Enquanto a espermatogénese progride, formam-se clones
de espermatozoides isogénicos que sao liberados no Iumen do tubulo, pela ruptura do
cisto. Nestas espécies, ndo existe um epitélio germinal permanente e novos cistos sao
formados durante as sucessivas estacdes reprodutivas. Em amniotes (répteis, aves e
mamiferos), a espermatogénese nao ocorre em cistos, mas em tubulos seminiferos que
apresentam uma populacdo permanente tanto de espermatogdnias (cé€lulas germinais
de reserva para 0s sucessivos ciclos da atividade espermatogénica) quanto de células
de Sertoli (células somaticas que participam da manutencéo da estrutura testicular e da
regulacdo do processo espermatogénico). Os principais promotores deste processo sao
os horménios do eixo hipotalamo - hipofise - gbnada, existindo também fatores
autocrinos e paracrinos que participam da sua regulacéo (LOIR et al., 1995; PUDNEY,
1995; SCHULZ et al., 2010).

As células germinais maturam em intima associacdo com as células de Sertoli.
Estas células tém um papel chave no processo espermatogénico, pois, além de nutrir e
proteger as células germinativas, formam parte de uma barreira de permeabilidade que
permite a manutencdo de um microambiente altamente especializado que separa as
células germinativas jovens (dipldides) das maturas (haploides). A barreira

hematotesticular € uma estrutura de grande importancia fisiolégica, ja que, além de



restringir a passagem de agua, ions, aminoacidos, horménios e outras moléculas, do
compartimento basal ao compartimento adluminal do tubulo seminifero, sequestra
antigenos que possam ser expressos em etapas pos-meiodticas, impedindo a producéo
de auto-anticorpos que afetem a integridade dos gametas. A existéncia anatdbmica e
funcional da barreira hematotesticular tem sido estabelecida nas gonadas de
numerosas espécies, principalmente mamiferos (BYERS et al., 1993; LOPEZ, 1996;
HERMO et al., 2010). Ainda sendo razoavel assumir a continuagdo de uma barreira
funcional nas vias seminais, esta tem sido menos estudada (HOFFER E HINTON, 1984,
LOPEZ et al., 1997).

As bases estruturais destas barreiras de permeabilidade sdo complexos
protéicos multiméricos presentes nas juncdes oclusivas, que se estabelecem entre
células de Sertoli adjacentes (no testiculo) e entre as células epiteliais (nas vias
seminais). Embora as fun¢des atribuidas a estas juncdes permanecam vigentes, dados
mais recentes indicam que elas apresentariam um dinamismo maior que aquele
anteriormente previsto. Um modelo de juncéo oclusiva baseado em uma rede flexivel de
estruturas protéicas explicaria melhor seu papel na regulagdo da permeabilidade
paracelular ou nos mecanismos de sinalizacdo associados aos complexos juncionais
(CHENG et al., 2010; STEED et al., 2010).

Apesar de existirem aproximadamente trinta mil espécies de peixes com
caracteristicas morfofuncionais e estratégias reprodutivas diferentes, nossos
conhecimentos sobre os aspectos estruturais e moleculares do sistema reprodutor dos
machos e, especificamente, sobre barreiras de permeabilidade nas génadas e vias
seminais neste grupo de vertebrados séo ainda incipientes. No presente trabalho foi
proposto analisar a organizacdo estrutural dos testiculos e vias seminais de Gymnotus
aff. carapo, um membro da familia Gymnotidae amplamente distribuido na América
Central e do Sul, visando verificar a presenca de barreiras de permeabilidade que
contribuam com a criagdo de um microambiente favordvel ao desenvolvimento do

processo espermatogénico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O processo espermatogénico

A espermatogénese é um processo longo, ciclico e continuo, que se inicia na
puberdade e se estende por grande parte da vida do individuo. Muitos capitulos,
revisoes, livros, artigos tém sido escritos e continuam publicando-se sobre a génese e
diferenciacdo dos espermatozéides das diferentes espécies de vertebrados. Uma das
Ultimas e mais completas revisdes sobre o processo espermatogénico em mamiferos é
a publicagéo de HERMO et al. (2010).

Em mamiferos, a organizacéo testicular é do tipo tubular. Como se observa na
figura 1A, os tubulos seminiferos formam alcas que se estendem da periferia até a
regido da rede testicular (rete testis). No testiculo, visualizam-se dois compartimentos
principais, o tubular e o intertubular ou intersticial (figura 1B). Neste ultimo observam-se,
entre outros elementos do tecido conjuntivo, vasos sanguineos, linfaticos e células de
Leydig (fonte de diversos esteroides que participam da regulacdo da funcao testicular).
O compartimento tubular é formado pelo epitélio seminifero, que esta delimitado pela
lamina basal e por uma ou mais camadas de células mibides, as quais proporcionam
forca motriz para o movimento de fluidos e espermatozoéides durante a espermiacdo. No
epitélio seminifero observam-se dois tipos de células morfofuncionalmente diferentes:
as células somaticas ou de Sertoli e as células que constituem a linhagem germinativa,
ambas sob influéncia das gonadotrofinas hipofisarias. Entretanto, interacdes locais
entre células de Sertoli e células germinativas, células de Sertoli e células peritubulares
e entre células de Sertoli e células de Leydig, incluindo as vias de sinalizacao
dependentes, contribuem de forma significativa para a coordenacédo das funcdes dos
diferentes compartimentos testiculares, regulando assim a sequéncia de eventos que
constituem o ciclo espermatogénico (SHARPE, 1986; RUSSELL et al., 1990; HERMO et
al., 2010; MRUK E CHENG, 2010).



Rede testicular  Tubulo seminifero

Testicubo

Epididimo

Tunia albuginea
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A. B.

Figura 1. A. Diagrama de um corte sagital de testiculo e vias seminais de mamiferos. B. Compartimentos
tubular (T) e intersticial (1) do testiculo. (Fonte: http://biol12-ciencia.blogspot.com.br).

A espermatogénese inicia-se com a proliferacdo ou amplificacdo das células da
linhagem germinativa. As espermatogonias do tipo A dardo origem, por sucessivas
divisbes mitbticas, a espermatogonias tipo A, Az, As, A4, espermatogonia intermediaria
(In) e espermatogobnia tipo B (em roedores) ou a espermatogdnias palidas e escuras (no
homem). As espermatogobnias indiferenciadas (“stem cells”) podem se auto-renovar,
gerar um grande numero de células germinais diferenciadas ou morrer via apoptose. O
desenvolvimento espermatogénico sincronizado é facilitado pela manutencao de pontes
citoplasmaticas entre as células germinativas, resultado da citocinese incompleta
durante as divisbes celulares. As espermatogbnias B se dividem para formar os
espermatoécitos primarios, os quais crescem, duplicam seu DNA e logo entram na fase
meidtica. Da primeira divisdo meiética resultam os espermatoécitos de segunda ordem
ou tipo I, que possuem a metade do niumero de cromossomos da espécie, mas com
duas cromatides cada um. Os espermatdcitos Il logo entram na segunda divisdo
meidtica, da qual resultam células hapléides, cujos cromossomos apresentam uma
cromatide cada um, as espermatides. Na fase espermiogénica, as espermatides se
diferenciam em espermatozdéides, experimentando drasticas modificacdes estruturais
gue incluem modificacdo da forma do nudcleo e condensacdo da cromatina,

desenvolvimento do capuz acrossomal, remodelamento da membrana plasmética,
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formacéo do aparelho flagelar, entre outras, que lhes permitem se transformar em
vetores flagelados e moéveis do genoma (RUSSELL et al., 1990; HERMO et al., 2010;
PHILLIPS et al., 2010).

Como mencionado anteriormente, a espermatogénese apresenta muitas
similaridades entre o0s vertebrados; entretanto o0 numero de geracdes de
espermatogbnias, o processo de diferenciacdo das espermétides, a morfologia
espermatica, o nimero de estdgios ou associacdes celulares e a duracdo desse
processo apresentam variacfes entre as espécies, fornecendo assim parametros para
analise filogenética (RUSSELL et al., 1990; PHILLIPS et al., 2010; SCHULZ et al.,
2010).

Em peixes, a organizagdo testicular difere ndo somente da observada em
mamiferos, mas também entre as espécies pertencentes a este grupo de vertebrados.
De acordo com GRIER (1993), em peixes teledsteos inferiores (osteichthyes basais) o
testiculo € do tipo tubular anastomosado - o compartimento germinativo € formado por
alcas e tubulos ramificados que se interconectam da periferia até o ducto testicular
principal; em peixes mais desenvolvidos (Neoteleostei) o testiculo € do tipo lobular e 0
epitélio germinativo apresenta-se em formato digitiforme (com fundo cego) na periferia

ventro-lateral do testiculo (figura 2).



Figura 2. Organizacdo do compartimento germinativo. A: Tipo Tubular (T). Os tdbulos seminiferos
formam alcas que se estendem da periferia até a rede testicular (RT), encontrado nos mamiferos. B: Tipo
Tubular Anastomosado (AT) O compartimento germinativo é formado por tlbulos interconectados, desde
a periferia até o ducto testicular principal (MD), encontrado em teledsteos basais. C: Tipo Lobular (L)
encontrado em neoteledsteos. O compartimento germinativo termina em formato digitiforme e pode sofrer
ramificagdes (anastomoses) apenas na regido préxima ao ducto testicular principal (MD). Intersticio (1).
(Fonte: GRIER, 1993).

Geralmente, a espermatogénese em peixes € um processo mais curto do que em
mamiferos. Postula-se que, nesse grupo de vertebrados, a linhagem espermatogénica
se iniciaria a partir da associacdo de uma espermatogobnia primaria com uma célula de
Sertoli, dando inicio a formacéo do cisto espermatogénico (figura 3A) (PUDNEY, 1993;
LOIR et al., 1995; SCHULZ et al., 2010). Para esses autores, a unidade morfofuncional
da espermatogénese em peixes € 0 cisto, que corresponde a uma célula germinal ou a
clones de células germinais isogénicas envolvidas por uma ou varias células de Sertoli,
as quais formam a parede do cisto e acompanham as células germinais através dos
diferentes estagios da espermatogénese (figura 3B). Em um dado cisto, todas as

células germinativas estdo no mesmo estagio de desenvolvimento.



Figura 3. Diagramas de espermatocistos em peixes. A: Formacdo de um cisto, que se inicia com a
associacdo de uma célula de Sertoli com uma espermatogbnia primaria. A célula de Sertoli envolve
completamente esta célula, formando um cisto. A espermatogbnia primaria inicia o processo
espermatogénico, até originar os espermatozdides, que sao liberados para o limen tubular pela ruptura
do cisto. Ainda ndo esta claro se ocorre degeneracdo da célula de Sertoli apés o rompimento do cisto.
Espermatogbnia Priméaria (PG), Espermatogdnia Secundaria (SG), Célula de Sertoli (SC) (Fonte:
PUDNEY, 1993). B: Detalhes de um tdbulo espermatogénico em peixes. Peritbnio (Pe), tubulo
espermatogénico (Tu), limen (L), membrana basal (BM), célula de Sertoli (Sc), espermatogbnia (G),
juncéo oclusiva (T) e desmossomo (D) (Fonte: PARMENTIER et al., 1985).

Uma nomenclatura similar a utilizada em vertebrados superiores tem sido
utilizada para denominar as geracoes de células germinativas em peixes (SCHULZ et
al., 2010). Estes autores descrevem espermatogbnias tipo A indiferenciadas e
diferenciadas, sendo que estas Ultimas apresentam um potencial reduzido de auto-
renovacao. As espermatogonias tipo A diferenciadas dardo origem a espermatogobnias
do tipo B (que séo divididas em espermatogoénias tipo B iniciais e espermatogbnias tipo
B tardias), sendo que o numero de geracdes deste tipo celular varia entre espécies e &
geneticamente determinado. Como em mamiferos, pontes citoplasmaticas
interconectam as células germinativas no interior dos cistos. As espermatogbnias B
tardias dardo origem aos espermatécitos, que logo entram na fase meiotica, na qual o

material genético € duplicado, recombinado e segregado. Por ultimo, ocorre a fase



espermiogénica, na qual a espermatide se diferencia em espermatozéide (BILLARD et
al., 1982; PUDNEY, 1995).

Em mamiferos, durante a espermiogénese, sdo formadas juncdes especificas
(especializacdes ectoplasméticas - ES) entre as esperméatides maduras e 0s recessos
apicais das células de Sertoli, as quais séo desintegradas durante a espermiacdo. Tem
sido observado que simultaneamente a este processo de liberacdo do espermatozéide
no limen do tabulo seminifero, a barreira hematotesticular (BHT), localizada perto da
base do epitélio, sofre extensivas reestruturacdes que permitem a passagem de
espermatécitos pré-leptoténicos ao compartimento adluminal, onde ocorre a fase
meioética e diferenciacdo das células germinais. Os mecanismos que subjazem a ambos
0S processos ndo estao totalmente esclarecidos. Estudos recentes tém demonstrado
gue fragmentos de laminina sdo gerados do complexo protéico laminina/integrina
presente nas juncdes ectoplasmaticas, mediante a acdo de metaloproteases (MMP-2),
durante a espermiacdo. Estes peptideos poderiam atuar como fatores autocrinos locais
na desestabilizacdo da BHT. Esses peptideos também parecem exercer algum efeito
nos hemidesmossomos, 0s quais poderiam potencializar a estruturacdo da barreira.
Assim, um novo mecanismo de regulacdo via juncbes ectoplasmaticas - BHT esta
sendo sugerido nesses dois eventos cruciais do processo espermatogénico (figura 4)
(CHENG E MRUK, 2009; KOPERA et al., 2010).
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Figura 4. Desenho esquematico ilustrando um tipo de regulacéo autécrina proposto no testiculo de rato.
Durante a espermiacdo, fragmentos de laminina liberados do complexo laminina/integrina na ES apical
reduziriam o nivel de ocludina na BHT (seta rosa). Estes fragmentos também podem reduzir o nivel de
integrina nos hemidesmossomos (seta azul), desestabilizando a BHT via um mecanismo de feedback
(seta verde). Coletivamente, estes efeitos combinados facilitam o trénsito de espermatécitos pré-
leptoténicos através BHT. Este mecanismo de regulagdo autdcrina coordenaria, assim, a espermiacao e
a reestruturacdo da BHT que ocorre nas extremidades opostas do epitélio de células de Sertoli. (Fonte:
YAN et al., 2008).

