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O ADEUS

Se duas criaturas que se estimam tanto
o destino programa uma inesperada separagdo,
quem sofre mais,
quem parte para uma terra estranha
ou quem fica no seu préprio pdtrio torrdo?

Dizei-o vos, psicologos,
que em cada dia nos dais uma nova li¢do.
Dizei-o v6s, que entendeis os anseios d’ alma
e conheceis os segredos do coragdo.

Os poetas...esses eternos sonhadores
que sabem entender o que dizem as estrelas;
que sdo capazes de decifrar
a secreta linguagem das mais exéticas flores;
sentem-se pequenos quando proferem
uma defini¢do do lacrimoso adeus
entre dois entes que se querem...

O adeus...o que é o adeus?
- um acenar de mdos,
- um agitar de lengos,
- uma ldgrima dorida,
- um sentido solugo,
outro solugo mais que se intensifica.
Adeus — saudades para quem parte!
Adeus — nostalgia para quem fica!

Humberto Vicentini (In Memorian)

Obrigado meu querido Avé, pois adormeci em seus bragos quando crianga,
e na juventude aprendi muito com seus sabios conselhos.
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um cora¢do magndnimo:
fazei tudo para que sejam reabilitados.
Praticando uma das a¢des mais puras:
dareis belo exemplo a vossos contempordneos
e sereis lembrados pelas geragdes futuras...
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Aos Meus Pais:
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Dedicatoria

Mestre, dissilabo de fdcil pronuncia,
expressa uma palavra
de inestimadvel valor.
Pela ternura dedicada aos alunos,
“Mestre”, bem mereceria
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A agqiiicultura envolve o processo de produgdo em cativeiro de
organismos com habitat predominantemente aquatico, em quaisquer
estagios de desenvolvimento, sejam ovos, larvas, pds-larvas, individuos
juvenis, ou adultos (PADUA, 2001). A aqiicultura brasileira apresenta

seis setores principais de produgdo, englobando o manejo e estudos de

peixes de agua doce, camardes marinhos, mexilhdes, ostras, camardes de

agua doce e rds (VALENTI et al., 2000).

Estas atividades vém apresentando mundialmente, crescimento
significativo nos ultimos anos, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Atualmente, sdo responsaveis, por exemplo, pela
producdo de 36 milhdes de toneladas anuais de pescado (OSTRENSKY
et al, 2000). A agqiiicultura pode desempenhar um papel sdcio-
econémico importante, criando condigbes para aproveitamento mais
efetivo dos recursos locais, originando novos nichos econdmicos, e
promovendo oportunidades para novos investimentos. Isto com ganhos
expressivos para a economia regional e nacional (BAILEY, 1997).
Ressaltamos ainda, que esta atividade trata da produgdo de alimento de
alta qualidade, com relativo baixo custo, e contribui para a geragdo de

novos empregos.
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Ao contrario das atividades agropecuarias tradicionais, em que se
cultiva reduzido nimero de espécies animais, pelo menos quarenta
espécies véem sendo utilizadas, comercialmente ou experimentalmente,
na piscicultura brasileira (PADUA, 2001). Dentre as espécies utilizadas,

destacamos o Prochilodus scrofa (Steindachner, 1881) (Characiformes,

Prochilodontidae) e o Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842)

(Characiformes, Characidae).

O Prochilodus scrofa, popularmente conhecido como curimbata, é
uma espécie que vem despertando interesse para a aqiiicultura devido ao
seu habito alimentar (iliéfago), a sua taxa elevada de fecundidade e ao
bom desempenho zootécnico (LEITE, 1984). Pertence a familia
Prochilodontidae com ampla distribuigdo geografica (FOWLER, 1951),
sendo um peixe bem consumido, principalmente nas cidades do interior
paulista, devido ao bom potencial de captura e sabor de sua carne
(ROMAGOSA et al., 1985). GODOY (1954), relata que a atividade
migratodria reprodutiva dos cardumes desta espécie, no rio Mogi-Guagu,
realiza-se de novembro a fevereiro, sendo que a desova ocorre de modo

parcial, coincidindo com as grandes chuvas e elevagédo do nivel do rio.

Segundo ROMAGOSA et al. (1985), uma vez que esta espécie

habita aguas de correntezas, quando € colocada em tanques ou represas,
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embora apresente desenvolvimento dos ovarios (SCHUBART, 1947
GODOQY, 1954), ndo desova naturalmente. Logo, € necessario a indugdo
a reproduc¢do por meio de hipofisagdo ou de inje¢do de hormonios
gonadotroficos (CASTAGNOLLI & CYRINO, 1980; FENERICH-

VERANI et al., 1984).

Quanto ao género Astyanax, encontra-se no Brasil
aproximadamente 250 espécies, sendo as mais comuns a Astyanax
bimaculatus, Astyanax scabripinnis e Astyanax eigenmanniorum
(FAVARO, 2002). Na Amazobnia sdo conhecidos por “matupiris”; em
todo o Nordeste e no litoral até o Rio de Janeiro da-se-lhes o nome de
“piaba”, em Sdo Paulo e Minas Gerais sdo chamados de “lambaris”
(IHERING, 2002). Quanto ao Astyanax bimaculatus, ANDRADE et al.
(1985) relatam que apesar de seu pequeno porte € muito apreciado por
sua carne saborosa, o que o torna potencialmente 1util & piscicultura

intensiva.

