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RESUMO

Fragmentos da juncdo uterovaginal de 16 exemplares de fémeas adultas de peru foram examinados, com o
objetivo de determinar as modificagdes morfométricas e histologicas dos tubulos armazenadores de
espermatozoides (SST), durante os periodos de atividade e repouso reprodutivo. Os estudos foram realizados a
partir de dissecagdes do oviduto esquerdo, utilizando-se técnicas histologicas, histoquimica e histométricas de
rotina. Essas estruturas originam-se de invaginagdes do epitélio das pregas da regido uterovaginal e
apresentam-se tubulosas, simples e ndo ramificadas, com epitélio formado por células prismaticas estreitas,
claras e escuras, com nucleo vesiculoso basal e microvilos apicais. As secregdes dessas células apresentaram
reagOes negativas para PAS e Alcian Blue, indicando auséncia de mucossubstancias. Os parametros
morfométricos utilizados mostraram que ha diferengas significativas entre os periodos de atividade reprodutiva
e de repouso. Na fase de atividade reprodutiva, o comprimento tubular, o volume tubular, o volume do lume, o
nimero de SST na juncdo uterovaginal, o didmetro externo e interno, a altura celular e o nimero de células por
tubulos estdo aumentados, e observam-se espermatozoides agrupados na luz do lume e células claras e escuras
nos tubulos com vesiculas supranucleares no citoplasma das cé€lulas tubulares. Na fase de repouso, os
pardmetros morfoldgicos estdo reduzidos e ndo sdo encontrados espermatozoides na luz do lume. Nesta fase,
ndo sdo evidenciadas as células escuras nem as vesiculas supranucleares no citoplasma celular.
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ABSTRACT

Fragments of the uterus-vaginal junction of 16 adult female turkeys were investigated aiming to determine the
morphometrical and histological modifications in the tubuli spermatici (tubular sperm glands) during the
breeding (August to March) and non-breeding (April to July) seasons. The studies were performed in dissected
oviducts processed for histology, histochemistry, and morphometry of the tubuli spermatici (TS), structures
which are originated from invaginations of the uterus-vaginal epithelium. TS are simple tubular glands, lined
by a columnar epithelium formed by light and dark narrow cells, which presented euchromatic nucleus and
apical microvillus. The TS epithelium secretion was negative for PAS and Alcian Blue stains, indicating the
absence of mucosubstances. The tubular length, tubular volume, luminal volume, number of TS, as well as
external and internal diameter, cellular height, and number of cells per tubule showed significant differences
between the reproductive phases (breeding and non-breeding). In the breeding season, all these
morphometrical parameters were increased when compared with the ones from the non-breeding season.
Clusters of sperm in the lumen of the glands, as well vesicles in the cytoplasm of both light and dark epithelial
cells, were observed in the breeding season. In the non-breeding season, luminal sperm, vesicles, and dark
cells were not observed in the TS glands.
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Aspectos morfolégicos, morfomeétricos...

INTRODUCAO

Nas aves e na maioria dos répteis, como tartarugas,
cobras e lagartos, ap6s a copula, os
espermatozoides apresentam prolongada
sobrevivéncia no oviduto, o que permite a sucessiva
fertilizagao de ovocitos, sem a necessidade de
novas copulas (Birkead e Moller, 1992; Mello,
2000). Isso ¢ atribuido, principalmente, & presenca
dos tubulos armazenadores de espermatozoides
(SST), que s@o derivados epiteliais, localizados
principalmente nas pregas longitudinais da
transi¢do uterovaginal do oviduto (Bakst, 1983;
Bezuidenhout et al., 1995; Rodrigues, 1996; Mello,
2000).

O peru, Meleagris gallopavo, ave com marcada
sazonalidade reprodutiva, ¢ originario da América
do Norte (Sibley e Monroe, 1990). Nessa espécie,
os espermatozoides permanecem viaveis nos SST
até 36 dias apds uma unica inseminagdo (Bakst,
1994). Nas aves sazonais, os SST apresentam
modificacdes ao longo das fases de secregdo,
regressdo, repouso ¢ proliferagdo do ciclo
reprodutivo. Entretanto, poucos estudos tém
abordado as modificagdes morfométricas dos SST
nos periodos de repouso e de atividade reprodutiva
(Mero e Ogasawara, 1972).