Em peixes, tanto o0 nimero de células germinativas quanto o numero de células
de Sertoli aumentam durante o processo espermatogénico. O grande aumento no
volume do cisto ocorre durante o periodo de répida expansdo mitética das
espermatogobnias, o que pode explicar a razdo pela qual a proliferacdo de células de
Sertoli encontra-se principalmente associada a cistos espermatogoniais. Tem sido
sugerido que estas células sdo formadas por mitose apenas no tempo exato e no
numero exigido. Esse fato pode indicar, em parte, que a espermatogénese cistica é
mais eficiente do que a espermatogénese nédo cistica em mamiferos, como indicado por
parametros tais como a baixa porcentagem de células germinativas apoptoéticas (30%

no peixe; aproximadamente 60-80% em ratos ou camundongos), resultando,
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consequentemente, em um maior rendimento espermatogénico. Além disso, em peixes,
as ceélulas de Sertoli associam-se a um clone de células germinativas por vez,
concentrando os fatores de crescimento especificos necessarios para cada fase de
desenvolvimento; ao contrario das células de Sertoli de mamiferos que estdo em
contato com diferentes clones de células germinativas ao mesmo tempo (SCHULZ et
al., 2010).

Em peixes tele6steos, no final da espermiogénese, quando as pontes
intercelulares sdo rompidas e o0s espermatozoides individualizados, os complexos
juncionais existentes entre as células de Sertoli que formam o cisto sofrem uma
remodelacdo dindmica que culmina na abertura do cisto e, consequentemente, na
liberagcdo de espermatozoides para o lumen tubular. Ainda ndo estdo descritos os
mecanismos que subjazem a este processo (SCHULZ et al., 2010). Assim, descrevem-
se dois tipos de espermatogénese, baseados na fase de desenvolvimento em que as
células germinativas se encontram no momento do rompimento da parede do cisto e
sdo eliminadas para a luz do tubulo: a) espermatogénese tipo cistica, na qual a
espermatogénese € completada dentro dos cistos (ex. Gambusia affinis holbrosaki); b)
espermatogénese semi-cistica, na qual a liberacdo de células germinativas ocorre no
estagio de espermatide (ou espermatécito secundario) e a espermiogénese (e meiose)
€ (sdo) finalizada (s) no lumen tubular. Este tipo € encontrado em diferentes grupos
taxondmicos, como Opheliidae, Scorpaenidae, Bleniidae, Corydoradinae e Soleidae
(MATTEI et al., 1993; SCHULZ et al., 2010).

As interacdes célula-célula, incluindo as vias de sinalizacdo dependentes, séo
essenciais na regulacdo da espermatogénese e na manutencdo do fenétipo macho
(MRUK E CHENG, 2004; 2010). Estas interacdes, das quais participam elementos
estruturais e proteinas especificas, estdo relacionadas com a adeséo celular, com a
difusdo paracelular, com o estabelecimento da polaridade celular, com a formacao da
barreira hematotesticular, entre outras funcées. Enquanto muitos estudos tém focado
nas interacdes topograficas e funcionais entre os diversos tipos celulares presentes nos
testiculos de mamiferos (DYM E FAWCETT, 1971; GRISWOLD, 1998; SIU E CHENG,
2004; HERMO et al., 2010; POINTIS et al., 2010), poucos trabalhos tém sido publicados

focalizando nas interag6es entre células germinais e células de Sertoli ou entre células
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de Sertoli em peixes. Neste grupo de vertebrados, assim como em mamiferos,
interacdes célula-célula tém sido observadas na interface Sertoli - Sertoli, Sertoli - célula
germinal ou entre células germinais, e provavelmente estejam envolvidas na
transmissao de sinais que regulam a renovacéao e proliferacdo espermatogonial, a fase
meidtica, a fase espermiogénica, a apoptose das células germinais, entre outros
eventos (HERMO et al., 2010; POINTIS et al., 2010).

Varias formas de juncdes celulares tém sido observadas em peixes teledsteos
(BATLOUNI et al., 2009). Dados morfolégicos descritos por estes autores indicam que a
unido entre célula de Sertoli - célula germinal e entre células germinais mantém a
estrutura tridimensional dos cistos e a organizacdo das células germinais durante a
espermatogénese. O cisto germinativo € uma estrutura organizada e resistente que
permanece estavel durante todo o processo espermatogénico, dada a participacédo de
elementos do citoesqueleto, os quais provavelmente formam uma rede interconectada
entre as células que compdem o cisto (BATLOUNI et al., 2005). PFEIFFER E VOGL
(2002) assinalam que duas jungdes celulares adesivas diferentes, uma associada aos
filamentos de actina e a outra aos filamentos intermediarios, similares a zo6nula
adherens ou puncta adherens, encontradas em outros epitélios, ocorrem entre células
de Sertoli de peixes Agnathas. Juncdes adesivas também sdo encontradas entre
células de Sertoli e células germinais e entre células germinais e células germinais, e
estas juncdes tém sido denominadas jungdes “tipo desmossomos”. Conexinas e nexos
também tém sido observados em células testiculares de peixes e poderiam estar
envolvidas no desenvolvimento sincronico das células germinais (LOIR et al., 1995;
BATLOUNI et al., 2005). Entretanto, as juncfes aderentes ectoplasmaticas parecem
estar presentes somente em alguns peixes cartilaginosos e poderiam fazer parte do
mecanismo geral pelo qual se determina a orientacdo das espermatides. Segundo
VOGL et al. (2000), esse tipo de juncao estaria restrito a mamiferos, especificamente a
mamiferos placentarios. Contudo, pouco € conhecido sobre a composicédo de juncdes
aderentes associadas a actina entre células de Sertoli em peixes teledsteos (PFEIFFER
E VOGL, 1994; VOGL et al., 2000; PFEIFFER E VOGL, 2002). Juncdes do tipo
oclusivas ou seladoras ja foram descritas em algumas espécies de peixes teledsteos e
tem sido sugerido que poderiam formar parte de uma barreira de permeabilidade
(ABRAHAM et al., 1980; BERGMANN et al., 1984; LOU E TAKAHASHI, 1989). Nestes
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diferentes tipos de interacbes participariam proteinas especificas relacionadas com a
adesao celular (caderinas, cateninas, nectinas, integrinas) e com as juncdes oclusivas
(ocludinas, claudinas). Ainda ndo estando bem investigadas, as interacdes celulares no
epitélio germinativo de peixes seriam também cruciais no desenvolvimento das células
germinativas, e alteragbes na sua estrutura poderiam afetar a fertilidade deste grupo de

vertebrados.

Ao contrario de mamiferos, em que a estrutura testicular é relativamente estavel,
os testiculos de peixes, especialmente os de reprodutores sazonais, sofrem drasticas
mudancas morfofuncionais durante o ciclo reprodutivo. Apesar das variacdes espécie-
especifica, em geral, a estrutura do epitélio seminifero de peixes teledsteos muda de
uma monocamada de células de Sertoli que contém algumas espermatogonias
(estacdo nao reprodutiva) para um arranjo espermatogénico ativo composto de células
germinativas em desenvolvimento que preenchem o Ildmen tubular (estagéo
reprodutiva). Estas mudancas estruturais demonstraram ter efeito direto nos tipos e

distribuicdo das juncdes celulares no epitélio seminifero (BATLOUNI et al., 2009).

2.2 A célulade Sertoli e a barreira hematotesticular

Os primeiros estudos sobre células de Sertoli foram feitos por Enrico Sertoli em
1865, em imagens microscopicas de testiculos humanos impregnados com cloreto de
mercurio. Ele as descreveu como células colunares com processos ramificados onde as
células germinativas estao localizadas e as denominaram “cellule ramificate”. Em 1899,
Peter descreveu a presencga de células “nurse” (Sertoli) em peixes teledsteos e sugeriu
uma funcéo tréfica para elas, sendo o primeiro relato de células de Sertoli em
anamniotes (PUDNEY, 1993).

As células de Sertoli sdo as primeiras células somaticas a se diferenciarem nos
testiculos de vertebrados, e desempenham um papel importante na regulacdo da
espermatogénese, além de direcionar a diferenciacdo, o desenvolvimento e o

funcionamento dos testiculos (figura 5).
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Figura 5. Diagrama da célula de Sertoli no epitélio seminifero de roedores. (Fonte: CLERMONT, 1993).

In vivo, as células germinativas somente podem sobreviver em contato com as
células de Sertoli, de modo que o numero destas células determina a capacidade
espermatogénica do testiculo em vertebrados (GRISWOLD, 1998; JOHNSON et al.,
2008; SCHULZ et al., 2010). Em peixes, funcdes similares as descritas em mamiferos
tém sido atribuidas as células de Sertoli, entre elas dar suporte ao desenvolvimento e
diferenciacdo das células germinais durante o processo espermatogénico; nutricao;
sintese de esteroides e de diversas proteinas (proteina ABP que se liga a andrégenos,
inibina, transferrina e ceruloplasmina); fagocitose de corpos residuais e de células
germinativas e formacéo de parte da barreira hematotesticular. Além destas func¢des,
em peixes, as células de Sertoli também participam da formacédo dos espermatocistos,
de ductos eferentes, do espermatoforo e do espermatozeugmata, sendo os trés ultimos
em peixes de fecundacdo interna (NICHOLLS E GRAHAM, 1972; ABRAHAM et al.,
1980; GRIER et al., 1981; PUDNEY, 1993; SCHULZ et al., 2010).

Em vertebrados amniotes (répteis, aves e mamiferos) a célula de Sertoli localiza-
se junto a lamina basal dos tabulos seminiferos e seu citoplasma envolve as células
germinativas, estendendo-se até o lumen tubular. Essas células proliferam até a

puberdade, quando somente espermatogbnias e poucos espermatocitos estao
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presentes no epitélio germinal. Os testiculos de mamiferos adultos contém um ndamero
fixo de células de Sertoli que suportam sucessivas ondas espermatogénicas. Durante
estas ondas, uma Unica célula de Sertoli estd em contato com células germinativas em
diferentes estagios de desenvolvimentos. JA em vertebrados anamniotes (peixes e
anfibios), as extensdes citoplasmaticas destas células envolvem completamente um
clone de células germinativas. Durante a etapa de involugdo testicular essas células
podem ser perdidas, devendo ser formadas novamente durante a préoxima estacao
reprodutiva, quando a proliferacdo espermatogonial for retomada (SCHULZ et al.,
2010). Em mamiferos, as jungfes oclusivas entre células de Sertoli contiguas séo a
base estrutural de uma barreira que restringe e/ou regula a passagem de moléculas em
direcdo ao lumen do tubulo seminifero ou vice-versa. Esta barreira é chamada de
barreira hematotesticular e, além de criar um microambiente critico para o
desenvolvimento das células germinais e contribuir na polaridade da célula de Sertoli,
divide anatomicamente o epitélio seminifero em dois compartimentos. No
compartimento basal do tubulo encontram-se espermatogdnias e espermatécitos até o
estagio de pre-leptéteno; estas células teriam um acesso relativo a substancias
provenientes da linfa e do sistema vascular. No compartimento adluminal, encontram-se
espermatocitos, espermatides e espermatozoides. Um terceiro compartimento,
conhecido como compartimento intermediario, se formaria transientemente durante a
passagem de células em pré-leptéteno ao compartimento adluminal, e envolve a
formacdo e a quebra sucessiva das juncdes oclusivas. A presenca de um
compartimento intermediario permite a integridade da barreira durante o trajeto das
células da base ao compartimento adluminal. Essa compartimentalizacdo pode
segregar as ceélulas germinativas de fatores imunogénicos e, assim, permitir o
desenvolvimento e a maturacdo de espermatozoides, funcao primordial desta barreira
de permeabilidade (FAWCETT et al., 1970; FRANCHI et al., 1982; RUSSELL et al.,
1990; BARDIN et al., 1994, BATLOUNI et al., 2009).

Nos ultimos anos tem sido descrito (em roedores, primatas e humanos) uma
associacao funcional entre as juncdes oclusivas entre células de Sertoli adjacentes com
outras juncdes especializadas, como as especializacbes ectoplasmaticas, nexos e
juncdes semelhantes a desmossomos, as quais poderiam formar parte desta barreira.

Além disso, essas juncdes estdo relacionadas a proteinas citoplasmaticas, como 0s
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filamentos de actina, tornando a barreira hematotesticular uma ultraestrutura Gnica e
complexa (CHENG E MRUK, 2010). Mais de 100 proteinas associadas a juncdes
oclusivas tém sido detectadas, entre elas ocludina, claudina, tricelulina, moléculas de
adesao juncional (JAM), z6nula ocludente-1 (ZO1), etc. Alguns estudos sugerem que a
presenca e distribuicdo de determinadas classes de claudinas, por exemplo, poderia
estar relacionada com as variagdes observadas na permeabilidade das juncdes
oclusivas (ANDO-AKATSUKA et al., 1996; TSUKITA et al., 2001).