A busca por informagdes sobre a criagdo; reprodugdo e
comercializagdo de lambaris € crescente e levou o Instituto de Pesca da
Secretaria Estadual de Agricultura e Abastecimento de Sido Paulo a

promover, em margo de 2002, o primeiro curso sobre o tema, conforme

reportagem de FAVARO (2002). Segundo BARBIERI, In FAVARO
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(2002), a venda de lambaris para alimentar peixes carnivoros ja € comum

aproximadamente ha dez anos no Estado de Sdo Paulo, mas o cultivo
tem registrado crescimento somente nos ultimos cinco anos. A procura
pelo peixe de carne saborosa tem crescido por seu valor agregado e para
povoamento em pesqueiros. As qualidades do lambari sdo muitas.
Segundo o pesquisador é um peixe oportunista, adaptando-se facilmente
aos ambientes e aceitando uma variedade grande de alimentos. Por ser
onivoro, desova mais de uma vez ao ano e sua reprodu¢do pode ser
induzida, apresentando alta taxa de fecundidade, com elevado indice de

crescimento.

Concernente ao Phalloceros caudimaculatus (Hensel, 1868)
(Cyprinodontiformes, ~ Poeciliidae), = popularmente = denominado
“barrigudinho”, IHERING (2002) destaca que o género Phalloceros é o
mais abundante em todo o litoral brasileiro, sendo a espécie em estudo, a
mais comum no Estado de Sdo Paulo. Durante algum tempo esta espécie
teve a fama de ser util no combate as moléstias transmitidas pelos
mosquitos, dentre elas a febre amarela. Segundo IHERING (2002), foi
demonstrado que esta espécie, em sua regido natural, sO
excepcionalmente se alimenta de larvas de Culicideos. Porém, muito
superiores a essa e outras espécies sdo os lambaris que prestam 6timos

servigos como larvofagos.
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Cabe destacar que os poecilideos sdo peixes que apresentam
fecundagdo interna. Devido ao seu pequeno porte foram utilizados para
estudos do ciclo reprodutivo (FRAILE et al.,, 1992), e também para

avaliar o efeito do fotoperiodo na espermatogénese, durante o periodo de

quiescéncia testicular (FRAILE et al., 1993). Ademais verificou-se a

influéncia da fotorecepgdo ocular, e extraocular, na espermatogénese

(DE MIGUEL et al., 1994).

Diante do exposto, o objetivo principal deste trabalho foi o de
analisar, comparativamente, a estrutura da espermatogénese, destas trés
espécies de peixes neotropicais. Isto com énfase as caracteristicas
ultraestruturais apresentadas, considerando que o Prochilodus scrofa e o
Astyanax scabripinnis realizam fecundagdo externa, e, o Phalloceros

caudimaculatus apresenta fecundagao interna.

AVA
AVAVAY
v

2 3 4 5 6 7 unesp".l 12 13 14 15 16

17

18






1- Estrutura testicular e caracteristicas das células germinativas

Segundo a literatura especializada, alguns estudos morfologicos
foram realizados no sentido de descrever a espermatogénese de
diferentes espécies de peixes teledsteos. Dentre os trabalhos classicos €
pioneiros encontramos os estudos de TURNER (1919), GEISER (1922 e
1924), HANN (1927), VAUPEL (1929), JONES (1940), MENDONCA
(1943) e JAMES (1946). Entretanto, observamos que existe pouca
clareza quanto a descrigdo sobre a organizagdo estrutural dos testiculos
de peixes em geral. Alguns artigos indicam que a espermatogénese
ocorre dentro de “lébulos”, Ienquanto que outros se referem a “tibulos”.
VLAMING (1974) e GURAYA (1976) ndo observaram diferengas entre

os tipos “lobulares” e “tubulares” de testiculos, e os termos lébulos e

tubulos foram usados indistintamente para a estrutura testicular por

diferentes autores (HENDERSON, 1962; SANWAL & KHANNA,
1972; DALELA et al, 1976; LEATHERLAND & SONSTEGARD,

1978; ALEXANDRINO et al., 1985).

GRIER et al. (1980), estudando um grande nimero de espécies de
teledsteos pertencentes as quatro ordens: Salmoniformes, Cipriniformes,
Perciformes e Atheriniformes contribuiram com uma nova nomenclatura

para o sistema reprodutor masculino de peixes Osseos. Segundo estes
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autores, foi possivel observar dois tipos estruturais distintos de testiculos,
os quais se diferenciam fundamentalmente na distribuigdo intratubular

das espermatogonias. No tipo “espermatogonial irrestrito” as

espermatogonias se localizam ao longo de todo o tubulo seminifero e

geralmente estdo associadas a membrana basal. Este padrdo estrutural foi
observado nos exemplares das ordens Salmoniformes, Perciformes e
Cipriniformes, sendo este tipo estrutural um pouco semelhante ao
encontrado no testiculo de mamiferos. Na ordem Atheriniformes o
testiculo € do tipo “espermatogonial restrito”, no qual as
espermatogonias se localizam exclusivamente na extremidade cega dos
tibulos seminiferos, como foi observado também em Gambusia affinis
(FRAILE et al, 1992). Em ambos os tipos de testiculos, o
desenvolvimento das células germinativas se produz de maneira
sincronica, dentro de cistos espermatogenéticos delimitados por células

de Sertoli (GRIER et al., 1980).

