Espermiogénese em Eupemphix nattereri (Anura, Leiuperidae):
aspectos ultra-estruturais
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ABSTRACT. Spermiogenesis in Eupemphix nattereri (Anura, Leiuperidae): ultrastructural aspects. Spermatozoon maturation
involves an extense and complex process beginning with proliferation and differentiation of spermatogonia, passing through meiosis, and
ending with spermiogenesis. The later event involves morphological and biochemical changes in order to transform spermatids into
spermatozoa. Ultrastructural aspects of the spermiogenesis and testicular spermatozoa of the anuran Eupemphix nattereri (Steindachner,
1863) were analyzed by transmission electron microscopy. Spermiogenesis involves chromatin condensation and nuclear elongation,
with visible cytoplasmic elimination. At this stage, a large amount of microtubules and glycogen can also be seen in Sertoli cell cytoplasm,
surrounding each spermatid. The spermatozoon is fusiform and the acrossome forms a cap in the anterior region of the nucleus. A
mitochondrial sleeve is found around the proximal portion of the tail. The tail presents an axonema with a 9+2 pattern, a justaxonemad fiber,
an undulating membrane, and the absence of axial rod. This organization shows some similarities with species of the genus Physalaemus
(Leiuperidae) such as P. biligonigerus (Cope, 1861), P. gracilis (Boulenger, 1883) and P. fuscomaculatus (Steindachner, 1864).
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RESUMO. A maturagdo dos espermatozdides envolve um extenso e complexo processo que comega com a proliferacéo e diferenciagédo
das espermatog6nias, passa pela meiose e finaliza com a espermiogénese. Nessa fase, eventos envolvendo alteragbes morfoldgicas e
bioguimicas transformam espermétides em espermatozoides. Aspectos ultra-estruturais da espermiogénese e do espermatozdide do anuro
Eupemphix nattereri (Steindachner, 1863) foram analisados através de microscopia eletronica de transmissdo. A espermiogénese envolve
condensagdo da cromatina e aongamento nuclear, com visivel eliminacéo de citoplasma. Nesse estagio, grande quantidade de microttbulos
e glicogénio podem ser visualizados no citoplasma das células de Sertoli, rodeando cada espermétide. O espermatozoide é fusiforme e o
acrossomo forma uma capa na regido anterior do nicleo. A bainha mitocondrial é encontrada ao redor da porcéo proximal da cauda. A
cauda apresenta o axonema com o modelo 9+2, uma fibra axonemal, a membrana ondulante e auséncia de bastéo axial. Esta organizagdo
apresenta algumas similaridades com espécies do género Physalaemus (Leiuperidae) como P. biligonigerus (Cope, 1861), P. gracilis

(Boulenger, 1883) e P. fuscomaculatus (Steindachner, 1864).
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Os espermatozoides dos anfibios sdo geralmente
células al ongadas e especia mente modificadas paranadar.
A morfologia basica dos espermatozéides dos anfibios
consiste de: cabeca (contendo capaacrossomal e nicleo)
e caudacom pecaintermediériaeprincipa (DUELLMAN &
Trues, 1994). A formacgdo desses gametas envolve um
extenso ecomplexo processo queseiniciacomaproliferacéo
e diferenciacdo das espermatogbnias, passa pela meiose e
termina.com aespermiogénese (Rastoal et al., 1988). Este
ultimo evento envolve alteracdes morfolégicas e
biogquimicas que transformam espermatides em
espermatozoides (PHiLips, 1974).

A gametogénese e amorfol ogiado espermatozoide
de alguns anuros tém sido estudadas em condicdes
particulares de fertilizacdo, por meio de observacdes
baseadas namorfologiae motilidadein vitro (WAGGENER
& CaRrroL, 1998). A grande variacdo morfoldgica e
morfométrica na estrutura do acrossomo, perfuratorium
e filamento caudal tem contribuido também para a
caracterizacao taxondmica e filogenética (FOuQUETTE &
DeLaHoussaYe, 1977; Garripo et al., 1989; Lee &
Jamieson, 1992, 1993; Jamieson et al., 1993; Kwon & LEE,

1995; Mever et al., 1997; JAMIESON & SCHELTINGA, 1997;
ScHELTINGA et al., 2002).