Estudos sobre a presenca de uma barreira funcional nos testiculos e vias
seminais de teledsteos sdo mais escassos. Neste grupo, somente espermatides e
espermatozoides estao protegidos pela barreira (ABRAHAM et al., 1980; BERGMANN
et al., 1984; SHIBATA E HAMAGUCHI, 1986), ao contrario de aves e mamiferos, onde

espermatocitos também se tornam incluidos imediatamente apds entrarem na meiose.

2.3. O modelo experimental Gymnotus aff. carapo

2.3.1 Classificacao taxonémica

Reino Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Classe Actinopterygii
Infraclasse Teleostei
Ordem Gymnotiformes
Familia Gymnotidae
Género Gymnotus

Espécie Gymnotus aff. carapo

Figura 6. Vista lateral do peixe teledsteo Gymnotus aff. carapo (Linnaeus, 1758). (Fonte: arquivo proprio).
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2.3.2 Generalidades da espécie Gymnotus aff. carapo

A familia Gymnotidae é constituida pelos géneros: Electrophorus com uma
espécie valida e Gymnotus com 34 espécies validas (LOVEJOY et al., 2010). O género
Gymnotus é um importante componente da fauna neotropical de 4gua doce e apresenta
a maior distribuicdo geografica entre os Gymnotiformes, tendo o limite de distribui¢céo
entre o Rio Salado, nos Pampas da Argentina, e o rio San Nicolas, no México; sendo
encontrado também na ilha de Trinidad no Caribe (CRAMPTON E HOPKINS, 2005; DE
PAULA COGNATO E BERNHARDT FIALHO, 2006).

Como outros grupos de Gymnotiformes, o género Gymnotus apresenta um
grande numero de espécies cripticas (morfologicamente similares), dificeis de serem
diferenciadas macroscopicamente. Na literatura, o nome especifico Gymnotus carapo
tem sido utilizado em um sentido amplo e parece se referir a mais de uma espécie
(ALBERT et al., 2004). Porém, ALBERT E CRAMPTON (2003) tém descrito "Gymnotus
carapo sensu stricto” restringindo sua distribuicdo as bacias da Amazonia e Orinoco,
ilha Trinidad e drenagem dos rios Pindaré, Itapicuru e Parnaiba. Tal distribuicdo exclui a
populacdo estudada por BARBIERI E BARBIERI (1981, 1982ab, 1983ab, 1984abc,
1985), VAZZOLER (1996), SILVA et al. (2003) entre outros autores.

Os Gymnotiformes, em geral, possuem um corpo alongado, lateralmente
comprimido (anguiliforme), olhos pequenos, mandibula prognata, ampla fenda bucal,
abertura branquial muito estreita, sdo desprovidos das nadadeiras dorsal, pélvica e
caudal; mas possuem uma nadadeira anal muito desenvolvida, a qual se estende por
guase toda a face ventral. O anus esta localizado em posi¢cdo anterior, proximo as
nadadeiras peitorais. Deslocam-se na agua por movimentos ondulatérios da nadadeira
anal (MAGO-LECCIA, 1994; THEODORO, 2003; ROTTA, 2004).

Dentre as caracteristicas mais marcantes dos Gymnotiformes, destaca-se a
capacidade de produzir e detectar campos elétricos de diferentes intensidades, que
utilizam para sua orientacdo (compensando assim sua falta de visdo na hora de predar
espécies menores) e para facilitar as interacdes sociais na época de reproducao
(WESTBY, 1975; USHIZIMA E BOCK, 2000). Segundo ALBERT E CRAMPTON (2005),
essas estruturas teriam um papel central na diversificagdo evolutiva e especializacao

ecolégica das espécies.
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Gymnotus carapo, como outros membros da ordem, possui um sistema
alternativo de respiracdo (respiracado aérea facultativa), adaptacdo comum em peixes
gue evoluiram em ambientes de baixo teor de oxigénio (CRAMPTON, 1998). Por isso
suportam condicfes bastante precéarias, o que lhes da a fama de serem uma das
melhores iscas vivas para pesca esportiva, pois dificimente morrem durante o

transporte.

Estudos biolégicos e ecologicos de Gymnotus carapo no Pantanal — MG
realizados por RESENDE (1999) e RESENDE E PEREIRA (2000) mostraram que estes
peixes (conhecidos na nomenclatura popular como tuvira, sarapd, carapo, itui,
morenita) vivem em ambientes |énticos, com plantas aquaticas de raizame denso que
retém muita matéria organica, onde se abrigam e encontram alimento. Possuem habito
noturno e se alimentam de forma seletiva, ingerindo organismos disponiveis no
ambiente, preferencialmente insetos e microcrustaceos encontrados usualmente nas
margens dos corpos de agua, como canais fluviais, planicies inundadas e pantanos
alagados (SILVA E OLIVEIRA, 1997abc; RESENDE, 1999; RESENDE E PEREIRA,
2000).

2.3.3 Aspectos reprodutivos de Gymnotus aff. carapo

A reproducdo de Gymnotus carapo é ciclica, dependente de fatores enddgenos
(génicos e hormonais) e abiéticos, sazonalmente variaveis, como temperatura, nivel da
agua, concentracdo de oxigénio dissolvido, precipitacdo pluviométrica e fotoperiodo. O
sucesso reprodutivo é um fator essencial a sobrevida das espécies, de forma que os
periodos de reproducédo se ajustam a uma fase do ciclo sazonal adequada a criacdo da
prole (BARBIERI E BARBIERI, 1981, 1984a).

O periodo reprodutivo desta espécie é relativamente longo, de setembro a
janeiro, coincidindo com o inicio da época mais quente do ano (BARBIERI E BARBIERI,
1982a, 1983b; RESENDE, 1999; USHIZIMA E BOCK, 2000; BAZZOLI, 2003). Estudos
realizados no Pantanal mostraram que as tuviras fémeas alcancam a sua primeira
maturacdo gonadal com comprimento entre 16 a 18 cm. Ja as tuviras entre 24 e 26 cm
estdo todas maduras sexualmente e em reproducdo (RESENDE, 1999). Para
BARBIERI E BARBIERI (1982b, 1983ab) o tamanho da primeira maturagdo gonadal em
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tuvira (comprimento em que 50% das fémeas alcancam a maturacdo) é de
aproximadamente 25 cm. Ja acima de 33 cm todas as tuviras fémeas estdo maduras
sexualmente. Estudos feitos na Reserva do Lobo, em Sdo Paulo, mostraram que a
primeira maturacdo sexual de Gymnotus carapo é atingida aos dois anos de idade,
guando se encontra com um comprimento de aproximadamente 25 cm, alcangando um
comprimento médio maximo de 54 cm aos 6-7 anos de idade (BARBIERI E BARBIERI,
1983ab, 1984b).

Nos peixes, geralmente é dificil distinguir os sexos pelo exame exterior,
especialmente fora da época reprodutiva. Segundo WESTBY (1975) ndo séao
conhecidas diferencas sexuais externas na tuvira. Entretanto para alguns biélogos o
macho €& mais esguio e a fémea possui corpo mais alto e ventre volumoso. Os
sertanejos falam que as tuviras fémeas sdo mais amarronzadas, e os machos mais
escuros, quase pretos. Segundo RESENDE (1999) a coloragcdo nédo é um indicador
confiavel para o estabelecimento do sexo, jaA que a coloracdo é bastante variavel em
fungéo da cor da 4gua onde se encontram. Em experimentos realizados no Centro de
Pesquisa e Gestao de Recursos Pesqueiros Continentais do IBAMA com Gymnotus sp.,
nao foi possivel encontrar correlacéo positiva com nenhuma das caracteristicas sexuais
secundarias comumente empregadas para caracterizar dimorfismo sexual (USHIZIMA E
BOCK, 2000). Esses autores postularam que os individuos que apresentam o orificio
genital maior que o orificio anal sdo fémeas, e os machos apresentariam orificio genital
menor que o orificio anal. Com esta metodologia obtiveram uma eficiéncia de sexagem
de 84%. Contudo, este processo de determinacdo do sexo mostrou-se eficiente

somente na época reprodutiva.

Quanto a atividade reprodutiva, as fémeas de Gymnotus aff. carapo apresentam
um periodo de repouso intercalado por periodos de atividade sexual, os quais finalizam
com o surgimento de nova prole. No periodo de repouso, as gbnadas estdo com
tamanho reduzido, contendo apenas células gametogénicas em fases iniciais de
desenvolvimento. Com o progresso do ciclo, elas acumulam ovdcitos vitelogénicos até
alcancarem o pico nho momento da reproducdo. Em razdo do acumulo dessas células,
0s ovarios sofrem mudancas radicais em sua constituicdo, alterando sua aparéncia e
peso (BARBIERI E BARBIERI, 1985).
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A ocorréncia de vérios lotes de ovocitos em diferentes graus de desenvolvimento
nas fémeas, encontradas na natureza, revela que a tuvira apresenta uma desova do
tipo parcelada, que pode ser antecipada ou atrasada na dependéncia das condicdes
climaticas (BARBIERI E BARBIERI, 1981, 1985; RESENDE, 1999; RESENDE, 2006). A
desova acontece nos meses mais quentes entre folhas, musgos ou raizes de plantas
flutuantes. Segundo VAZZOLER (1996), as fémeas desta espécie teriam uma
fecundidade absoluta de 3.000 ovocitos. De acordo com a literatura, os machos
escavam o local onde as fémeas depositam 0s ovos e cuidam da prole durante a
primeira fase do desenvolvimento; contudo os pais costumam comer seus filhotes e o

canibalismo torna-se um problema.

Os machos apresentam alteracdes morfologicas muito discretas nos testiculos
durante o ciclo reprodutivo, o que nao possibilita identificar macroscopicamente 0s
diferentes estagios de maturacdo. Além disso, a atividade espermatogénica dos
machos ocorre durante o ano todo, variando somente de intensidade, que é maior de
setembro a janeiro (BARBIERI E BARBIERI, 1982a, 1983b, 1984a).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

o Contribuir com o estudo morfofisiologico das gonadas e ductos espermaticos de
peixes teledsteos Gymnotiformes, utilizando como modelo experimental a espécie

Gymnotus aff. carapo.

3.2 Objetivos Especificos

o Analisar as caracteristicas morfologicas dos testiculos e ductos espermaticos de

Gymnotus aff. carapo;

o Verificar a presenca de uma barreira de permeabilidade nos testiculos e ductos

espermaticos, utilizando a técnica de exclusdo do marcador nitrato de lantanio;

o Analisar o perfil eletroforético do contetdo luminal dos testiculos e vias seminais

desta espécie, comparando-o com as proteinas do plasma sanguineo;
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o Comprovar a presenca de juncdes oclusivas (base estrutural das barreiras de
permeabilidade) mediante a técnica de criofratura e imunomarcacdo de proteinas

presentes nas juncdes oclusivas.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coletadas amostras

Os exemplares de Gymnotus aff. carapo utilizados neste trabalho foram
coletados, por pescadores da regido, no periodo de janeiro de 2010 a dezembro 2012
na Lagoa de Cima, Distrito de Ibitioca - Municipio de Campos dos Goytacazes - Estado

de Rio de Janeiro (figura 7).

Vil
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S

Figura 7. Mapa mostrando a localizacdo da Lagoa de Cima (21° 46’ S e 41° 31" W) no municipio de
Campos dos Goytacazes — RJ. (Fonte: Google Maps).

Os peixes (Gymnotus aff. carapo) foram transportados ao laboratério e
anestesiados por resfriamento em gelo. Registraram-se alguns dados biométricos (peso
corporal, determinado em balanca de precisdo com sensibilidade de + 0.01g, e
comprimento padréo, desde o focinho até o pedunculo caudal) de todos os exemplares
coletados e, em seguida, os animais foram dissecados de forma de expor o sistema
reprodutor. Um total de 126 machos adultos, de peso corporal médio 154.71 £+ 57.3 g e

comprimento-padréo de 34.9 £ 4.9 cm, foram utilizados neste estudo.
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4.2 Analise morfolégica dos testiculos e vias seminais de Gymnotus aff. carapo

Testiculos e vias seminais foram cuidadosamente dissecados e fixados em uma
solugdo contendo glutaraldeido 2.5%, paraformaldeido 4% e cloreto de calcio (CacCly
5mM em tampao cacodilato de sédio 0.1M, pH 7.2 - 7.4, durante 24 horas a 4°C. Apoés
a fixacao, as amostras foram lavadas em tampao cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.2 - 7.4
(duas vezes de 10 minutos cada lavagem) e poés-fixadas durante duas hora em
tetréxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato 0.1M, pH 7.2 - 7.4, ou em tampdao
cacodilato de sédio 0.2M contendo ferricianeto (FeCNK) 1,6% e CaCl, 10mM, no escuro
e a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas no mesmo tampé&o utilizado na pés-
fixacdo, desidratadas em solugbes com concentragcdes crescentes de acetona [30%,
50%, 70%, 90% (2x), 100% (2x)] e mantidas numa mistura de partes iguais de acetona
100% e resina epoxi (Epon 812) por 24 horas. Apés serem infiltradas por um periodo de
6 horas em resina pura, as amostras foram transferidas para moldes de silicone

contendo Epon e polimerizadas em estufa a 60°C por 48 horas.