Este trabalho teve como objetivo analisar as
modificacdes histologicas e morfométricas dos
SST, nos periodos de atividade e repouso do ciclo
reprodutivo da fémea do peru.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 16 fémeas de perus, adultas com
diferentes e ndo conhecidas idades, de linhagens
nao selecionadas. Os exemplares foram adquiridos
de criadores comerciais entre os anos de 2004 e
2006, durante os periodos de atividade reprodutiva
(agosto a fevereiro) e repouso reprodutivo (abril a
junho) no hemisfério sul. As aves foram
sacrificadas por overdose de thiopental sédico' e
submetidas a dissecagdo para localizar a regido
uterovaginal do oviduto. Essa regido foi aberta
dorsalmente e as pregas da mucosa foram contadas.
A seguir, retiraram-se fragmentos longitudinais,
destinados a andlises histologicas, que foram
fixados em liquido de Bouin (Lillie e Fullmer,
1976) durante 24 horas e, depois, incluidos em
parafina ou glicol metacrilato, cortados de forma
semisseriada com Spm de espessura e corados pela
hematoxilina e eosina, azul de toluidina 0,5% e
borato de sddio 1%.
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Alguns desses fragmentos foram submetidos a
coloragdes histoquimicas de: acido periddico —
reativo de Schiff (PAS) (McManus, 1946); azul de
alcian em pH 0,5 (Lev e Spicer, 1964); azul de
alcian em pH 2,5 (Mowry, 1956); e digestdo pela
amilase salivar, seguida de PAS (Michalany, 1980).

Para estimar o numero de SST de cada fémea,
inicialmente foram contadas as sec¢des transversais
dos SST, encontradas nos cortes longitudinais de 10
pregas da transi¢do uterovaginal. A média dessas
contagens foi multiplicada pelo nimero de pregas
encontradas em cada regido uterovaginal, obtendo,
dessa forma, o numero total médio de SST em cada
ave. A seguir, foram medidos o didmetro externo, o
diametro do limen, a altura do epitélio e o nimero
de células em 200 cortes transversais dos SST.
Essas medidas foram realizadas utilizando-se régua
micrométrica com escala conhecida, acoplada a
lente ocular do microscopio de luz. O célculo da
altura do epitélio tubular foi realizado subtraindo-se
do diametro tubular o didmetro do limen, dividido
por dois. O nimero de células de cada secc¢do foi
registrado por meio da contagem de seus nucleos.

A drea dos SST foi calculada utilizando-se a
formula da area da circunferéncia, e o comprimento
foi determinado pela mensuracdo de 400 secgdes
longitudinais dessas estruturas. O volume dos SST
foi calculado multiplicando-se a area da seg@o
transversal pela altura. Para comparagdo de médias
dos dados utilizou-se teste t para duas amostras
presumindo variancias equivalentes (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos periodos de atividade reprodutiva e de repouso,
os SST foram localizados na jungdo uterovaginal do
oviduto. As pregas da mucosa dessa transi¢cdo e as
estruturas nela contidas apresentaram variagdes
morfolégicas significativas entre os periodos
estudados (Fig. 1A-F), semelhantes as descrigdes
feitas em fémeas de peru de exploracdo comercial
(Ogasawara e Fuqua, 1972; Schupping et al., 1983),
em galinha doméstica (Burke et al., 1971; Compton
et al,, 1977, Compton e Van Krey, 1978), em
avestruz Strutio camelus (Bezuidenhout et al.,
1995), em tentilhdo Poephila guttata e Lonchura
striata (Birkead e Hunter, 1990) ¢ em codorna do
campo Nothura maculosa (Rodrigues, 1996),
mostrando que esse ¢ o sitio primario de
armazenamento de espermatozoides das aves.
Segundo Bakst (1998), esses tiibulos conservam os
espermatozoides para fecundar os ovos de
sucessivas ovulagdes.
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O numero de pregas da juncdo uterovaginal foi de
38+1,4, variando de 34 a 42, mas ndo houve
diferenca significativa entre os periodos estudados
quanto ao ntmero de pregas. No periodo de
atividade reprodutiva, essas pregas sdo altas e
largas e, no periodo de repouso, sdo estreitas,
baixas e finas. Goodrich-Smith e Marquez (1978) e
Birkead e Moller (1992) verificaram que as peruas
de exploragdo comercial apresentam de 24 a 25
pregas na jun¢do uterovaginal. Esses autores ndo
citaram a raga ou linhagem das peruas por eles
estudadas, mas eram aves selecionadas para
aumentar a produgdo de ovos. Esta selecdo pode ter
resultado na diminui¢do no nimero de pregas.
Mello (2000), ao estudar a regido uterovaginal de
perdiz Rhynchotus rufescens, encontrou variagao
significativa no numero de pregas da juncdo
uterovaginal entre as fases reprodutivas. Essa
variacgdo foi de nove no periodo de repouso a 36 no
periodo de atividade reprodutiva, demonstrando
grandes modificacdes funcionais ao longo do
periodo reprodutivo.