Aspectos morfoldgicos e funcionais da
espermiogénese tém sido descritos em varios estudos
com anuros, especialmente no que concerne aos
complexos eventos envolvendo formagéo do acrossomo
(SPrANDO & RusseLL, 1988; Rastoal et al., 1988),
compactagdo cromatinica, alongamento nuclear (Reeo &
STANLEY, 1972; CaviccHiA & MovicLia, 1983; BAoet al.,
1991; Lee & JamiesoN, 1992, 1993; Lee & Kwon, 1992;
TABOGA & DoLDER, 1998) eformagdo do flagelo (TABoca
& DoLDER, 1993).

S&0 poucos os trabalhos baseados em questfes
dabiologia reprodutiva para os géneros que compdem a
familia L eiuperidae como as contribuicdes paraalgumas
espécies do género Physalaemus (Fitzinger, 1826) (Ryan
et al., 1983; Ryan, 1990; BarRreTO & ANDRADE, 1995;
WogckL et al., 2002) e do género Eupemphix (Steindachner,
1863) (OLIvEIRA & ZIERI, 2005). Alguns destesestudos se
referem aos aspectos morfoldgicos do aparelho
reprodutor masculino de Physalaemus cuvieri (Fitzinger,
1826) (OLivEIrA €t al., 2002, 2003b) e a caracterizacéo
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estrutural de espermatozéides de P. biligonigerus
(Cope, 1861), P. fuscomacul atus (Steindachner, 1864)
e P. centralis (Bokermann, 1962) (AMARAL et al., 1999).
Este trabalho descreve modificacfes ultra-estruturais
gue ocorrem durante a espermiogénese bem como a
ultra-estrutura do espermatozéide do anuro
Eupemphix nattereri (Steindachner, 1863) visando
contribuir com dados morfol 6gicos que possibilitem
estudos comparativos entre espécies dessafamilia, bem
como para a ampliagdo do conhecimento da biologia
reprodutiva de anuros neotropicais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dez machos adultos de
Eupemphix nattereri, coletados em lagoas temporérias
(21°04' 40" S; 49°32' 23" W) nacidadede Novaltapirema,
distrito de NovaAlianca, Estado de Sdo Paulo, Brasil. As
coletas foram realizadas no inicio da estagdo chuvosa
entre os meses de setembro e outubro de 2003. Os
espécimes foram fixados e incorporados a colecéo
Herpetol 6gica do Departamento de Zoologia e Boténica
do IBILCE, UNESP-SIRP (L ote 640-D; numeradosde 8380
a8339).

Os espécimes foram anestesiados com éter etilico
e tiveram suas gdnadas removidas apds incisédo
mediana ventral. Para as observagfes na microscopia
eletrénica, as amostras foram fixadas por 2h a25°C em
solucdo de glutaraldeido 3% e &cido tanico 0,25% em
tampé&o Millonig (pH 7,3 e 0,2M), e lavados
posteriormente no mesmo tamp&o. Osfragmentosforam
pos-fixados em solugdo de tetréxido de 6smio a 1%
por 1 hora, lavados brevemente em solugdo tamponada,
desidratados em acetona e incluidos em araldite
(CotTA-PEREIRA €t al., 1976).

Secces ultrafinasforam contrastadas pel o acetato
de uranila a 2%, durante 20 minutos (Watson, 1958) e
pelo citrato de chumbo a2% em solugdo 1N de hidroxido
de sodio (VenaBLE & CoGGEsHALL, 1965), durante 8
minutos, e analisadas em microscopio eletrénico de
transmiss&o.

RESULTADOS

No inicio da diferenciacéo as espermatides
apresentam o nuicleo arredondado, bastante pronunciado
e a cromatina com aspecto frouxo. No citoplasma
identificam-se organelas como mitocondrias, complexo
de Golgi, centriolos e reticulo endoplasmatico liso (Fig.
1). No transcorrer da fase inicial, vesiculas originadas
pel o complexo de Golgi sefundem formando o acrossomo
(Fig. 2) e o centriolo distal origina o filamento caudal
(Figs. 3e4).