Os cortes semi-finos (com aproximadamente 1um de espessura), obtidos com o
auxilio de um ultramicrétomo Reichert Ultracur Ultramicrotome e navalha de diamante,
foram corados com azul de toluidina 1%. Os cortes histolégicos foram observados em
um microscopio Otico Axioplan (Zeiss), ao qual estd acoplada uma camara Canon
Power Shot A640, que permite a obtencédo de microfotografias digitais. Nos cortes semi-
finos de testiculo realizou-se também a medicdo do diametro de células germinativas
escolhidas ao acaso (espermatogbnias, espermatocitos, espermatides e
espermatozoides), utilizando o programa AxioVision Rel 4.8 e aumento de 40x. Os

valores foram expressos como média + desvio-padrao.

Os cortes ultrafinos (aproximadamente 100nm), obtidos no mesmo
ultramicrétomo e com navalha de diamante, foram montados em grades de cobre e
contrastados com acetato de uranila 5% durante 30 minutos e citrato de chumbo 0.2%
durante 5 minutos, segundo REYNOLDS (1963). Depois de lavadas com agua destilada
e secadas, as grades foram armazenadas para observacdo no microscépio eletrénico

de transmissao (Zeiss TEM 900) com aceleracéo de voltagem de 80 Kv.
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4.3 Investigacdo de uma barreira de permeabilidade nos testiculos e vias

seminais de Gymnotus aff. carapo

A técnica de exclusédo de tracadores de permeabilidade foi utilizada com esta
finalidade. O nitrato de lantanio foi escolhido como tracador elétron-denso da barreira
de permeabilidade (LOPEZ et al., 1997). O lantanio se difunde pelo espaco intercelular
delineando as jungdes, mas nao ultrapassa as areas contendo jun¢des do tipo “tight” ou
ocludentes. Em nossos ensaios, as amostras de testiculos e vias seminais de
Gymnotus aff. carapo foram fixadas durante um periodo de 24 a 48 horas (4°C) em uma
solucéo contendo glutaraldeido 5% e nitrato de lantanio 2% em tampéao cacodilato de
sédio 0.1M, pH 7.4-7.6. Apoés a fixacdo, foram feitas duas lavagens (10 minutos cada
uma) com o mesmo tampao utilizado na fixacdo. A poés-fixacdo foi realizada com
tetroxido de 6smio 1% em tampéao cacodilato 0.1M, pH 7.4, ou em tampdao cacodilato de
sodio contendo ferricianeto (FeECNK) 1.6% e CaCl, 10mM, no escuro e a temperatura
ambiente, durante 2 horas. Em alguns ensaios foi adicionado nitrato de lantanio 2% ao

tampéo de lavagem e/ou a solucao de pos-fixacao.

Apés trés lavagens (5 minutos cada lavagem) em tampéo cacodilato 0.1M, pH
7.4, as amostras foram desidratadas em solu¢cdes contendo concentracdes crescentes
de acetona [30%, 50%, 70%, 90% (2x), 100% (2x)] e logo imersas numa mistura de
partes iguais de acetona e Epon, onde permaneceram durante 24 horas. Em uma
proxima etapa, esta mistura foi substituida por resina pura e apos 6 horas se realizou a
inclusdo dos tecidos em moldes de silicone contendo Epon. A polimerizacdo desses
blocos foi realizada em estufa a 60°C durante 48 horas. Na obtencéo e contraste dos
cortes, para posterior visualizacdo no microscépio eletrébnico de transmissdo, foram

utilizados os mesmos procedimentos descritos no ultimo paragrafo do item 4.2.

4.4  Verificacdo da presenca de jungdes oclusivas - Criofratura

Visando determinar a presenca de jun¢des oclusivas nas regides de exclusdo do
marcador lantanio, foi utilizada a técnica de criofratura, que permite a observacdo de
réplicas metélicas de membranas biologicas fraturadas. Nas réplicas, as juncdes
ocludentes apresentam um arranjo caracteristico das proteinas intramembranas, o que

facilita sua identificacdo. Para a realizacdo desta técnica, fragmentos de testiculos
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foram fixados em glutaraldeido 2.5% e paraformaldeido 4% em tamp&o cacodilato de
sodio 0.1M (pH 7.2-7.4) (24 horas), lavadas duas vezes em tampdao cacodilato 0.1M e
gradualmente impregnados com glicerol até atingir uma concentracdo de 30%. Nesta
solucdo permaneceram por 24 horas (4°C). Logo as amostras foram montadas em um
suporte adequado, rapidamente resfriadas em Freon 22 (congelado com nitrogénio
liquido) e fraturados em um equipamento de criofratura (Freeze etching system BAF060
BAL-TEC) em um estagio de temperatura de -115°C a -130°C. Imediatamente apos a
fratura, as amostras foram sombreadas com platino-carbono. As réplicas obtidas foram
lavadas com hipoclorito de sodio, em agua destilada e montadas em grades de cobre. A
observacéao foi realizada em um microscépio eletronico de transmissao (Zeiss TEM 900)
com aceleracao de voltagem de 80 Kuv.

45 Analise eletroforética do contetdo luminal dos testiculos e vias seminais

de Gymnotus aff. carapo

Outra forma de demonstrar a existéncia de barreiras sangue - tecido é verificar
diferencas na composicéo do fluido seminal e do plasma sanguineo. Com este objetivo,
testiculos e vias seminais foram colocados em uma placa de Petri pequena,
separadamente, com 5 ml de tampéao fosfato 0.1 M (pH 7.2) e picotados em multiplos
locais de forma a liberar o conteddo luminal, os quais foram inicialmente centrifugados a
700g durante 20 minutos (centrifuga Hettich Mikro 120) de forma a separar 0s
espermatozoides do fluido seminal. Os sobrenadantes resultantes foram centrifugados
a 17.000g por 30 minutos a 4°C. Amostras de sangue, retiradas do coracdo ou
coletadas de vasos sanguineos presente na cavidade toracica, foram centrifugadas a
17.000g por 30 minutos, obtendo-se assim o plasma sanguineo. Aliquotas do
sobrenadante de todas as amostras foram estocadas em microtubos a -20°C, apés a
determinacdo da concentracdo de proteinas pelo método de BRADFORD (1976). As
leituras foram realizadas em um espectrofotdbmetro modelo UV-VIS Spectrophotometer
Shimadzu, a A595 nm.

As amostras de plasma sanguineo e de fluidos dos testiculos e vias seminais
foram submetidas a eletroforese em minigéis de poliacrilamida a 12% na presenca de
dodecil sulfate de sédio (SDS-PAGE segundo LAEMMLI, 1970). Em cada ensaio
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eletroforético foi utilizada 30ug de proteinas por poco; trés partes de cada amostra
foram adicionadas a uma parte de tamp&o de amostra 4x, que contém Tris HCI 0.5M,
pH 6.8, glicerol 10%, azul de bromofenol 1% e SDS 2%. A eletroforese foi realizada a
aproximadamente 70 V no gel concentrador e aproximadamente 100 V no gel
separador, em tampéao de eletroforese Tris HCI 25 mM, pH 8.3, glicina 1.4%, SDS 0.1%.
A eletroforese termina quando a marcacdo do azul de bromofenol chega a base do gel.
As proteinas contidas nos géis foram reveladas com azul brilhante de Coomassie R-250
(REISNER, 1984) durante 12 horas e, posteriormente, 0s minigéis foram lavados com
agua fervente, por cinco vezes, até o gel ficar incolor. Os géis foram fotografados com
camera digital (Canon Digital Rebel XT) obtendo imagens coloridas ou utilizando um
scanner comercial (HP Photosmart). Os géis também foram corados mediante a técnica
de PAS (acido periodico de Schiff), segundo GANDER, 1984. Resumidamente, 0s géis
foram imersos em uma solucdo contendo 25% de isopropanol e 10% de acido acético,
permanecendo nesta solucdo durante toda a noite. Depois foram tratados com 10% de
acido aceético durante 30 min. e, em seguida, com 0.5% de acido periddico durante 2
horas, a 4°C. A solucéo de &cido periddico foi removida e incubou-se o gel no reagente
de Schiff durante 2 horas a 4°C. O reagente de Schiff foi removido e os géis foram
embebidos em 10% de acido acético durante 30 min. e, subsequentemente,
armazenadas em agua destilada. Bandas de coloracdo magenta, que indicam a

presenca de glicoproteinas, foram observadas.

Andlise densitométrica: As massas moleculares relativas das proteinas contidas
em cada amostra foram calculadas por comparacdo da sua mobilidade eletroforética
(Rf) com as proteinas de massa molecular conhecida, que migraram no mesmo gel. A
guantidade relativa das diversas proteinas foi determinada por densitometria, usando o
programa Gel-perfect, a partir de imagens em cinza de géis obtidos em um scanner
comercial, a 400 dpi. Este programa calcula a mobilidade relativa de cada banda e a
area ocupada por ela, fornecendo também uma representacdo diagramatica das
bandas protéicas e de sua concentragao relativa em relacdo ao total de proteinas por
canal (BOZZO E RETAMAL, 1991; RETAMAL et al., 2000).
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4.6 Imunomarcacgéo de ocludina e claudina. Deteccao por Western Blotting

A deteccdo das proteinas ocludina e claudina, constituintes das juncdes
oclusivas, foi realizada através da técnica de Western blotting. As amostras de
proteinas do testiculo e da via seminal foram submetidas a eletroforese em minigéis de
poliacrilamida a 12% na presenga de SDS. Foi aplicado um volume total de 60 pl de
amostra em cada poco (poco 1: proteinas testiculares; poco 2: proteinas da via seminal;
poco 3: proteinas testiculares previamente incubadas com anticorpo anti-ocludina ou
anti-claudina; poco 4: proteinas da via seminal previamente incubadas com anticorpo
anti-ocludina ou anti-claudina; poco 5: anticorpo anti-ocludina ou anti-claudina). As
proteinas foram separadas eletroforeticamente por aproximadamente 3 horas, a
voltagem de aproximadamente 100 V, contendo os marcadores de peso molecular pré-
corados SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories, 161-0318) e, em seguida, foi realizada a
transferéncia dos perfis proteicos para membranas de nitrocelulose. Os géis foram
transferidos durante 3 horas, a 100 V e 40 mA, no sistema de transferéncia umido da
Bio Rad. Uma vez terminada a transferéncia de proteinas, os sitios ndo especificos nas
membranas foram bloqueados com leite molico 5%, Triton X 0.1% em tampéao fosfato-
salino (PBS) por 1 hora, no escuro. As proteinas ocludina e claudina foram
imunodetectadas através da incubacdo com anticorpo anti-ocludina (Anticorpo de
camundongo anti-ocludina conjugado a FITC; invitrogen, 33-1511) e anticorpo policlonal
anti-claudina (Anticorpo policlonal de coelho para claudina-11 de humano; Santa Cruz
Biotechnology, sc-28669), respectivamente, ambos diluidos em 1:1000 em PBS
contendo leite molico 3%, durante toda noite, a 4°C. Apés esta etapa, foram feitas
varias lavagens em PBS e leite molico 5%, e as membranas que foram incubadas com
0 anticorpo anti-ocludina ja estavam prontas para serem visualizadas com luz
ultravioleta (UV).

As membranas que foram incubadas com o anticorpo anti-claudina foram
incubadas com anticorpo IgG anti-coelho conjugado com alexa fldor (Anticorpo IgG anti-
rabbit conjugado com alexa flior 488; Life Technologies, A11008) a uma diluicdo de
1:1000 em PBS e 5% de leite molico por 1 hora. Apds trés lavagens de 10 minutos
cada, em PBS contendo leite molico 5%, e ultima lavada em PBS puro por 20 minutos,

as membranas foram visualizadas mediante luz UV.



26

5. RESULTADOS
5.1 Anédlise morfologica dos testiculos e vias seminais de Gymnotus aff. carapo

Os testiculos de Gymnotus aff. carapo sdo 6rgdos pares, consistentes e de
formato ovalado. Encontram-se posicionados ventralmente na cavidade abdominal,
préximos a extremidade caudal do conjunto visceral, e estdo presos a cavidade
abdominal pelo mesorquio. Da regido cranial de ambos os testiculos emergem longos
ductos espermaticos independentes, de coloragdo esbranquicada, o0s quais
desembocam na papila urogenital, localizada na regido imediatamente posterior ao

anus (regiao ventro-cranial) (figura 8).

Figura 8. Seccdao lateral da cavidade celomatica de Gymnotus aff. carapo com exposi¢édo dos testiculos
(T) e ductos espermaticos (D).
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Através das andlises microscopicas visualizou-se que os testiculos de Gymnotus
aff. carapo sédo revestidos por uma fina cdpsula de tecido conjuntivo, a tunica albuginea,
gue se projeta para o interior do 6rgdo formando finos septos, que se ramificam e
delimitam os compartimentos intersticial e tubular do testiculo (pranchas 1 e 2). No
compartimento intersticial observaram-se entre os elementos celulares, fibrilares e
vasculares proprios do tecido conjuntivo, as células de Leydig. Estas células,
responsaveis pela biossintese de hormoénios esteréides, encontram-se, geralmente, em
pequenos grupos proximos aos vasos sanguineos. Apresentam formato oval ou
arredondado e um nucleo ligeiramente excéntrico, com um nucléolo proeminente. Ao
nivel ultraestrutural, observou-se um reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido e
numerosas mitocéndrias com cristas tubulares no citoplasma destas células. Compondo
0 epitélio dos tubulos seminiferos observaram-se células da linhagem germinativa e
células de Sertoli. Estas células, de formato irregular, apresentam nucleo
heterocromatinico de forma variavel (pleomorfico) e um nucléolo proeminente (prancha
2). No citoplasma destas células observam-se ribossomos, membranas de reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias, lisossomos, vacuolos digestivos contendo corpos
residuais, entre outras estruturas. Estas células localizam-se na periferia dos cistos e
seus finos prolongamentos se estendem entre as células germinativas, envolvendo-as,
formando o cisto. Células de Sertoli adjacentes, do mesmo ou de diferentes cistos, se
interconectam através de diferentes tipos de juncdes celulares. O compartimento
tubular esta delimitado por uma l|lamina basal caracteristica e células midides

peritubulares (Pranchas 1 e 2).