Nos Atheriniformes os cistos, que apresentam espermatogonias ou
espermatocitos, se localizam geralmente na periferia testicular, enquanto
que os cistos que possuem espermatides se localizam mais ao centro do
testiculo, proximo aos ductos eferentes. Este padrdo testicular foi

observado em peixes pertencentes as familias Poeciliidae, Goodeidae e

Horaichthydae (GRIER, 1981; FRAILE et al., 1992).
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Posteriormente, GRIER (1992), reavaliando a estrutura testicular
dos cordados, propos a hipotese da matriz extracelular para explicar uma
provavel evolugdo do compartimento germinativo. Segundo o autor, a
estrutura testicular é bem definida nos amniotas (répteis, aves e
mamiferos) estando dividida em compartimentos intratubular (ou
germinativo) e intertubular (ou intersticial), separados entre si por
membrana basal. Entretanto, existe uma diversidade muito grande na
morfologia testicular entre classes e entre individuos da mesma classe,
de cordados anamniotas (urocordados, cefalocordados, agnatas e
elasmobranquios, peixes e anfibios), de tal forma que ainda ndo se
chegou a um consenso sobre a estrutura testicular, principalmente em

peixes.

Observamos também que ndo houve um padrdo na descri¢do da
morfologia testicular em peixes neotropicais, pois BARBIERI et al.
(1981), LOPES et al. (1987), NAKAGHI (1996), ZAIDEN (1997)
descrevem a presenga de lobulos seminiferos, enquanto que ANDRADE
& GODINHO (1983), ANDRADE et al. (1985), CRUZ-LANDIM &
CRUZ-HOFLING (1986/1987), AGOSTINHO et al. (1987),
ALEXANDRINO et al. (1987), AZEVEDO et al. (1988), SILVA &

GODINHO (1991), MATOS et al. (1993), MATOS et al. (1993a),

MATOS et al. (1995), GUSMAO et al. (1999), ROMAGOSA et al.
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(1999), ALVES DO AMARAL (1999) e VICENTINI et al. (2001),

indicam a presenga de tubulos seminiferos.

Segundo MATTEI et al. (1993) entretanto foram observados

ainda, dois tipos de espermatogénese em peixes teleosteos. O primeiro

tipo compreende a espermatogénese do tipo cistica, quando o

desenvolvimento das células germinativas ocorre completamente dentro
do cisto. Neste caso, as células germinativas estdo ligadas por pontes
citoplasmaticas, que se rompem ao final da espermiogénese, quando os
espermatozéides sdo liberados no limen dos I6bulos ou tubulos
seminiferos. Neste tipo de espermatogénese as células germinativas

apresentam diferenciagdo sincronica.

Na espermatogénese semicistica, os cistos germinativos se abrem
antes do final da espermatogénese, a qual é completada no lumen dos
lobulos. As pontes citoplasmaticas existentes entre as células
germinativas se rompem, quando elas sdo liberadas dentro do lumen dos
I6bulos. Este processo ocorre nos mais diversos estdgios da
espermatogénese. Em N. spinifer € Ophidion sp. os cistos se rompem nos
estagios iniciais da espermatogénese, enquanto que para Vvarios
individuos da familia Blenniidae, os cistos se rompem em estagios mais

avangados da espermatogénese. O rompimento dos cistos germinativos,
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nos diferentes niveis de diferencia¢do das células germinativas, segundo

MATTEI et al. (1993), leva a uma mistura dos diferentes tipos de células
germinativas no lumen Iébular, criando um mecanismo de

espermatogénese assincronica.

De acordo com PANIAGUA et al. (1997), a espermatogénese €
um processo muito similar em todo o reino animal, apesar da
organiza¢do das células germinativas ser muito variada no interior do
testiculo. Por outro lado, apesar dos diferentes tipos de células
germinativas serem praticamente os mesmos em todas as espécies, as

caracteristicas citologicas variam de espécie para espécie.

Quanto as caracteristicas morfoldgicas das células germinativas,
sdo escassos os estudos ultraestruturais nos periodos iniciais da
espermatogénese de peixes em geral (CLEROT, 1976; GRIER, 1981;
SELMAN & WALLACE, 1986; QUAGIO-GRASSIOTTO &
CARVALHO, 1999). As espermatogénias representam as c€lulas tronco
do epitélio seminifero, e sua origem € controversa em teledsteos. Alguns
autores afirmaram que a renovagdo das espermatogénias € feita por
divisdo de células migratérias extratesticulares (TURNER, 1919;
RASTOGI, 1968), ou ainda que aquelas se originam de células

migratorias localizadas no espago intertubular seminifero (JONES, 1940;
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SRIVASTAVA, 1967). As espermatogénias podem se originar, ainda, a
partir do estoque de células germinativas indiferenciadas primarias,
situadas no espago intertubular (RUBY & MC MILLAN, 1970;

SHANBRAG & NADKARNI, 1979; ALEXANDRINO et al., 1985).