Na juncdo uterovaginal do oviduto, o epitélio ¢
pseudoestratifidado prismatico, formado por células
ciliadas e ndo ciliadas que se alternam (Fig. 1A, B,
C, D). Semelhante descrigdo foi encontrada no
epitélio de codorna e de perdiz por Rodrigues
(1996) e Mello (2000), respectivamente, ndo
havendo formagdo de ductos diferenciados em
nenhuma dessas espécies. Os SST encontram-se
distribuidos ao longo das pregas da juncdo
uterovaginal, em arranjo desordenado (Fig. 1A, B,
D), semelhante as descrigdes realizadas por
Christensen (1981), Schupping et al. (1983),
Brillard e Bakst (1990), Bakst (1994, 1998),
Freedman et al. (2001) e King et al. (2002).
Algumas pregas apresentaram maior concentragio
de SST em relagdo as outras, e, mesmo dentro de
uma prega, foram encontradas regides com
densidade maior de SST do que em outra (Fig. 1C e
D). Este resultado difere dos encontrados por
Birkead e Moller (1992), que verificaram os SST da
fémea do peru mais concentrados, na regido
intermedidria das pregas da jungdo uterovaginal.

Os SST da fémea do peru sdo glandulas tubulares,
simples e ndo ramificadas, derivadas das
invaginagdes do epitélio dessa regido. O epitélio
dos tabulos armazenadores de espermatozoides ¢
formado por células prismaticas, ndo ciliadas, com
nicleo basal, vesiculoso, eliptico, com nucléolo
evidente (Fig. 1E, F). O citoplasma das células
tubulares ¢é acidofilo, sendo que a superficie apical
apresenta trama terminal e proje¢des apicais sob a
forma de microvilos, formando a borda estriada,
vista através do microscopio Optico, descri¢do
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semelhante as feitas por Brillard e Bakst (1990),
Rodrigues (1996), Mello (2000), Freedman et al.
(2001) e King et al. (2002).

Os SST sdo formados por dois tipos celulares
distintos, denominados de células claras ¢ escuras.
Verificou-se predominio de células claras durante o
periodo de atividade reprodutiva, semelhante as
descricdes feitas por Rodrigues (1996), em
codornas, e por Mello (2000), em perdizes. Nao
foram observadas células escuras no periodo de
repouso, fato nao relatado na literatura consultada
(Fig. 2F).

A natureza quimica das secregodes, das células dos
tibulos armazenadores de espermatozoides, ndo foi
confirmada por meio de reagdes negativas aos
métodos do 4cido periodico-reativo de Schiff
(PAS), PAS apos a digestdo pela amilase salivar e
ao método de alcian blue em pH 0,5 e 2,5,
indicando auséncia de mucossubstancias
carboxiladas, sulfatadas e glicoproteinas, ricas em
acido sialico. O mesmo ocorreu em galinha
doméstica (Gilbert et al., 1968) e em codorna
comum (Rodrigues, 1996), por isso essas estruturas
ndo foram denominadas de glandulas hospedeiras
de espermatozoides, termo utilizado por Compton e
Van Krey (1978), em aves domésticas, por
Schupping et al. (1983), em perus, e por Rodrigues
(1996) e Mello (2000), em perdizes. Os resultados
histoquimicos, como os de outros autores (Birkead
et al., 1990; King et al., 2002), ndo demonstraram
que essas estruturas tenham capacidade de secretar
substancias que possam nutrir os espermatozoides,
por esse motivo elas ndo podem ser denominadas
de glandulas.