Como em outros teledsteos, o0 cisto € a unidade basica do epitélio
espermatogénico em Gymnotus aff. carapo. Esta estrutura corresponde a uma célula
germinal ou a clones isogénicos de células germinais rodeados pelos prolongamentos
das células de Sertoli, os quais formam a parede do cisto. Em cada cisto, as células
germinativas se encontram em estagio similar do processo espermatogénico (Prancha
3).

A espermatogénese desta espécie exibe as trés fases classicas deste processo:
a fase espermatogonial, na qual as espermatogbnias tipo A, por sucessivas divisdes

mitGticas com citocinese incompleta, dardo origem as espermatogonias tipo B; a fase
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Prancha 1

Figura A. Corte semi-fino de testiculo de Gymnotus aff. carapo, no qual
visualiza-se a tunica albuginea (setas), que envolve e se projeta para o
interior da génada, formando septos que delimitam os compartimentos
intersticial (1) e tubular (T) do testiculo. Luztubular(L).

Barra= 10pm- Coloracao:azul de toluidina

Figura B. Corte semi-fino de testiculo de Gymnotus aff. carapo
mostrando os compartimentos tubular (T) e intersticial (l). No
compartimento intersticial observam-se elementos do tecido conjuntivo,
como vasos sanguineos (") e células de Leydig (L - setas). No
compartimento tubular podem ser observados espermatocistos contendo
células da linhagem germinativa em diferentes fases da espermatogénese
(fase proliferativa [Fp], fase meidtica [Fm] e de diferenciacdao ou
espermiogénica [Fe]).

Barra= 1pum- Coloracao: azul de toluidina
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Prancha 2

Figuras A — B. Cortes ultrafinos de testiculo, mostrando com maior
aumento os compartimentos tubular (T), intersticial (I) e vascular (V) da
goénada. No compartimento intersticial sao observados elementos do
tecido conjuntivo (fibroblastos - f); no compartimento vascular observam-
se eritrocitos nucleacdlos (e) e leucocitos (le). No compartimento tubular (T)
visualiza-se uma célula de Sertoli (S) e seu prolongamento, envolvendo
um grupo de células germinativas. Limitando o cisto, observam-se a
lamina basal (setas) e as células midides peritubulares (mi).

Barra, g = 2um

Figura C. Destaca-se uma ceélula de Leydig. No citoplasma desta célula,
mitocondrias e um reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido.
Barra= 1um

Figura D. Ultraestrutura de uma Celula de Sertoli. Estas celulas
apresentam um formato irregular, nucleo pleomorfico com nucléolo
evidente, e heterocromatina difusa. No detalhe, uma Sertoli envolvendo
grupos de células germinativas.

Barra= 1pm

Barra = 2um (insert)
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Prancha 3

Figura A. Corte semi-fino de testiculo mostrando cistos contendo
espermatogonias tipo A (GA) em estreita associacao com células de
Sertoli (setas); os prolongamentos destas células formam a parede dos
cistos. Observa-se também um grupo de espermatides (E) na luz do
tubulo espermatogénico(L).

Barra = 2um - Colorac¢ao: azul de toluidina

Figura B. Corte semi-fino de testiculo mostrando cistos contendo um
grupamento isogénico de espermatogdnias tipo B (GB), envolvido por
celulas de Sertoli (setas).

Barra= 2um - Coloracao: azul de toluidina

Figura C. Corte semi-fino de testiculo mostrando um cisto contendo
celulas em profase meidtica (Cp) (espermatocito primario).
Barra= 1um- Coloracao: azul de toluidina

Figura D. Corte semi-fino de testiculo mostrando espermatocitos na
etapa de metafase (Cm)da meiose l.
Barra= 2um - Coloracao: azul de toluidina

Figura E. Corte semi-fino de testiculo mostrando espermatides em fase
inicial (Ei) e tardia (Et) do processo espermiogénico. A setas assinalam os
prolongamentos das células de Sertoli.

Barra= 1um- Coloracao: azul de toluidina
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meiotica, durante a qual os espermatécitos dardo origem a espermatides haploides e a
fase de diferenciacdo ou espermiogénica. As espermatogonias tipo A sdo as maiores
células da linhagem espermatogénica, medindo 14.4 + 2.3 um. Estas células, de forma
arredondada ou oval, apresentam um nucleo grande, central, eucromatinico, com um
nucléolo proeminente. No citoplasma observam-se, entre outras organelas,
mitocondrias distribuidas aleatoriamente, algumas das quais apresentavam um material
elétron-denso associado. Estas células foram encontradas ao longo de todo o tubulo
seminifero e, geralmente, estdo individualmente envolvidas pelos prolongamentos da
célula de Sertoli (Pranchas 3 e 4). As espermatogoénias tipo B sédo células menores que
as anteriores, medindo 7.6 + 1.9 um. Estas células possuem um nucleo esférico e
proeminente, apresentando comumente mais de um nucléolo. Além disso, podem ser
encontradas em grupos de até dezoito células. Em cortes ultrafinos de testiculo foi
observado grupos de espermatoglOnias tipo B envolvidos pelos prolongamentos da
célula de Sertoli, formando os cistos espermatogénicos (Pranchas 3 e 4). Devido a
citocinese incompleta, as espermatogonias tipo B apresentam-se unidas por pontes
citoplasmaticas, o que facilita o sincronismo do processo espermatogénico. As
espermatogbnias B se dividem para dar origem aos espermatocitos. Estas células
representam a fase meidtica do processo espermatogénico e sdo facilmente
identificadas devido aos diferentes graus de compactacdo dos seus Cromossomos
durante a meiose (Prancha 3). Estas células medem aproximadamente 7.7 + 1.2 um.
Divisbes mitoticas das espermatogbnias secundarias levam a formacdo dos
espermatocitos primarios pré-leptoténicos. Nesta etapa ainda € possivel observar o
nucléolo em algumas células. Espermatodcitos primarios em profase ou metafase
meiotica foram as etapas mais frequentemente observadas. Enquanto avanca a profase
meidtica, a cromatina come¢a a se condensar e organizar. No estagio de
zig6teno/paquiteno observa-se o complexo sinaptonémico, estrutura que representa a
unido dos cromossomos homologos. Nos espermatocitos em metafase, o0s
cromossomos estdo muito condensados e localizam-se na regido equatorial da célula
(Pranchas 3 e 5). Durante a meiose, 0s espermatécitos permanecem conectados pelas
pontes citoplasmaticas. Ao completarem a meiose |, 0s espermatocitos primarios darao

origem aos espermatocitos secundarios, que sdo raros de serem detectados porque
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Prancha 4

Figuras A — B. Cortes ultrafinos de testiculo mostrando espermatogénias
tipo A (GA) rodeadas pelos prolongamentos das céelulas de Sertoli (setas).
Estas células, de forma arredondada ou ovalada, possuem um ntcleo (N)
grande, esférico, com nucléolo (n) Unico e evidente. No citoplasma,
ribossomos, membranas reticulo endoplasmatico (RE) e mitocéndrias (m)
espalhadas aleatoriamente. No “insert”, observa-se uma mitocéndria a
maioraumento.

Barra, g = 500nm

Barra=500nm (insert)

Figuras C — D. Cortes ultrafinos de testiculo de G. aff. carapo mostrando
espermatogénias do tipo B (GB) envolvidas pelos prolongamentos das
celulas de Sertoli (setas).

Barra.p = 2um

Figura E. Detalhe do citoplasma de uma espermatogoénia tipo A, onde
visualizam-se o complexo de Golgi (G), o centriolo (¢) € uma mitocdndria
(m).

Barra= 1pm



PRANCHA 5

CRP S 2T -

A% DN
e

Basiare R G".

-

2 "- -

.‘if“\




Prancha 5

Figura A. Eletromicrografia mostrando espermatocitos em profase
meiotica - etapa de leptoteno (Cp). No “insert” um espermatocito na etapa
paquiteno, onde visualiza-se o complexo sinaptonémico (seta), estrutura
que representa a uniao dos cromossomos homologos.

Barra= 1um

Barra= 1pum (insert)

Figura B. Eletromicrografia mostrando espermatocitos em metafase
(Cm), etapa em que os cromossomos estdo muito condensados e
localizam-se na regiao equatorial da célula. No “insert” observa-se um
centriolo no citoplasma destascélulas.

Barra= 2um

Barra= 1um (insert)
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logo entram na meiose Il. Os espermatdcitos secundarios apresentam o ndcleo com a

cromatina condensada em um dos polos, o que Ihes conferem aspecto de meia lua.

Ao final da meiose Il, os espermatoécitos secundarios dardo origem a células
hapldides, as espermétides. Estas células, de forma aproximadamente esférica, sdo
pequenas, medindo aproximadamente 2.5 + 0.4 um, e constituem uma populagéo
heterogénea - dado os diferentes graus de condensagdo que apresenta a cromatina
nuclear durante a espermiogénese. Durante a espermiogénese, as espermatides
experimentam drasticas modificacbes morfoldgicas, dentre elas a perda de parte do
material citoplasmatico, condensac¢ado da cromatina, formacédo do flagelo, dando assim
origem a espermatozoides com caracteristicas especificas da espécie. Neste trabalho
foram identificadas pelo menos dois tipos de esperméatides: as espermatides iniciais (em
fase inicial do processo espermiogénico) e as espermatides tardias (em fase final do
processo espermiogénico), as quais apresentaram diferentes graus de condensacao da
cromatina nuclear. Tanto nas espermatides iniciais quanto nas tardias foi possivel
visualizar o axonema, que se desenvolve paralelo ao nucleo, sem rotacdo nuclear
(Prancha 3 e 6).

Os espermatozoéides de Gymnotus aff. carapo, como em outras espécies de
teledsteos, apresentam as regides da cabeca, da peca intermediaria e do flagelo. Na
cabeca observou-se um nudcleo esférico com cromatina homogeneamente condensada,
gue ocupa quase a totalidade da regido da cabeca. N&o se observou a presenca de
acrossoma nos espermatozoides desta espécie. Na base do nucleo, o envelope nuclear
forma uma depressdo chamada fossa nuclear. Na peca intermediaria observou-se o
complexo centriolar, formado pelos centriolos proximal (que da origem a peca
intermediaria) e distal (que da origem ao flagelo). Também foram observadas diversas
vesiculas agrupadas na periferia, prOximas a membrana plasmatica, e mitocéndrias
distribuidas irregularmente pelo citoplasma, além de um curto canal citoplasmatico. O
flagelo, Unico - paraxial, apresentou uma tipica estrutura axial formada por nove pares
de microtubulos periféricos mais um par central, a qual esta rodeada pela membrana

flagelar (Prancha 6).

Em associacdo com as células germinativas, observaram-se células de Sertoli,

envolvendo-as individualmente, como ocorre com as espermatogbnias tipo A, ou






Prancha 6

Figuras A - B. Eletromicrografias mostrando a ultraestrutura de
espermatides em diferentes etapas do processo espermiogénico - fase
inicial (Ei) e outra mais tardia (Et) - as quais apresentam a cromatina em
graus diferentes de condensacao. No “insert” visualizam-se os centriolos
proximal e distal (seta). Nucleo (N), axonema (A).

Barra,g = 1pum

Barra = 2um (insert)

Figura C. Imagem de maior aumento dos centriolos proximal e distal de
uma espermatide, os quais dao origem a peca intermediaria e ao flagelo,
respectivamente.

Barra= 2um

Figuras D — E - F . Eletromicrografias de espermatozoides no limen
tubular. Observa-se a regiao da cabeca, com um nucleo (N) apresentando
uma cromatina altamente condensada, uma peca intermediaria curta e
um flagelo (f) em posicao lateral e paralelo ao nucleo. Mais detalhes da
estrutura espermatica podem ser observados, como o canal
citoplasmatico curto (cc) mitocodndrias (m), complexo centriolar que é
formado pelos centriolos proximal (cp) e distal (cd) e algumas vesiculas
(v) agrupadas proximas a membrana plasmatica. No “insert” observa-se
o axonema (A) do flagelo, com o classico padrao axial 9+2. Fossa nuclear
(seta). Em F observa-se parte de uma célula de Sertoli (S), e seus
prolongamentos (setas).

Barraper = 1pum

Barra= 500nm (insert)
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formando cistos com grupos de células germinais, como é observado com os demais
tipos celulares (Pranchas 3 e 4). Além de participar da formacgéo do cisto, as células de
Sertoli tém propriedades fagociticas. No citoplasma destas células observaram-se, além
de lisossomos, vacuolos fagociticos e corpos residuais de células germinais. No final do
processo espermatogénico, o contato intimo entre células germinativas e as células de
Sertoli € quebrado pelo rompimento da parede do cisto; as pontes citoplasméticas que
unem as esperméatides se desfazem e elas séo liberadas individualmente para o limen
do tubulo. O rompimento do cisto contendo células em estagio de espermatide e a
presenca de espermatides e espermatozéides no limen do tdbulo seminifero sugere

gue a espermatogénese em Gymnotus aff. carapo seja do tipo semicistica.