A renovagdo de espermatogdnias em teledsteos, por outro lado,

poderia ocorrer a partir de células germinativas primordiais com origem

no intersticio tubular, ou a partir de espermatogdnias existentes na
estrutura epitelial dos tubulos seminiferos (ALEXANDRINO et al.,
1985). Ultraestruturalmente, as espermatogdénias primadrias siao as
maiores células do testiculo, seu nucleo é esférico, apresentando
cromatina granular e uniformemente distribuida; nucléolo proeminente,
esférico e eletrondenso. O citoplasma contém mitocondrias esféricas
com poucas cristas, ribossomos livres, reticulo endoplasmatico liso e
granular, e um sistema bem desenvolvido de membranas duplas,
perfuradas por uma seqiiéncia de poros, com oito a dez cisternas,
conhecidas como “lamellae annulata” (ROMAGOSA et al, 1999;

QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999; ZAIDEN, 2000).

As espermatogbnias apresentam também uma estrutura
eletrondensa no citoplasma denominada cimento intermitocondrial, o

qual geralmente esta associado a grupos de mitocondrias (TOURY et al.,
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1977, ANDRADE & GODINHO, 1983; SILVEIRA et al., 1990;
ROMAGOSA et al., 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO,
1999; ZAIDEN, 2000). As espermatogénias primarias se dividem por
mitose e ddo origem as espermatogdnias secundarias, que inicialmente se
apresentam muito similares as células mae, a exce¢do do nucleo que se
apresenta ligeiramente menor. As espermatogénias primdrias e
secunddrias sdo visualizadas durante o ciclo reprodutivo, e podem ser
observadas fora dos cistos. Uma observagdo similar foi também

encontrada em Piaractus mesopotamicus (ROMAGOSA et al., 1993).

Em seqiiéncia, as espermatogdnias secundarias sofrem mitose e

originam os espermatdcitos primarios, que sdo visualizados nas diversas
fases da profase meidtica. Estas células apresentam nucleo central com
forma regular ocupando grande parte da célula. O nucléolo ndo € visivel
e freqiientemente se observam massas cromossomicas denominadas de
complexos sinaptonémicos (ROMAGOSA, 1991; ROMAGOSA et al.,
1999; QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999). Os
espermatocitos secundarios, que se originam a partir da primeira divisdo
meiodtica dos espermatdcitos primarios, estdo presentes nos cistos, porém

sdo raramente observados (ROMAGOSA et al. 1999).
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A seguir, tem inicio o processo de espermiogénese, que representa
a parte pos-meidtica da espermatogénese, e envolve um processo

complexo de diferenciagdo celular das espermatides em espermatozdides

(PLOEN & COURTENS, 1986). Os cistos de espermatides, em

diferentes estagios de maturagdo, ocorrem ao longo dos thbulos
seminiferos. Esta distribuicdo foi ressaltada por vérios autores em
diferentes espécies de teledsteos (TURNER, 1919; BILARD, 1970;
GRIER, 1975b; GRIER et al., 1980; NARAHARA, 1983; SILVA, 1987,

GUSMADO et al., 1999; ROMAGOSA et al., 1999).

BILLARD (1983), estudando o processo de espermiogénese da
truta arco-iris (Salmo  gairdneri), observou quatro  estagios
espermatogenéticos. As espermatides redondas, visualizadas no primeiro
e segundo estigios, apresentaram inicialmente nucleo com cromatina
heterogénea e, mais tarde, aspecto homogéneo. No terceiro estagio de
maturagdo a cromatina iniciou a fase de condensagdo, formando granulos
eletrondensos. No quarto estagio a cromatina se apresentou com aspecto
fibrilar. Entretanto, CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING (1986/1987),
descreveram para o tucunaré (Cichla ocellaris) o amadurecimento das
espermatides em 5 estdgios de maturagdo, onde, nos estagios finais, o
nucleo sofre a alteragdo morfologica mais intensa, apresentando aspecto

riniforme.
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Em Gambusia affinis, FRAILE et al. (1992), descreveram o
processo de espermiogénese, evidenciando quatro estagios de maturagao.
No primeiro estagio o nucleo redondo das espermatides se assemelha ao

nucleo dos espermatdcitos secunddrios. No segundo estagio, o nicleo

apresenta mudangas na forma, passando a exibir um aspecto de ferradura

e cromatina bastante condensada. No terceiro estdgio, o nucleo se
assemelha a uma ponta de seta, com a cromatina ainda mais condensada,
e passando para o quarto estagio, na fase de espermatide madura, adquire

alongamento e condensagdo maxima de cromatina.