Nos SST sao encontradas vesiculas vacuolizadas no
citoplasma, em posi¢do supranuclear, durante o
periodo de postura (Fig. 1C, D). Estudos
histolégicos e histoquimicos demonstraram a
presenca de substancias lipidicas nessas vesiculas
(Schupping et al., 1983) em peruas. E provavel que
o xilol utilizado nas preparagdes histologicas tenha
retirado as goticulas lipidicas dessas vesiculas como
descrito por Tingary e Lake (1973). No periodo de
repouso, durante os meses de abril a junho, essas
vesiculas vacuolizadas estdo ausentes, fato que nao
¢ relatado na literatura consultada (Fig. 2C-F). Pal
(1977), em patos, Renden et al. (1981), em
codornas, e Schupping et al. (1983), em peruas,
relataram a presenga de vesiculas vacuolizadas no
citoplasma das células dos SST em posicdo
supranuclear, durante o periodo de atividade
reprodutiva. Friess et al. (1978) descreveram-nas
como vesiculas cheias de goticulas lipidicas em
galinhas e codornas.
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Figura 1. Aspectos morfoldgicos dos tubulos armazenadores de espermatozoides na regido da juncdo
uterovaginal da fémea do peru Meleagris gallopavo, durante o periodo de atividade reprodutiva. A:
Aspecto geral das pregas da regido uterovaginal, evidenciado em diferentes cortes (secgdes) dispersos na
lamina propria (setas); B: prega da regido uterovaginal com SST (setas) e invaginacdes do epitélio da
prega, formando SST (ponta de seta); C: prega da regido uterovaginal, com maior concentra¢do de SST
(seta), com espermatozoides no lume (cabegas de seta); D: Prega com menor concentragdo de SST com
espermatozoides (cabegas de seta). E: SST na lamina propria de uma prega da regido uterovaginal (setas),
repleto de espermatozoides em seu lume (cabegas de seta). F: SST em seccdo longitudinal (asterisco),
evidenciando células escuras (setas) no meio das células claras. Células claras sdo mais frequentes, mas as
escuras (setas) apresentam citoplasma com acidofilia mais intensa. (HE - A,B,C: 200X; D,E,F: 400X).
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Figura 2. Aspectos morfologicos dos tubulos armazenadores de espermatozoides (SST) na regido da
juncdo uterovaginal (JUV) da fémea do peru Meleagris gallopavo, durante o periodo de repouso
reprodutivo. A: Aspectos gerais de trés pregas da JUV com SST (setas) na lamina propria; B: prega
evidenciando o epitélio pseudoestratificado da JUV (pontas de seta) e poucos SST na lamina propria; C:
prega (asterisco) com maior concentragdo de SST e pregas laterais (setas) com menor concentragdo de
SST; D: prega com grande concentragdo de SST na lamina prépria; E: prega com menor concentragdo de
SST; F: prega evidenciando SST (setas), formado por apenas células claras, sem espermatozoides na luz

(asterisco). Coloragdo: HE; A,B,D,E,F: 200X; C: 100X.

Em estudo com peru, Goodrich-Smith e Marquez
(1978) encontraram 24.000 SST por regido
uterovaginal, e Birkead e Moller (1992), 20.000
dessas estruturas na regido uterovaginal. No
presente trabalho, foram encontradas (Tab. 1)
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24943 SST na regido uterovaginal durante o
periodo de postura e 23.795 no periodo de
repouso. O niimero menor de SST no periodo de
repouso ¢ devido a renovagdo tubular que ocorre
nessa época.
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Tabela 1. Dados morfométricos dos tiibulos armazenadores de espermatozoides (SST) da fémea do peru
Meleagris gallopavo, durante os periodos de atividade e repouso reprodutivos, nos anos de 2004 e 2005

(Média e desvio-padrio).