Osestadios intermediarios sao caracterizados pela
compactagdo da cromatina e alongamento nuclear, e no
citoplasmaestéo presentes reticulo endoplasmético liso,
mitocdndrias e fragmentos do envoltério nuclear
denominadoslamelas aneladas (Fig. 5), além de material

vacuolizado sob a forma de vesiculas (Figs. 6 e 7). No
citoplasma da célula de Sertoli, envolvendo cada
espermatide, pode-se observar grande quantidade de
microtUbul os de arranjo helicoidal e paralel osao sentido
do alongamento nuclear, bem como uma grande
guantidade de granulos de glicogénio (Figs. 8 e 9).
Concomitantemente ao alongamento do nucleo, o
citoplasma das espermétides se deslocam e se
desprendem, reduzindo assim o material citoplasmético
daregido nuclear (Figs. 5-7). A cromatinaapresenta-se
com pequenos grumos uniformemente distribuidos
(Figs. 7-9), até atingir um alto grau de compactagao,
verificado pela conspicua eletrodensidade nuclear e
quase ausénciade material citoplasmatico (Fig. 10).

Em estédio ja avancado da citodiferenciacéo, as
espermatides tardias que anteriormente estavam
envolvidas inteiramente pelo citoplasma da célula de
Sertoli formando agrupamentos de células ou cistos
espermatogenéticos, estéo agora organizadas em feixes
paralelos, com apenas a por¢do anterior mergulhada e
fixano citoplasmadacéulade Sertoli. A célulade Sertali
apresenta nucleo bem evidente com a cromatina
finamente distribuida, ao redor dos quais se distribuem
vériasmitocondrias (Fig. 11).

As espermatides tardias e os espermatozoéides
apresentam trés partes principais distintas: cabeca,
peca intermediaria e cauda. Revestindo a porcéo
anterior do niicleo, como uma capa, esta a vesicula
acrossdmicaalongada e cbnica; 1ogo abaixo encontra-
se o perfuratorium, estrutura conica, alongada, fibrilar
e eletrodensa; e anteriormente ao nucleo identifica-se
0 espaco subacrossomal. Estastrés estruturas formam
o complexo acrossémico (Fig. 12). O ndcleo, bastante
compacto e alongado possui cromatina condensada,
€ em suaregido posterior, uma pequena quantidade
de material citoplasmatico contendo mitocéndrias
(Fig. 13).

A peca intermedidria apresenta dois centriolos
perpendicul ares embebidos no material pericentriolar,
o centriolo proximal, localizado mais préximo ao nicleo
(Fig. 13), e o centriolo distal, responsavel pelo
desenvolvimento do flagelo. A estruturaflagelar pode
ser ultra-estruturalmente subdividida em trés regides:
estrias transversais, centriolo distal e axonema (Fig.
4). Umabainha citoplasmatica, contendo mitocdndrias
e lamelas aneladas, envolve o axonema e a fibra
justaxonemal naporcdoinicial do flagelo, aindanapeca
intermediaria(Fig. 14), esetornadelgada (Fig. 15) até
desaparecer completamente.

A cauda consiste de um axonema, constituido pelo
arranjo convencional de microttbulos (9+2), umafibra
justaxonemal e na regido mediana da cauda também se
encontra uma extensa membrana ondulante (Fig. 16). O
axonema e a fibra justaxonemal séo rodeados por uma
membrana citoplasméatica comum e a medida que véo se
aproximando da regido terminal da cauda ocorre uma
reducdo da fibra justaxonemal e auséncia da membrana
ondulante (Fig.17).
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Figs. 1-6. Espermiogénese em Eupemphix nattereri (Steindachner, 1863). 1, Espermétide inicial com um desenvolvido complexo de Golgi
(seta clara), que dara origem & membrana acrossdmica, um dos centriolos do par (cabeca de seta), mitocondria (m), reticulo endoplasmético
liso (seta escura) e nicleo com a cromatina dispersa (n); 2, Corte sagital em espermétide inicial mostrando a membrana acrossdmica (ma)
associada a porgao anterior do nucleo (n); 3, Seccéo longitudina de espermétide em fase inicial do desenvolvimento do flagelo, mostrando
0 nlcleo (n) com a cromatina dispersa, o centriolo distal (cd) situado na fossa nuclear e a presenga de material pericentriolar (p); 4, Seccéo
longitudinal de espermétide, evidenciando a orientagéo perpendicular do centriolo distal com a membrana plasmética, a presenca de
microtUbulos no axonema em formagdo na futura regido da pega intermedidria. Axonema (ax), centriolo distal (cd), citoplasma (c),
estriagOes transversais (et) e ndcleo (n); 5-6, Espemétides com nucleo (n) ovoide e residuo citoplasmético volumoso contendo mitocondrias
(m), lamelas aneladas (seta clara), reticulo endoplasmético liso (seta escura) e vesiculas (v) eliminando porgdes citoplasméticas.
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DISCUSSAO