No ducto espermatico de Gymnotus aff. carapo foram identificadas duas regides
morfologicamente distintas: regido proximal e regido distal. A regido proximal do ducto é
formada por um epitélio simples de células baixas, limitado pela [amina basal e células
mioides peritubulares. Mais externamente se visualiza tecido conjuntivo e tecido
muscular liso. No limen do ducto observam-se abundantes espermatozdides. Durante
as analises do ducto espermatico proximal detectou-se espermatofagia nas amostras
estudadas. Ja a porcao distal do ducto espermatico é formada por um epitélio simples
do tipo colunar, no qual se observaram células principais e basais apoiadas numa
lamina basal caracteristica. Mais externamente, tecido conjuntivo e células musculares

lisas (Prancha 7).

Nas eletromicrografias expostas na prancha 8 observa-se o epitélio da regido
proximal do ducto espermatico. As células apresentaram, na regido apical, finos
prolongamentos que se dirigem em direcdo ao limen do ducto. Na sequéncia, um
espermatozoide envolto pelos prolongamentos citoplasmaticos das células epiteliais e
nas figuras seguintes observam-se vacuolos fagociticos (fagossomos) e, possivelmente,
corpos residuais. Estes dados sugerem que esta regido pode estar envolvida na
reabsorcdo e fagocitose de elementos presentes no ducto, e entre eles

espermatozoides provavelmente danificados.

O conduto deferente distal é formado por um epitélio simples de células

colunares, com nucleo ovéide localizado no terco basal da célula; no citoplasma um
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Prancha 7

Figura A. Corte semi-fino da regiao proximal da via seminal, que é
formada por um epitélio simples de células baixas (e), tecido conjuntivo
(tc) e células musculares lisas (cml). Muitos espermatozoides (Ez) no
lamen (Lu) deste ducto. Observa-se, ainda, espermatozoides fagocitados
pelas células epiteliais (setas). Vasos sanguineos (*).

Barra= 2um

Coloracao:azul de toluidina

Figura B. Corte semi-fino da regiao distal da via seminal, que é formada
por um epitélio simples colunar (ec), tecido conjuntivo (tc) e tecido
muscular liso (tml). Nesta regido nao foi observada fagocitose de
espermatozoides. No “insert” observa-se células basais (b) entre as
células colunares.

Barra= 2um

Coloracao: azul de toluidina
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Prancha 8

Figuras A — B — C — D. Eletromicrografias mostrando uma sequéncia de
fagocitose pelas células epiteliais que formam o ducto. Em A, pequenos
prolongamentos citoplasmaticos (setas) das células epiteliais em direcao
ao lumen. No “insert’, uma célula geminal envolta completamente pelos
prolongamentos das células epiteliais. Em B, um fagossomo (fa); em C a
célula sendo digerida e, por fim, em D, corpo residual (rb) da célula
fagocitada.

Barra, g = 500nm

Barra=500nm (insert)

Barracp = 1pum
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complexo de Golgi bem desenvolvido e abundantes mitocondrias foram observados na
regido apical destas células. Entre as células principais observaram-se células basais.
Complexos de unido (juncdes oclusivas, de adesao e desmossomos) e interdigitagcoes
da superficie lateral da membrana plasmatica foram observados entre as células

principais (Prancha 9).

5.2 Investigacdo de barreiras de permeabilidade nos testiculos e vias seminais

de Gymnotus aff. carapo

O tracador de espacos intercelulares (nitrato de lantanio) permitiu verificar a
existéncia de uma barreira de permeabilidade nos testiculos e vias seminais de
Gymnotus aff. carapo, ainda ndo descrita nesta ordem. No testiculo, o marcador
penetrou nos tubulos seminiferos pelos espacos intercelulares, rodeou e apareceu no
interior de cistos contendo grupos de espermatogbnias e espermatocitos em estagios
iniciais da meiose (Prancha 10). Ja em cistos contendo espermatides, o lantanio rodeou
0 cisto, mas ndo alcancou o lumen, sendo impedido de penetrar nos espacos entre
células de Sertoli adjacentes. O tracador também foi excluido do lumen dos tubulos
seminiferos contendo espermatozoéides. Regides de forte aposi¢cdo entre as membranas
plasmaticas de células adjacentes foram observadas, visualizando-se jun¢des oclusivas
e desmossomos (Prancha 11). Estes resultados indicam que existe uma barreira de
permeabilidade, formada por juncdes oclusivas entre células de Sertoli adjacentes, nos
testiculos de Gymnotus aff. carapo. Esta barreira é estabilizada nas etapas finais da
meiose, de forma que somente células germinativas hapldides sdo separadas do
compartimento vascular e do sistema imune. A barreira ndo inclui a participacdo de
células endoteliais dos vasos sanguineos como ocorre em algumas espécies de
mamiferos. A fim de confirmar a presenca de juncdes oclusivas na estrutura da barreira
de permeabilidade do testiculo foram realizadas algumas réplicas de criofratura que
permitiram visualizar a presenca das proteinas integrais constituintes das juncdes
oclusivas. Vemos nas imagens da prancha 11 réplicas de criofratura nas quais as
juncdes oclusivas aparecem como fileiras paralelas de particulas individuais ou como

fitas selantes anastomosadas nas faces P e E da membrana plasmatica.
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Prancha 9

Figuras A — B — C. Detalhes ultraestruturais do epitélio que forma a
regiao distal da via seminal de Gymnotus aff. carapo. Na figura A observa-
se células colunares, com nucleo (N) localizado proximo a por¢cao basal e
mitocondrias (m) concentradas na porcao apical do epitélio.
Microvilosidades (mv). Em maior aumento (figura B), a regiao apical do
epitélio, mostrando desmossomo (d) e juncao oclusiva (jo). Presenca de
muitos desmossomos (d) neste epitélio.

Barra, = 2um

Barrag = 500nm

Barra. = 1pm
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Prancha 10

Figuras A — B. Cortes ultrafinos de testiculos, tratados com nitrato de
lantanio, onde observa-se que o tracador penetrou no compartimento
intersticial da goénada, rodeou e apareceu no interior de cistos de
espermatogdnias (G) e espermatocitos em fase inicial do processo
meiotico (C) (setas).

Barra,g = 1um

Figura C. Micrografia eletronica mostrando o lantanio sendo impedido de
entrarno cisto contendo espermatides maduras (E) (setas).
Barra= 500nm
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Prancha 11

Figuras A — B — D. Cortes ultrafinos de testiculos tratados com nitrato de
lantanio. O tracador percorre os espacos intercelulares mas nao
consegue alcancar o lumen dos cistos de espematides e o lumen dos
tabulos seminiferos(setas).

Barra g = 2um

Barrap= 1um

Figura C. Regiao de contato entre duas células de Sertoli no testiculo,
onde visualiza-se uma série de pontos focais entre as membranas
(jJuncdes oclusivas - jo) associados a desmossomos (d).

Barra=500nm

Figuras E — F - G. Eletromicrografias de criofraturas mostrando as
juncdes oclusivas como fileiras paralelas de particulas individuais (F e G)
ou como fitas selantes anastomosadas (E) (setas).
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Prancha 12

Figura A. Eletromicrografia da regiao proximal da via seminal, onde
observa-se um pequeno prolongamento das células epiteliais em direcao
ao lumen do ducto (seta). No citoplasma destas células observam-se
mitocondrias (m), entre outras estruturas.

Barra= 500nm

Figuras B — C — D. Cortes ultrafinos da regiao inicial da via seminal,
mostrando o marcador elétron-denso sendo impedido de alcancar o
lumen deste ducto (setas), proximo a regiao apical do epitélio. No “insert”
observa-se uma regiao de intimo contato entre duas membranas
celulares adjacentes, onde visualizam-se juncées do tipo desmossomo (d)
e juncao oclusiva(seta).

Barragcp = 500nm

Barra=500nm (insert)
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Na via seminal o tracador elétron-denso penetrou entre as células epiteliais, mas
foi interrompido na regido apical deste epitélio por juncdes do tipo oclusivas, que nao
permitiram que o marcador atingisse o limen. Estes resultados sugerem que a citada
barreira de permeabilidade tem continuidade nas vias seminais e que a base estrutural

desta barreira séo as jungdes oclusivas (Prancha 12).

5.3 Avaliacao eletroforética do contetdo luminal dos testiculos e vias seminais

de Gymnotus aff. carapo

Os perfis eletroforéticos de proteinas obtidas do fluido testicular e da via seminal
de Gymnotus aff. carapo quando comparados com o perfil eletroforético de proteinas

provenientes do sangue, demonstraram diferencas significativas entre eles (figura 8).

Proteinas
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Figura 8. SDS-PAGE 12% das proteinas obtidas do plasma sanguineo, do fluido testicular e da via
seminal de Gymnotus aff. carapo. A) Imagem do gel de poliacrilamida 12% com 0,1% de SDS e 10%
B-mercaptoetanol, corado com azul Brilhante de Coomassie R-250, mostrando os perfis eletroforéticos de
30ug de proteinas do plasma sanguineo, 30ug de proteinas do fluido do testiculo e 30ug de proteinas do
fluido da via seminal. B) A mobilidade eletroforética relativa (Rf) das proteinas e a area ocupada por elas
se observam nos densitogramas realizados com o programa “Gel Perfect”.

No plasma sanguineo foram observadas bandas protéicas de massas
moleculares: 194.360, 179.400, 183.700, 137.680, 94.080, 81.880, 73.310, 66.000,
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62.100, 57.820, 53.560, 48.850, 45.380, 42.820, 40.730, 37.450, 34.070, 31.880,
29.130, 28.000, 26.620, 24.460 daltons, sendo que as proteinas de maior concentracao
apresentaram mobilidades relativas (Rf) de: 0.11, 0.22, 0.24, 0.26, 0.29, 0.32, 0.41, 0.65
e 0.66; e massas moleculares relativas de 160.000, 73.000, 66.000, 62.000, 57.000,
53.000, 43.000, 29.000 e 28.000 daltons, respectivamente. Entretanto, no fluido
testicular foram observadas muitas bandas protéicas, entre elas as de 185.660,
172.350, 137.680, 95.520, 81.880, 72.380, 85.430, 61.580, 58.430, 52.630, 49.090,
45.280, 44.380, 42.250, 39.670, 36.880, 34.880, 32.840, 31.330, 30.510, 28.480,
26.770, 25.590, 24.180 daltons, sendo que as proteinas de maior concentracdo
apresentaram mobilidades relativas (Rf) de: 0.2, 0.3, 0.47, 0.51, 0.70 e 0.76; e massas
moleculares relativas de 82.000, 58.000, 40.000, 37.000, 27.000 e 15.000 daltons,
respectivamente. Os perfis eletroforéticos das proteinas do fluido do testiculo e da via
seminal também apresentaram algumas diferencas entre si, sendo que algumas
proteinas presentes no fluido testicular ndo foram observadas no fluido da via seminal,
assim como ha proteinas que estdo presentes no fluido da via e que nao foram
visualizadas no fluido testicular. No fluido da via seminal foram observadas
aproximadamente 25 bandas protéicas (193.250, 182.500, 97.000, 84.440, 74.850,
67.020, 62.100, 58.430, 53.550, 49.950, 46.190, 44.070, 42.030, 39.470, 36.670,
35.350, 34.450, 32.330, 31.180, 29.970, 28.320, 27.530, 26.620, 24.050, 15.150
daltons), sendo que as proteinas de maior concentracdo apresentam mobilidades
relativas (Rf) de: 0.05, 0.2, 0.21, 0.26, 0.43, 0.5, 0.7, 0.77 e 0.95; e massas moleculares
relativas de 182.000, 84.000, 74.000, 62.000, 42.000, 36.000, 26.000, 24.000 e 15.000
daltons, respectivamente.

A técnica de PAS permitiu verificar que algumas destas proteinas presentes no
trato reprodutivo e no sangue correspondem a glicoproteinas. O perfil glicoprotéico do
plasma sanguineo também difere daqueles do fluido do testiculo e da via seminal

(figura 9).
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Figura 9. SDS-PAGE 8% das glicoproteinas obtidas do plasma sanguineo, do fluido testicular e da
via seminal de Gymnotus aff. carapo. A) Imagem do gel de poliacrilamida 8% com 0,1% de SDS e 10%
B-mercaptoetanol, corado com a técnica de PAS, mostrando os perfis glicoprotéicos de 30ug de
proteinas do plasma sanguineo, 30ug de proteinas do fluido do testiculo e 30ug de proteinas do fluido da
via seminal. B) A mobilidade eletroforética relativa (Rf) das glicoproteinas e a area ocupada por elas séo
observadas nos densitogramas realizados com o programa “Gel Perfect”.