Diametro Diametro e Volume Volume N° de Altura
Periodo tubular tubular tubular do lume N°total , celular
reprodutivo externo interno Tubular (um3) ( p.m3 ) de tabulos células (um)
(um) tubulares
(um) (um)

Atividade 42,29+ 5,325+ 655,17+ 942851,7+ 16498,7+ 249432+ 14,00+ 18,48+
6,982 1,89a 91,08a 34698,7a 12932a 2411,9a 2.8 2,99b
Repouso 34,46+ 3,57+ 531,29+ 504960,3+ 6031,3+ 2379,57+ 11,54+ 15,44+
4,92b 1,31b 107,36b 185099,44b 4613b 2219,22b 1,91 2,12b

Ab: Diferencas significativas entre os periodos de atividade e repouso reprodutivo (teste t - P<0,05).

Na fase de atividade reprodutiva, o comprimento
tubular dos SST foi, em média, 655,17um. No
repouso, o comprimento tubular apresentou
redugdo significativa, em média, 531,29um.
Birkead e Moller (1992) descreveram que os
SST nas fémeas do peru s@o estruturas tubulares,
ndo ramificadas, com comprimento de 1.000pum,
em média, diferentemente dos dados obtidos
neste trabalho. Essas diferengas podem ser
atribuidas ao fato de que esses autores ndo
realizaram morfometria comparativa entre os
periodos reprodutivos e utilizaram peruas
brancas de peito largo, que sdo menores que as
fémeas utilizadas no presente trabalho. Por outro
lado, a redu¢do do comprimento tubular entre os
dois periodos reprodutivos esta relacionada a
reducdo do citoplasma das células tubulares e da
morte de algumas células tubulares que ocorre no
periodo de repouso.

Nesta pesquisa, foram calculados os volumes
tubular ¢ do limen dos SST nos dois periodos
estudados, parametros morfométricos nao
utilizados pelos autores consultados (Birkead e
Moller, 1992). O volume tubular foi, em média,
942.851,7um3, e o volume do Iumen,
16.498,7um3, no periodo de atividade
reprodutiva. No periodo de repouso, o volume
tubular € o volume do limen foram, em média,
504.960,30um3 e 6.031,32um3, respectivamente,
mostrando que a reducdo significativa do volume
tubular ¢ do volume do limen no periodo de
repouso deve-se & diminui¢do do citoplasma das
células tubulares. Os SST da fémea do peru ndo
chegam a desaparecer no periodo de repouso
(Fig. 2A-F), como descrito por Mello (2000) em
perdizes, e nem apresentam, nesse periodo, a
intensa renovacao dos SST, como nas codornas
(Rodrigues, 1996). Por outro lado, apenas o
nimero de células presentes nos SST ndo
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apresenta reducdo significativa entre os dois
periodos reprodutivos.

O fenomeno do declinio sazonal da fertilidade da
fémea do peru é considerado inexplicavel por
Harper e Arscott (1969) e Wentworth et al.
(1975). Considerando que os SST participam
ativamente na fertilidade da fémea do peru
(Schupping et al.,1983; Brillard ¢ Bakst, 1990), a
reducdo significativa no volume dessas estruturas
no periodo de repouso reprodutivo explica
claramente o declinio da fertilidade sazonal
dessas aves.

Os resultados do presente trabalho mostram que
existe intima relagdo entre o nimero € o volume
dos SST com a fertilidade da fémea de peru.
Essas relagdes foram descritas em galinhas por
Bakst (1998). A partir destes resultados, ¢
plausivel teorizar que peruas com maior numero
e volume dos SST sdo mais férteis e que essas
estruturas, sendo maiores ¢ em maior quantidade,
podem armazenar e viabilizar um maior nimero
de espermatozoides para a fecundacdo dos
ovocitos. Também ¢ factivel identificar e
selecionar linhagens de peruas com SST maiores
e mais numerosos visando tornar a pratica de
inseminacgdo artificial mais eficiente, uma vez
que esta ¢ a metodologia mais utilizada na
reprodugdo dessas aves. Dessa forma, os estudos
morfométricos propostos neste trabalho servirdo
para avaliar a capacidade das peruas para
armazenar maior niumero de espermatozoides.

Os conhecimentos adquiridos neste trabalho
poderdo contribuir para nortear estudos sobre a
inseminagdo artificial desta espécie, uma vez que
nestes processos ¢ utilizado sémen de alta
fertilidade. Estes conhecimentos poderdo,
também, fornecer subsidios para estudos
comparativos com outras espécies de aves.
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