Embasado na literatura, existe ainda uma grande variagdo na
organiza¢do morfoldgica dos espermatozodides em peixes, mostrando
diferentes tipos. Isto comparando-se a fertilizagdo interna e externa
(BILLARD, 1986), assim como as caracteristicas especiais na

organizagdo da pega intermediaria (LAHNSTEINER et al., 1991).

Os espermatozdides de peixes apresentam grande diversidade de
forma e estrutura (MATTEI, 1970). O estudo comparativo da morfologia
dos espermatozodides de peixes teledsteos permitiu distinguirem-se trés
categorias de espermatozoides, de acordo com a sua forma e o seu grau
de evolugdo (BILLARD, 1970). O primeiro tipo esta constituido de

espermatozdides como os da carpa, pouco elaborados, com cabeca
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ovalada, mitocondrias e citoplasma confinados na parte posterior da
cabega sem formarem pega intermediaria verdadeira. O segundo tipo €
constituido de espermatozdides, como os da truta, com cabeca
ligeiramente alongada e pe¢a intermedidria na parte posterior da cabeca,
formada por um colar de mitocondrias, que as vezes se encontram
fundidas. O terceiro tipo € o mais evoluido, representado pelos
espermatozoides de lebistes. Sua cabega € muito alongada, apresentando
simetria bilateral. As mitocOndrias estdo organizadas sob a forma de

manguito na parte posterior da cabega, constituindo a pega intermediaria.

Os espermatozdides do primeiro e segundo tipos foram

considerados como espermatozdides primitivos (BILLARD, 1970;

GRIER, 1981; CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1986/1987;

SILVA & GODINHO, 1991; MATOS et al., 1993; MATOS et al.,
1993a). Entretanto, estudos de JAMIESON (1991) e MATTEI (1991),
contradizem esta classificagdo, uma vez que os espermatozoides
considerados primitivos estdo presentes em grupos de peixes
“superiores”, enquanto que grupos “inferiores” apresentam
espermatozdides  estruturalmente  considerados avangados. Os
espermatozodides do terceiro tipo sd@o os de peixes teledsteos viviparos
(BILLARD, 1970) e a modificagdo em sua morfologia esta relacionada

com o seu modo de fertilizagdo interna (JONES & BUTLER, 1988).
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A auséncia de acrossoma € freqiiente entre os peixes teleosteos,
conforme os estudos apresentados por MATTEI (1970), ROMAGOSA
(1991) e MATOS et al. (1993). Esta caracteristica ¢ justificada pela
presenga de micropila nos oOvulos de muitos peixes teledsteos
(RICARDO et al., 1996), o que facilita a entrada dos espermatozoides
nestas células. A presen¢a de micrépila nos ovulos de teledsteos € a
explicagdo mais aceita para a auséncia de acrossoma, fato este ocorrido

como uma adaptag¢do, durante a evolugdo dos peixes (AFZELIUS, 1978).

Estudos realizados por SILVA & GODINHO (1991), em

espermatozdides de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),

demonstraram que a peca intermedidria apresentou-se curta, fundida a
cabeg¢a e formada por um colar de mitocondrias envolvendo a parte
inicial do flagelo. Na regido posterior da pe¢a intermedidria,
evidenciaram-se expansdes citoplasmaticas em forma de aletas, que
circundam os 2/3 anteriores da cauda do espermatozodide. As expansoes
citoplasmaticas laterais da cauda, provavelmente aumentam a eficiéncia
de seus batimentos (NICANDER, 1970; THIAW et al., 1986). Essas
expansdes podem variar em nimero dependendo da espécie (THIAW et
al., 1986). Tais variagoes demonstram a grande diversidade de formas
também presente na cauda de espermatozoides de peixes. Ainda, em

relagdo a esta diversidade de forma, observa-se inclusive a presenca de
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espermatozoides aflagelados, como se verifica em Gymnarchus niloticus

(MATTEI et al., 1967).

Com relagdo a via espermatica ou seminifera em peixes teledsteos,
que apresentam em geral fecundagdo externa, os tibulos seminiferos
abrem-se diretamente nos ductos testiculares principais, que se originam
na parte cranial dos testiculos (GRIER et al., 1980; LAHNSTEINER et
al., 1994, VICENTINI et al., 2001). Em curimbaté (Prochilodus scrofa),
o ducto testicular principal se exterioriza, no pdlo caudal do testiculo,

continuando-se como ducto espermdtico. Este ultimo se funde com o

ducto espermatico do lado oposto para se abrir na papila urogenital

(VICENTINI et al.,, 2001). Entretanto, em Gambusia affinis, que
apresenta fecundagdo interna, os tibulos seminiferos se continuam pelos
ductos eferentes. Estes ductos convergem para um canal testicular
principal, onde os espermatozeugmatas, ou grupos de espermatozoides
nio encapsulados, se acumulam. O canal testicular se funde com o canal
contralateral, na regido posterior de ambos os testiculos, e formam o

ducto deferente que se dirige para o gonopddio (FRAILE et al., 1992).
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2- Caracteristicas das células de Sertoli

Em peixes, a terminologia utilizada para as células de Sertoli

também ndo apresenta um padrio definido, pois estas foram
denominadas de células do tecido conjuntivo em Barbus luteus
(BHATTI & AL-DAHAM, 1978); de células foliculares em Fundulus
heteroclitus (LOFTS et al.,, 1966) e de células limitantes por outros
autores (ROBERTSON, 1958; HENDERSON, 1962; YARON, 1966; O’
HALLORAN & IDLER, 1970; NICHOLLS & GRAHAM, 1972;

GRIER, 1976).