No plasma sanguineo, as proteinas de massas moleculares equivalentes a
174.340, 163.700, 130.87, 84.060, 80.830, 72.380, 67.070, 62.640, 58.430, 54.500,
50.390, 46.580, 43.600, 38.040, 35.530, 33.540, 30.480 e 29.130 daltons correspondem
a glicoproteinas. As proteinas majoritarias apresentaram uma mobilidade relativa (Rf)
de 0.19, 0.21, 0.24 e 0.28; e massas moleculares relativas de 121.000, 83.000, 75.000
e 66.000 daltons, respectivamente. No fluido testicular as proteinas de massas
moleculares de 76.999, 54.970, 50.380, 43.600, 41.580, 39.050, 37.060, 35.720,
34.610, 33.020, 31.330, 29.480, 28.160, 26.020, 25.020, 24.050, 23.250, 22.350,
21.240, 20.180, 18.840, 17.250, 15.810, 14.860, 14.000 daltons correspondem a
glicoproteinas; sendo a proteina majoritaria aquela de mobilidade relativa (Rf) de 0.21 e

massa molecular de 77.000 daltons. O fluido da via seminal apresentou algumas



35

bandas marcadas com PAS, que vao desde 77.000 até 15.000 daltons (76.999, 63.190,
55.450, 52.180, 43.830, 33.720, 32.160, 31.160, 29.800, 28.480, 26.770, 25.440,
24.320, 23.250, 22.350, 21.380, 20.580, 19.400, 18.470, 17.230, 16.240, 15.300
daltons), sendo que a proteina com maior concentracdo apresentou mobilidade relativa
(Rf) de 0.21 e massa molecular de 77.000 daltons.

Esses resultados sugerem e apoiam a hipétese da presenca de uma barreira de
permeabilidade no trato reprodutor da espécie em estudo.

5.4 Imunomarcacdo das proteinas ocludina e claudina presentes nas juncdes
oclusivas

A deteccdo da proteina ocludina no fluido do testiculo e da via seminal foi
realizada através da técnica de Western blotting. Dois géis SDS-PAGE eram realizados
em paralelo, sendo que um era corado com azul Brilhante de Coomassie para a
visualizacdo do perfil eletroforético das proteinas presentes em cada amostra, e o outro
era transferido para uma membrana de nitrocelulose. Na imagem da membrana
imunomarcada (visualizada com luz ultravioleta), a seta mostra a banda protéica
diferente que ndo aparece somente no canal onde foi colocado o anticorpo anti-ocludina
puro conjugado a FITC. A analise densitométrica mostra que esta proteina apresenta
uma mobilidade relativa de 0.42 e uma massa molecular de 50.000 daltons, podendo

representar a proteina de interesse, ocludina (figura 10).
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Figura 10. Deteccéo de ocludina em proteinas obtidas do fluido do testiculo e da via seminal de
Gymnotus aff. carapo. A) Imagem do gel de poliacrilamida 12% com 0,1% de SDS e 10% B-
mercaptoetanol, corado com azul Brilhante de Coomassie R-250, mostrando os perfis eletroforéticos de
60pg de proteinas do fluido do testiculo, 60ug de proteinas do fluido da via seminal, 60ug de proteinas do
fluido do testiculo misturadas com 1ug de anticorpo anti-ocludina conjugado a FITC, 60ug de proteinas
do fluido da via seminal misturadas com 1ug de anticorpo anti-ocludina conjugado a FITC e 1ug do
anticorpo anti-ocludina. B) Imagem da membrana de nitrocelulose (visualizada com luz ultravioleta), a
qual foi transferido o perfil protéico obtido no gel. A seta mostra a banda protéica diferente que néo
aparece no canal onde foi colocado o anticorpo anti-ocludina puro. Esta banda apresenta uma mobilidade
relativa (Rf) de 0.42 e uma massa molecular de 50.000, podendo representar a proteina de interesse,
ocludina. C) A mobilidade eletroforética relativa (Rf) das proteinas e a area ocupada por elas se
observam nos densitogramas realizados com o programa “Gel Perfect”. Densitograma do gel SDS-PAGE
(preto e branco) e da membrana de nitrocelulose (colorido).

A deteccdo da proteina claudina no fluido do testiculo e da via seminal se
realizou de forma similar a descrita para a ocludina. Na imagem da membrana de
nitrocelulose imunomarcada sao observadas bandas protéicas que podem

corresponder a fragmentos da proteina de interesse, claudina (figura 11). Estas bandas
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apresentam uma mobilidade relativa (Rf) de 0.85 e 0.9 e massas moleculares de 13.500

e 8.500 daltons, respectivamente.
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Figura 11. Deteccédo de claudina em proteinas obtidas do fluido do testiculo e da via seminal de
Gymnotus aff. carapo. A) Imagem do gel de poliacrilamida 12% com 0,1% de SDS e 10% B-
mercaptoetanol, corado com azul Brilhante de Coomassie R-250, mostrando os perfis eletroforéticos de
60pg de proteinas do fluido do testiculo, 60ug de proteinas do fluido da via seminal, 60ug de proteinas do
fluido do testiculo misturadas com 1lug do anticorpo anti-claudina, 60pg de proteinas do fluido da via
seminal misturadas com 1ug do anticorpo anti-claudina e somente 1pg do anticorpo anti-claudina. B)
Imagem da membrana de nitrocelulose (visualizada com luz ultravioleta), & qual foi transferido o perfil
proteico obtido no gel. A seta estd mostrando as duas bandas diferentes que ndo aparecem no canal em
que foi colocado o anticorpo anti-claudina puro. Elas apresentam uma mobilidade relativa de 0.85 e 0.9 e
massas moleculares de 13.500 e 8.500 respectivamente. C) A mobilidade eletroforética relativa (Rf) das
proteinas e a &rea ocupada por elas se observam nos densitogramas realizados com o programa “Gel
Perfect”.
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6. DISCUSSAO.

Existe, em geral, uma grande variacdo na organizacdo do testiculo e dos
padrbes espermatogénicos dos mamiferos comparados com 0s peixes, provavelmente
por uma maior variedade reprodutiva apresentada por este Ultimo grupo, que vai desde
espécies que liberam os gametas no ambiente aquoso a estratégias altamente
especializadas envolvendo fertilizacdo interna. Estas diferencas sao refletidas no
processo espermatogénico, particularmente na espermiogénese, quando se define a
morfologia espécie - especifica do espermatozoide, ou na ocorréncia ou ndo de ondas
espermatogénicas (PUDNEY, 1993). Apesar da grande diversidade reprodutiva deste
grupo de vertebrados, a espermatogénese € um processo conservado entre as
diferentes espécies de peixes (NOBREGA et al., 2009).

Nossos resultados indicam que na espécie em estudo, Gymnotus aff. carapo, os
testiculos apresentam um formato ovalado e estdo localizados proximos a extremidade
caudal do conjunto visceral, ao contrario dos testiculos alongados que se estendem por
guase todo o comprimento da cavidade abdominal observado na maioria dos peixes
teleosteos (BARBIERI E BARBIERI, 1984a). Eles apresentam estrutura do tipo tubular
anastomosada, segundo a classificacdo proposta por GRIER et al. (1980) isto €, o
compartimento germinativo é formado por tubulos ramificados que se interconectam da
periferia até o ducto testicular principal, 0 que contrasta com a estrutura observada em
peixes mais desenvolvidos (Neoteleostei), onde o testiculo é do tipo lobular com ductos
seminiferos em formato digitiforme na periferia ventro-lateral do testiculo. Segundo
PARENTI E GRIER (2004), em Teleostei, o padréo tubular anastomosado é observado

em espécies pertencentes aos grupos mais basais na escala evolutiva.

Como descrito em diferentes espécies de peixes teledsteos, em Gymnotus aff.
carapo foi observado que a espermatogénese ocorre no interior dos cistos, que sao
formados quando uma espermatogbnia primaria ou tipo A é completamente envolvida
pelas células de Sertoli. Devido a citocinese incompleta, as células resultantes das
divisbes mitéticas de uma Unica espermatogbnia permanecem interconectadas pelas
pontes citoplasmaticas; estas pontes sao responsaveis pelo desenvolvimento sincrénico
das células germinais. Por esta razdo, acredita-se que no arranjo cistico da

espermatogénese, as células de Sertoli estdo geralmente em contato com um Unico
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clone de células germinativas (NOBREGA et al., 2009). Segundo LOIR et al. (1995) e
PUDNEY (1995), esta é a principal diferenca da espermatogénese nédo cistica
(encontrada em répteis, aves e mamiferos), em que as células de Sertoli estdo em

contato com muitos clones de células germinais ao mesmo tempo.

Na espécie em estudo foi observado que o rompimento do cisto, e consequente
liberacdo das células germinativas para o lumen testicular, ocorre na fase de
espermatide. Segundo GRIER (1993), este processo espermatogénico é do tipo semi-
cistico, quando no momento do rompimento do cisto as células germinativas
encontram-se na fase de esperméatide. Resultados similares foram observados no
género Ophidion (MATTEI et al., 1993) e posteriormente em Bryconops affinis
(ANDRADE et al., 2001), Scorpaena notata (MUNOZ et al., 2002), Galeocharax knerii
(MAGALHAES et al., 2004). J4 a espermatogénese do tipo cistica ocorre quando no
momento do rompimento do cisto as células encontram-se na fase de espermatozoide,
situacdo observada em outras espécies, como em Leporinus silvestrii (ANDRADE e
GODINHO, 1983), Gambusia affinis holbroaki (FRAILE et al., 1992; ANDRADE et al.,
2001). Segundo SCHULZ et al. (2010) ainda n&o esta claro se ocorre perda de células

de Sertoli em associacado com 0 processo de espermiacdo em peixes.

As células de Sertoli observadas nos testiculos de Gymnotus aff. carapo sao
similares aquelas descritas em outras espécies de teledsteos (GRIER, 1993). Seus
prolongamentos laterais envolvem e d&o suporte estrutural as células germinativas,
formando os cistos. Além disso, participam da formacdo de uma barreira de
permeabilidade, que cria um microambiente que possibilita o controle da diferenciacao
das células germinativas, do processo de desprendimento das espermatides em
direcdo a luz do tabulo, fagocitam restos citoplasmaticos liberados durante o processo
de espermiogénese, entre outras funcdes proprias deste tipo celular (PUDNEY, 1995).
Durante o desenvolvimento deste trabalho foi possivel observar, nos cortes ultrafinos de
testiculo de Gymnotus aff. carapo, vacuolos digestivos contendo células germinativas
fagocitadas no citoplasma das células de Sertoli. Segundo SCHULZ et al. (2010) a
célula de Sertoli fagocita células germinativas apoptéticas, corpos residuais

descartados pelas espermatides durante a espermiacéo, e espermatozéides residuais.
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Em peixes teledsteos, a proliferacdo de células de Sertoli ocorre durante a
proliferacdo espermatogonial, permitindo que estas células formem o espaco requerido
pelo clone de células germinativas em crescimento. Assim, coincidindo com o aumento
do volume do cisto e do nimero de células germinais por cisto, 0 niumero de células
somaticas aumenta significativamente em cistos de espermatogdnias primarias,
comparado aos cistos de espermatdcitos. A proliferacdo destas células diminui quando
as células germinais entram em meiose, e se detém nos cistos pds-meiéticos (SCHULZ
et al., 2010).

Os espermatozéides de peixes mostram mais diversidade morfolégica do que
aqueles de outros vertebrados, e sua ultraestrutura fornecem parametros para analise
filogenética (JAMIESON E LEUNG, 1991; MATTEI, 1991). Existem duas formas de
classificar os espermatozoides de peixes, aquasperma (pertencentes a peixes de
fertilizacdo externa) e introsperma (pertencentes a peixes de fertilizacdo interna). A
estrutura basica do espermatozoide de espécies que sdo de fertilizacdo externa tende a
ser um aquasperma anacrossomal, apresentando um nucleo esférico ou ovoide e uma
peca intermediaria curta (JAMIESON, 1991). O espermatozdide de Gymnotus aff.
carapo mostrou uma estrutura tipica de teledsteos de fertilizacdo externa, pois
apresentam um nucleo esférico, uma peca intermediaria pequena e nao possuem
acrossoma. Os espermatozoides de peixes teledsteos geralmente ndo apresentam
acrossoma e € a micropila que da acesso, ao espermatozoide, a membrana plasmatica
do gameta feminino (JAMIESON, 1991). Contudo, vacuolos (considerados por alguns
autores vestigios de acrossomas) podem ser encontrados em alguns teledsteos
(BILLARD, 1983). MATTEI (1970) descreve dois tipos basicos de espermatozoides de
teledsteos baseados no processo de rotacdo nuclear durante a espermiogénese. No
tipo | 0 nucleo roda 90° em relacéo ao eixo flagelar, resultando em um flagelo localizado
perpendicularmente ao eixo nuclear. No tipo Il, a rotacdo nuclear ndo ocorre, 0 que
resulta em um flagelo localizado lateralmente em relacdo ao nucleo. Outro tipo de
espermiogénese, tipo lll, descrito por QUAGIO-GRASSIOTTO E OLIVEIRA (2008),
ocorre quando o flagelo se desenvolve em uma posi¢cao central em relacdo ao nucleo; o
nucleo néo roda durante a espermiogénese e a formacédo de uma fossa nuclear e canal

citoplasmatico ndo ocorre. Em Gymnotus aff. carapo os espermatozoides séao
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morfologicamente similares ao descrito no tipo Il, apresentando um flagelo paraxial

localizado lateralmente em relagédo ao nucleo.