O processo espermatogenético em E. nattereri
ocorre em estruturas denominadas |6cul os seminiferos,
nos quais o epitélio germinativo € organizado em
espermatocistos, de maneira similar ao descrito para
outros anuros (HErmosiLLA et al., 1983; Rastoai et al.,
1988; OLivEIRA et al., 2002; OuivEIRA et al., 2003a,b). Na
medida em que se formam as espermétides al ongadas, o
arranjo cistico se desfaz e entdo estas células se agrupam

em feixes compactos (Spranpo & RusseL, 1988; OLIVEIRA
etal., 2003a).

Como verificado por OLiveira et al. (2003a) em
Scinax fuscovarius (Lutz, 1925) e por TABoGA & DoLDER
(1991) em Scinax ranki (= Hyla ranki) (Andrade &
Cardoso, 1987), as espermétides de E. nattereri também
sofrem um processo de diferenciacdo que envolve vérias
alteracGes nlicleo-citoplaméticas: alongamento nuclear,
condensacdo do material cromatinico, formagdo do
acrossomo, desenvolvimento da cauda e perda do
material citoplasmatico.

Figs. 7-10. Espermiogénese em Eupemphix nattereri (Steindachner, 1863). 7-8, Espermétides em sec¢do transversal com o padréo de
compactagdo da cromatina em grumos densos (n), citoplasma com grande quantidade de mitocondrias (m) e de vesiculas citoplasméticas
(v) contendo material a ser eliminado. O citoplasma da célula de Sertoli esta repleto de granulos de glicogénio (seta); 9, Espermétides em
secgéo transversal mostrando o nucleo (n) e citoplasma da célula de Sertoli repleto de microtibulos (seta); 10, Célula de Sertoli contendo
mitocondria (m), seccdo transversal com adiantado grau de compactagéo nuclear (n).
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O nlcleo das espermétides de E. nattereri sofre
gradual condensagéo e aumento de eletrodensidade,
como descrito paraMegophrys montana (Kuhl & Hasselt,
1822) (Asa & PHiLLips, 1988) e para P. biligonigerus, P.
fuscomaculatuse P. gracilis (Boulenger, 1883) (AMARAL
et al., 1999). O processo de alongamento celular é
auxiliado por umagrande quantidade de microttbulos no
citoplasma da célula de Sertoli que entremeia as
espermétides e uma menor quantidade na regiéo
perinucleolar (Rastoc! et al., 1988; Bao et al., 1991;
AmARAL et al., 1999).

Além dos microtubul os que atuam no al ongamento
das espermatides, também se observa no citoplasma
da célula de Sertoli de E. nattereri uma grande
quantidade de granul os de glicogénio, como observado
em Rana catesbeiana (Shaw, 1802) (SpranDo & RusseL,
1988) e Pachymedusa dacnicolor (Cope, 1864) (Rastoal
etal., 1988).