Todavia, segundo GRIER et al. (1980), os tnicos tipos celulares
intratubulares, no testiculo de teledsteos, sdo as células de Sertoli e as
células germinativas. Externamente, as células limitantes circundam o
tibulo seminifero para formar uma camada incompleta sobre sua
superficie, e estas sdo separadas das células de Sertoli por intermédio da
membrana basal. Na auséncia de células limitantes, os vasos sanguineos

e as células de Leydig podem rodear diretamente a parede tubular.

CRUZ-HOFLING & CRUZ-LANDIM (1984), descreveram no

sardinhdo (7riportheus elongatus) e no pacu (Mylossoma aureum), que

as células de Sertoli revestem os cistos germinativos e estdo localizadas
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no interior do tubulo seminifero. Estas células variam em altura de
acordo com o estagio de diferenciagdo do cisto germinativo. Cabe
destacar ainda, segundo as autoras, que o contato entre as células de
Sertoli € muito interdigitado e apresenta desmossomos e jungdes

oclusivas. Pdérem, o contato entre as células germinativas, no inicio da

espermatogénese, e as c€lulas de Sertoli ndo apresenta tais

especializagdes de membrana.

Durante o processo de espermiogénese, as células de Sertoli se
transformaram em células do epitélio de revestimento dos ductos
eferentes em Poeciliidae (FRAILE et al., 1992), e Goodeidae (GRIER et
al., 1978). Em Fundulus grandis (GRIER et al., 1980), as células de
Sertoli tornam-se hipertréficas depois da espermiagdo e permanecem
dentro do sistema de ductos eferentes. Em outros casos elas se
degeneram apods a espermiagdo (BILLARD, 1970), ou desaparecem

durante a maturagdo final das espermatides (GRIER & LINTON, 1977).
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3- Caracteristicas do ciclo reprodutivo

Embora existam algumas espécies com ciclo reprodutivo continuo,
tais como Salvelinus fontinalis (HENDERSON, 1962), Channa gachua

(SANWAL & KHANNA, 1972), Ciprinus carpio e Carassius auratus

(BILLARD et al., 1982), e Parasilurus aristotelis (ILIADOU &

FISHELSON, 1995), a grande maioria dos peixes teledsteos apresenta
ciclo reprodutivo descontinuo, com um periodo caracterizado pela
intensa proliferacdo de células germinativas e um outro periodo de

quiescéncia, ou repouso testicular.

Segundo FRAILE et al. (1992), em Gambusia affinis foi observado
um ciclo reprodutivo caracterizado por duas fases distintas: proliferagdo
celular (margo a novembro) e quiescéncia testicular (novembro a marg¢o),
de acordo com as estagdes climaticas européias. Entretanto, em Puntius
duka, JOSHI & JOSHI (1989) definiram os estagios de maturagéo,

ativagdo, deplegdo e repouso testicular.

Considerando as variagdes sazonais na morfologia testicular,
ANDRADE (1980) classificou o ciclo reprodutivo anual de Leporinus
silvestri em quatro estagios: repouso, matura¢do, maduro e esgotado.

ALEXANDRINO et al. (1985) utilizaram a mesma classifica¢do para o
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curimbata (Prochilodus scrofa), sendo destacados em cada estagio ou

fase testicular, os seguintes aspectos morfologicos dos tabulos ou

lobulos seminiferos:

a) repouso:. os lobulos apresentaram na sua parede apenas

b) maturagado:

espermatogonias.

na periferia dos I6bulos foram observadas
espermatogénias e, mais internamente, cistos
principalmente de espermatdcitos primdarios e,
ocasionalmente, secundarios e espermatides. Na fase
adiantada de maturagdo, foram observados cistos de
espermatozdides na parede tubular e espermatozoides

livres no lamen.

¢) maduro: o lamen dos l6bulos apresentou-se dilatado e preenchido

quase totalmente por espermatozoides. Entretanto
segundo os autores, algumas espermatogénias foram
observadas nas paredes tubulares, considerando que os
termos Iobulos ou tubulos foram adotados

indistintamente.
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d) esgotado: os l6bulos apresentaram didmetro reduzido, com grande

quantidade de espermatogonias na periferia e alguns
cistos com poucas espermdtides. Cistos de
espermatdcitos ndo foram observados, mas na luz de
alguns  tdbulos, quantidades  variaveis  de

espermatozéides foram encontradas.