Em mamiferos, numerosos estudos tém sido focalizados nas interacdes
funcionais entre os diferentes tipos de células presentes no testiculo; entretanto, em
peixes, poucos trabalhos se referem a este tema. Contudo, sabe-se que as juncdes de
adesdo entre células de Sertoli e células germinais, entre células germinais ou entre
células de Sertoli contribuem na manutencdo da estrutura tridimensional e na
organizacdo das células germinativas no interior dos cistos. Além disto, em algumas
espécies de peixes teledsteos, tem sido demonstrada a presenca de jun¢des oclusivas
entre as células de Sertoli, correlacionando-as com a ocorréncia de uma barreira de
permeabilidade. UniGes de comunicacdo (nexos) e moléculas de conexina, que podem
estar relacionadas com o desenvolvimento sincrénico das células germinativas no cisto,
também tém sido observadas em peixes (BATLOUNI et al., 2009, NOBREGA et al.,
2009).

No presente trabalho verificou-se a presenca de diferentes tipos de juncdes
celulares, tanto entre as células somaticas testiculares, como entre as células epiteliais
da via seminal, entre elas, juncfes oclusivas e desmossomos. A utilizacdo do lantanio
como tracador de permeabilidade permitiu demonstrar que o tracador entrou no
compartimento intersticial da gbnada, penetrou entre as células que formam a parede
dos cistos e alcancou o lumen dos cistos de espermatogbnias e espermatécitos em
fases iniciais da meiose; contudo, ndo foram observados em cistos contendo
espermatides e no lumen dos tubulos seminiferos. Este método permitiu visualizar o
local e momento nos quais a barreira comeca a ser efetiva na exclusédo do tracador, e
demonstra, portanto, a existéncia de uma barreira hematotesticular nos testiculos de
Gymnotus aff. carapo. A presenca de juncfes oclusivas foi corroborada utilizando a
técnica de criofratura. Este tipo de juncdo constitui a base estrutural das barreiras de
permeabilidade presentes em vertebrados, e permite a criacdo de um microambiente

adequado para o desenvolvimento normal das células germinativas.

Em Gymnotus aff. carapo, a barreira hematotesticular parece ser estabelecida ao
final da meiose, permitindo que células germinativas hapléides estejam protegidas do

compartimento vascular e do sistema imunolégico. A ocorréncia de uma barreira de
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permeabilidade foi relatada anteriormente nos trabalhos de ABRAHAM et al. (1980),
MARCAILLOU E SZRLLRSI (1980), BERGMANN et al. (1984), SHIBATA E
HAMAGUCHI (1986) e SILVA E GODINHO (1989), em Aphanius dispar, Poecilia
reticulata, Ameca splendens, Oryzias latipes e na tilapia nil6tica, respectivamente.

Em mamiferos, a barreira hematotesticular € estabilizada imediatamente depois
do inicio da meiose (DYM E FAWCETT, 1970; RUSSELL, 1977; DYM E CAVICCIA,
1978), surgindo concomitantemente ao aparecimento de espermatécitos em fase de
paquiteno, quando é observada a presenca de juncfes de oclusdo entre as células de
Sertoli adjacentes (DE OLIVEIRA GOMES et al.,, 2006). Este fato indica sua relagéo
com o processo meidtico e formacao de espermatozéides hapldides. Assim, a formacao
das juncdes oclusivas entre células de Sertoli marca o fim do periodo de proliferacéo e
diferenciacdo desta célula, de modo que agora as células de Sertoli podem suportar
células germinais meiéticas e pos-meidticas no compartimento adluminal do epitélio
seminifero, segregado por jungdes oclusivas do compartimento basal contendo
espermatogobnias. Um desenvolvimento similar, ao de mamiferos, pode ser observado
no testiculo dos peixes teledsteos, embora adaptado para trés condicdes especificas da
espermatogénese cistica. Primeiro, 0 maximo volume do cisto é atingido quando as
células germinativas progrediram a espermatocito no estagio paquiteno durante a
meiose, e a proliferacdo da célula de Sertoli continua - embora de forma menos intensa
do que durante a fase espermatogonial - até o inicio de espermiogénese. Em segundo
lugar, cada cisto funciona como uma estrutura independente que segue 0 seu proprio
tempo de desenvolvimento. Isto esta em contraste com a onda geral de diferenciacéo
da célula de Sertoli em um periodo de tempo relativamente curto no epitélio germinativo
de vertebrados amnioticos. Em terceiro lugar, a barreira de células de Sertoli em peixes
parece ser estabelecida no final ou apdés a meiose e somente células germinativas
hapléides séo protegidas do compartimento vascular e do sistema imunitario (SCHULZ
et al., 2010). Importante mencionar que as caracteristicas peculiares das juncfes
oclusivas presentes nos testiculos de vertebrados ndo mamiferos e mamiferos sugerem
gue estas estruturas sdo altamente conservadas durante a evolucdo (SPRANDO E
RUSSELL, 1987). Além disso, postula-se que somente nos testiculos que apresentam

organizacdo cistica (teledsteos e anfibios anuros) as jungdes oclusivas estao
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regularmente associadas a desmossomos (BERGMANN et al., 1984), aspecto este que

foi observado neste trabalho.

No presente estudo também foi analisada a morfologia do ducto espermatico de
Gymnotus aff. carapo, focando na detec¢cdo de uma barreira de permeabilidade neste
orgdo. Sado relativamente escassos 0s trabalhos relacionados a ultraestrutura dos
ductos esperméticos nas diferentes espécies de teledsteos de agua doce, podendo ser
citados os de LAHNSTEINER et al. (1993a) em peixes salmonideos; LAHNSTEINER et
al. (1993b) em Esox lucius; LAHNSTEINER et al. (1994) em peixes ciprinideos; MANNI
E RASOTTO (1997) em Opistognathus whitehursti e LO NOSTRO et al. (2003) em
Synbranchus marmoratus. Nossos resultados mostraram que, em Gymnotus aff.
carapo, a porgao inicial do ducto espermatico é formada por uma camada de células
epiteliais baixas, as quais sao relacionadas com as células de Sertoli testiculares por
alguns autores. Em Atheriniformes, foi proposto que células de Sertoli diferenciadas
formariam as células do ducto (GRIER, 1993). Este mesmo autor mostra que em
poecilideos as células de Sertoli hipertrofiam e se transformam em células colunares
para formar o ducto espermatico. Foi observada uma alta incidéncia de atividade
fagocitica na regido proximal do ducto. A presenca de vacuolos digestivos no
citoplasma das células do ducto espermatico sugere que elas estdo envolvidas na
reabsorcdo de espermatozoides em degeneracdo. Atividade fagocitica também foi
observada no ducto espermatico de Opistognathus whitehurstii (MANNI E RASOTTO,
1997). Ja a porcao distal do ducto espermatico de Gymnotus aff. carapo é formado por
um epitélio de células colunares, conectadas por diferentes tipos de juncdes celulares
(juncbes oclusivas e desmossomos) e ndo parece apresentar atividade fagocitica. Em
relacdo a morfologia das células que formam esta regido do ducto, houve semelhanca
entre 0s resultados obtidos neste trabalho com os descritos para Salaria pavo
(LAHNSTEINER E PATZNER, 1990); Opistognathus whitehurstii (MANNI E RASOTTO,
1997); Synbranchus marmoratus (LO NOSTRO et al., 2003); e para diferentes espécies
de teledsteos marinhos (LAHNSTEINER, 2003).

Trabalhos relacionados a deteccdo de uma barreira de permeabilidade, utilizando
marcadores elétron-densos de permeabilidade, nos ductos espermaticos sdo mais

escassos. Em Gymnotus aff. carapo, foi observado que as células epiteliais do ducto
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estdo fortemente unidas por juncbes do tipo desmossomos e junc¢des oclusivas,
localizadas preferencialmente na regido apical do epitélio, proximo ao limen do ducto,
demonstrando que a barreira de permeabilidade presente no testiculo continua nas vias
seminais, cumprindo um papel protetor dos gametas desta espécie. A presenca de
juncdes do tipo desmossomo e jungdo oclusiva entre as células epiteliais do ducto
também foi descrita em Synbranchus marmoratus (LO NOSTRO et al., 2003). Nossos
resultados, utilizando a técnica de exclusao do lantanio, mostraram que o marcador foi
detido, por juncdes oclusivas, proximo a regido apical do epitélio, ndo conseguindo

alcancar o lumen do ducto.

Nas vias seminais de mamiferos, os trabalhos de HOFFER E HINTON (1984) e
LOPEZ et al. (1997), realizados em roedores e equinos, respectivamente, mostraram
gue as diferencas existentes na composicdo do plasma sanguineo e do fluido
epididimario seriam mantidas pelas juncbes oclusivas presentes entre as células
principais do epitélio epididimario, as quais formam uma barreira de permeabilidade
chamada de hemato-epididimaria. Os estudos ultraestruturais realizados por estes
autores demonstraram que as junc¢des oclusivas formam uma rede continua em torno
de células epiteliais que revestem o ducto, e assim criam uma barreira ao transporte
paracelular de &agua, solutos e outras moléculas. Esta barreira € dinamica e
heterogénea quanto a permeabilidade ao longo da via espermatica, e sua

desagregacéo leva a uma série de patologias (LOPEZ et al., 1997).

A existéncia anatbmica e funcional de uma barreira de permeabilidade nas
gbnadas e via seminal de Gymnotus aff. carapo foi também comprovada mediante o
estudo do perfil eletroforético das proteinas presentes no plasma sanguineo e no fluido
seminal dos testiculos e ductos desta espécie. Nossos resultados mostraram diferencas
significativas entre as proteinas que compdem o0 plasma sanguineo e as proteinas
presentes no fluido seminal. Tal barreira contribuiria para a formac¢do de um meio que
contém concentracdes Otimas de componentes especificos, que sdo favoraveis para

manter a viabilidade do gameta.

Estudos prévios (STEYN E VAN VUREN, 1986; VLOK E VAN VUREN, 1988;
VILJOEN E VAN VUREN, 1992) mostraram diferencas significativas entre a

composicao quimica (proteinas, lipideos, glicose, ions) do plasma seminal e do plasma
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sanguineo de Clarias gariepinus, Barbus aeneus, Labeo ruddi e Labeo rosae,
respectivamente, e sugeriram a presenca de barreiras de permeabilidade que
regulariam o transito destes componentes entre o sistema circulatério e o aparelho
reprodutor. Em relacdo a concentracdo de proteinas, em Gymnotus aff. carapo, foi
observada uma quantidade relativamente alta destas macromoléculas no fluido seminal;
resultados contraditérios tém sido publicados em relac@o a concentracéo de proteinas
no fluido seminal de teledsteos (LAHNSTEINER et al., 1995; CIERESZKO et al., 1998;
KOWALSKI et al., 2003; LAHNSTEINER et al., 2004).

Ainda ndo esta claro o papel das proteinas no fluido seminal de peixes, mas
postula-se que estas macromoléculas possam atuar na protecdo dos espermatozoéides
(KROL et al., 2011). Tem sido postulado que elas prolongariam a viabilidade dos
gametas (LAHNSTEINER et al., 2004; LAHNSTEINER, 2007) e manteriam, em
condi¢Bes adequadas, a pressdo osmotica, composicao idnica e pH do plasma seminal
(LI et al., 2009). Contudo, ndo foram encontrados dados na literatura relacionados a
interacdo de proteinas com o espermatozéide durante o seu transito pelas vias
seminais. Assim, informacdes a respeito da participacdo de proteinas na diferenciacao
do gameta seriam importantes para uma melhor compreensdo dos processos de
maturacdo espermatica e fertilizacdo neste grupo de vertebrados, além de fornecer

subsidio para estudos posteriores em outras espécies de teledsteos.

7. CONCLUSOES

A organizacdo gonadal dos machos da espécie Gymnotus aff. carapo é do tipo
tubular seminifera cistica. No compartimento tubular ocorre o processo de
espermatogénese, que compreende as classicas etapas de multiplicacdo gonial,
maturacdo meidtica e espermiogénese. A liberacdo das células germinais para o lUmen
do tubulo ocorre na etapa de espermatide (espermatogénese semicistica), o que sugere

gue o processo espermatogénico se completaria no limen do tubulo seminifero.

A existéncia de uma barreira de permeabilidade nos testiculos e vias seminais da
espécie em estudo foi estabelecida mediante a analise de amostras tratadas com
nitrato de lantanio e analisadas no microscopio eletrénico de transmissao. A presenca

de junc¢des oclusivas entre células de Sertoli adjacentes, no testiculo, e entre as células
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epiteliais da via seminal fornece a base estrutural de uma barreira que separa as
células germinativas jovens (dipléides) das maturas (haploides), nos testiculos, e que
protege os espermatozoides durante o transito/armazenamento nas vias seminais.
Através desta metodologia verificou-se que o lantanio penetra no compartimento
intersticial da gbnada, rodeia e invade os cistos de espermatogbnias e de
espermatécitos em fase inicial da meiose, porém é excluido de cistos de espermatides
e do lumen dos tubulos espermatogénicos. Isto €, a barreira comeca a ser efetiva na
exclusdo do tracador no final da meiose, de modo que somente células hapléides estdo
protegidas do compartimento vascular e do sistema imune. Na via seminal, a passagem
do lantanio é interrompida na regido apical do epitélio, por jun¢cBes do tipo oclusivas,

ndo alcancando o limen do ducto.

A técnica de criofratura permitiu verificar a presenca de junc¢des oclusivas nos
testiculos, as quais aparecem como fileiras paralelas de particulas individuais ou como

uma banda formada por fitas selantes anastomosadas.

Outra evidéncia da presenca da barreira de permeabilidade nas gbénadas e vias
seminais de Gymnotus aff. carapo é a diferenca existente no perfil eletroforético das
proteinas do fluido seminal comparado com aquele do plasma linfatico, bem como a

marcacéao das proteinas ocludina e claudina pela técnica de Western Blotting.
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