Outra caracteristica das espermatides de E.
nattereri € agrande redugéo do volume citoplasmético,
através da perda de prolongamentos sob a forma de
vesiculas, que serdo fusionadas e reabsorvidas pelas

Figs. 11-15. Espermiogénese em Eupemphix nattereri (Steindachner, 1863). 11, Seccdo longitudinal em feixe de espermétides tardias (€)
no interior da célula de Sertoli. A célula de Sertoli apresenta ntcleo (n) com cromatina frouxa e no citoplasma observa-se mitocondrias
(m), inimeros microtibulos e granulos de glicogénio ao redor das espermétides; 12, Secgéo longitudinal de espermétide tardia entremeada
pelo citoplasma da célula de Sertoli. Acrossomo (a), perfuratorium (p), espaco subacrossomal (sa), ndcleo (n) e microtibulos (mt)
rodeando a espermétide; 13, Seccédo longitudinal de espermétide tardia. NUcleo (n), mitocondria (m) e centriolo proximal (seta); 14-15,
Seccéo transversal em diferentes alturas na regido proximal da cauda, envolta pela bainha citoplasmética. Quanto mais proxima da peca
intermediéria, a bainha é mais espessa (b1), contendo mitocdndria (m) e lamelas aneladas (la). A medida que se distancia desta porcéo, a
bainha (b2) torna-se mais delgada. O filamento caudal esta representado pelo axonema (ax) e pela fibra justaxonemal (ja).
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Figs. 16-17. Espermiogénese em Eupemphix nattereri (Steindachner, 1863). 16, Seccéo transversal da por¢do mediana da cauda. Axonema
(ax), fibra justaxonemal (ja) e membrana ondulante (mo); 17, Sec¢édo transversal da por¢ao final da cauda. Axonema (ax) e fibra

justaxonemal (ja).

célulasde Sertoli como em H. ranki (TABocA & DOLDER,
1998) ou degradadas no epitélio do ducto de Wolff como
em R. catesbeiana (Srranpo & RusseL, 1988).

Nas etapas finais da espermiogénese, 0 acrossomo
apresenta uma capa de forma conica na regido anterior
do nicleo como em outros anfibios (Nicanper, 1970;
Rastoai et al., 1988; BAo et al., 1991; AMARAL et al., 1999)
eo perfuratorium localizado entre 0 acrossomo e o niicleo.
Estaestrutura contém filamentos de actina e desempenha
papel importante durante apenetragdo no dvulo (BAcceT!
etal., 1980).

Entre os vertebrados, os anfibios apresentam uma
enorme diversidade em suas estratégias reprodutivas e
locais de fertilizaco (DueLLMAN & Trues, 1994), isso
reflete em uma grande diferenciacéo e variabilidade no
filamento caudal, tendo em vista os anexos protéicos e
pecas membranosas que esta regi&o pode apresentar em
gametas de diferentes anfibios ja estudados (TaBoca &
DoLbER, 1993). Em E. nattereri, além de mitocondrias
localizadas e comumente descritas na bainha
citoplasmatica, uma peculiaridade em espermatides
tardias é a persisténcia de lamelas aneladas na bainha
citoplasmética.

O filamento caudal apresenta um axonema tipico
(9+2) sem nenhum anexo caudal em R. pipiens (Screber,

1782) eR. clamitans (Latreille, 1801) (PoIRIER & SPINK,
1971) e alguns Microhilideos (ScHELTINGA €t al., 2002),
ou com dois axonemas em Megophrys montana (Kuhl &
van Hasselt, 1822) (Asa & PHiLLips, 1988) e
Lepdobatrachus laevis (Budgett, 1899) (WAGGENER &
CARROL JRr., 1998). O filamento caudal com axonema,
membrana ondulante e bastéo axial esta presente em
Pachymedusa dacnicolor (Rasrtoai €t al., 1988) e Bufo
gargarizans Cantor, 1842 (Kwon & LEeg, 1995). A cauda
deHylajaponica (Gunther, 1859) consiste deum axonema
e um bastdo axial, mas ndo possui uma membrana
ondulante (Kwon & Leg, 1995). O anuro E. nattereri
possui o filamento caudal constituido por axonema,
membrana ondulante, fibra justaxonemal e auséncia do
bastdo axial, semelhante ao descrito por AMARAL €t al.
(1999) paratrés espécies de Physalaemus.

A descricdo do gameta de E. nattereri confere
caracteristicas morfol 6gicas que reforgam a proximidade
filogenética com outras espécies dafamiliaL eiuperidae.
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