Posteriormente, ALEXANDRINO et al. (1987), estudando o ciclo

reprodutivo da truta arco-iris (Sa/mo irideus), mantidas em sistema de

cultivo intensivo, caracterizaram trés estdgios intimamente associados:

maturagdo, reprodugdo e esgotado. ROMAGOSA (1991), estudando o

ciclo reprodutivo do pacu (Piaractus mesopotamicus), em condi¢des de

confinamento, utilizou o termo regressdo ao invés de esgotado,

considerando que os animais utilizados em seu experimento ndo

liberaram os gametas no meio externo. A mesma nomenclatura foi

adotada por NAKAGHI (1996) e ZAIDEN (1997).
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Material e Métodos

No presente trabalho foram utilizados exemplares machos e
adultos de Curimbata (Prochilodus scrofa), Lambari (Astyanax
scabripinnis) e Phalloceros caudimaculatus, para estudos das
caracteristicas estruturais da espermatogénese. Os peixes foram
coletados mensalmente em lotes de cinco exemplares, no periodo de
mar¢o de 2000 a fevereiro de 2001, perfazendo um total de cento e
oitenta animais, sendo sessenta de cada espécie. As coletas foram
efetuadas por meio de redes de arrasto, com malhas diferenciadas, na

bacia hidrografica do Tiéte, no municipio de Botucatu — SP.

Apods coleta, os animais foram anestesiados com solugdo de
benzocaina (1g de benzocaina/10 ml de alcool etilico/10 litros de agua),
para observagdo macroscopica e coleta adequada dos testiculos, e
posteriormente sacrificados. Os métodos para conservagio e inclusdo dos

testiculos estdo de acordo com o preconizado por VAZZOLER (1996).

1- Analise macroscopica dos testiculos

Os testiculos foram fixados em formol a 10% para estudos

macroscopicos posteriores. A fotodocumentagdo do material anatomico

foi realizada com maquina fotografica Pentax P30 (objetiva macro-zoom
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Material e Métodos

28~80mm), ou com uso de estereomicroscopio Olympus do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biociéncias do Campus de

Botucatu - UNESP.

2- Andlise microscopica dos testiculos

Os testiculos foram fixados em formol a 10% em tampédo fosfato

0,1M, pH 7,4 e/ou solugdo de Bouin, para inclusdo em paraplast (Oxford

Labware, USA). A rotina histolégica foi desenvolvida no Laboratério de

Morfologia de Organismos Aquaticos do Departamento de Ciéncias

Biologicas da Faculdade de Ciéncias do Campus de Bauru-UNESP.

A microtomia foi realizada em micrétomo convencional
(American Optical, 820, USA), com espessuras de 3um e 7um, com
emprego de navalhas descartaveis (Leica, 818, USA). Os cortes
histoldgicos foram destinados para rotina de coloragdao em H/E e reagdo
de Metacromasia pH 5,6 segundo MARTOJA & MARTOJA-PIERSON
(1970). A andlise e a documentagdo fotografica foram realizadas em

microscopio optico Olympus BX50 (Tokyo, Japan).
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3- Andlise ultraestrutural da espermatogénese

a) Microscopia eletrénica de transmissao

Fragmentos de tecidos testiculares foram fixados em glutaraldeido
2,5% em tampdo fosfato (0,1M; pH 7,2) durante 4 horas e pos-fixados
em tetroxido de dsmio a 1% em tampao fosfato (0,1M; pH 7,2) por 3

horas. Apds desidratagdo, o material foi incluido em araldite (Durcupan

ACM, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e em seqiiéncia, secgdes

de 0,5 pm, foram coradas com azul de toluidina para escolha de campos.

A seguir secgdes de 50 a 70 nm foram contrastadas em acetato de uranila
e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) para posterior analise e
fotodocumentagdo em microscopios eletronicos de transmiss@o Philips-
EM301 e CM100 (Eindhoven, The Netherlands), com utilizacdo de
filmes preto e branco 35 mm Eastman 5302 (Kodak), junto ao Centro de
Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu

- UNESP.

b) Microscopia eletronica de varredura

Fragmentos de tecidos testiculares foram fixados por imersdo em

solu¢do de Karnovsky modificada, contendo 2,5% de glutaraldeido, 2%
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Material e Métodos

de paraformaldeido em solug@o tampéo de fosfato de sédio a 0,1 M e pH
7,2. Em seguida pos-fixados em solugdo tamponada de tetréxido de
6smio a 1%, durante 2 horas. Apods desidratagdo foi realizada a
embebi¢do dos tecidos em solugdo de acetato de isoamila, durante 3
horas. A secagem do material foi realizada obtendo-se o ponto critico

com dioxido de carbono liquido, em aparelho Balzers CPD-10
(Germany). As pegas foram montadas em bases metélicas, para serem
metalizadas com uma mistura coloidal de ouro-palddio em aparelho

Balzers SCD-040 (Germany). O material foi analisado e documentado

em microscopio eletronico de varredura SEM 515 (Philips, Eindhoven,

The Netherlands), com utilizagdo de filme preto e branco 35 mm
Technical Pan (Kodak), junto ao Centro de Microscopia Eletronica do

Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu - UNESP.
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I- Caracteristicas macroscopicas dos testiculos

Os testiculos de Prochilodus scrofa (Fig. 1) e de Astyanax

scabripinnis (Fig. 3), sdo orgéos pares, alongados, situados ventralmente

a bexiga natatoria. Variagcoes na forma e principalmente na espessura
testicular foram observadas durante o ciclo reprodutivo anual nestas duas
espécies. Na fase de maturagdo testicular observamos que os testiculos
de Astyanax scabripinnis apresentam-se volumosos e principalmente
tortuosos (Fig. 4), e com superficie irregular, devido as saliéncias
provocadas pelo aumento de volume dos cistos germinativos (Figs. 5, 8 e

9).

Por outro lado, no Prochilodus scrofa a face visceral testicular
apresenta-se lisa e com vasos sanguineos superficiais aparentes (Fig. 1).
Em ambas as espécies, os testiculos estdo individualizados na maior
parte de sua extens@o, e unidos apenas na extremidade caudal (Figs. 1 e
3), para formar o ducto espermadtico comum, que conflui a papila

urogenital.

Os testiculos de Phalloceros caudimaculatus (Figs. 2 e 7), sdo
orgdos pares, apresentam forma ovoide, e encontram-se fusionados por

toda a extensdo da face medial. Na extremidade caudal destaca-se um
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ducto deferente unico (Fig. 6), que se dirige para o gonopodio, orgao

copulador formado através de uma modificagdo da nadadeira anal. Nesta

espécie ndo foram observadas variagdes na forma e volume testicular, no

decorrer das estagdes do ano, conforme analises realizadas durante as

coletas mensais.

2- Caracteristicas microscopicas dos testiculos

A andlise histologica dos testiculos das trés espécies de peixes
estudadas revelou que estas gonadas sdo revestidas por uma tunica
conjuntiva, denominada de tunica albuginea que envia septos para o
interior do parénquima testicular. Desta forma, no interior do testiculo
identificam-se dois compartimentos distintos, o seminifero e o
intersticial. O compartimento seminifero € composto por cistos
germinativos formados por células da linhagem espermatogénica, ou
seja: espermatogdnias primdrias e secundarias, espermatocitos primarios
e secunddrios, espermdtides e espermatozdides, envolvidas por
prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli. O compartimento
intersticial € constituido por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e

células intersticiais (Figs. 11, 56 e 57).
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Em Prochilodus scrofa e Astyanas scabripinnis, observamos
espermatogonias primarias distribuidas ao acaso, por toda a extensdo dos
tubulos seminiferos (Fig. 11), sendo caracteristica de testiculo
espermatogonial irrestrito. Entretanto, em Phalloceros caudimaculatus a
distribui¢do das espermatogonias primarias € restrita a por¢do distal dos
tubulos seminiferos, configurando desta forma o padrdo testicular

espermatogonial restrito (Figs. 56 e 57).

A analise histoldgica realizada durante o periodo de doze meses de

coleta, demonstrou que o ciclo reprodutivo anual de Prochilodus scrofa e

Astyanax scabripinnis esta constituido por 4 estagios ou fases distintas:

repouso (Fig. 10), maturagdo (Fig. 11), madura (Fig. 12) e esgotado (Fig.
13). Contudo, esta caracteristica morfologica ndo foi observada em
Phalloceros caudimaculatus que apresenta, durante todos os meses do
ano, intensa proliferacdo celular (Figs. 55, 56 e 58). Mostra, portanto,
diferentes cistos de células germinativas e grupos de espermatozoides
denominados espermatozeugmatas, cujo significado morfofuncional € a
presenca de feixes de espermatozdides ndo encapsulados presentes na luz

dos ductos eferentes (Figs. 55 e 58).

Em Prochilodus scrofa e Astyanax scabripinnis, durante a fase de

repouso testicular, observada nos meses de baixa temperatura (maio,
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Resultados

junho e julho), os tubulos seminiferos estdao constituidos apenas de
espermatogonias primarias e células de Sertoli (Fig. 10). O intersticio
testicular apresenta-se desenvolvido, sendo caracterizado pelo tecido

conjuntivo que, contem vasos sanguineos e células intersticiais.

A seguir, com o aumento progressivo da temperatura (agosto,
setembro e outubro), durante a fase de maturagio testicular, observamos
intensa proliferacdo celular, representada pela ocorréncia de
espermatogdnias, células de Sertoli e pela formagdo de cistos

germinativos de  espermatdcitos  primarios, espermatides e

espermatozoides (Fig. 11). '

Estas caracteristicas morfologicas contribuem para um aumento
do volume testicular, em ambas as espécies. Entretanto, em Astyanax
scabripinnis destaca-se, conforme apresentado anteriormente, saliéncias
provocadas pelo crescimento dos cistos germinativos (Figs. 8 e 9).
Posteriormente, de novembro a fevereiro, observa-se a fase testicular
madura, os tubulos seminiferos apresentam-se com limen dilatado
contendo grande quantidade de espermatozéides (Fig. 12). Na etapa
seguinte, as gonadas passam para a fase de testiculo esgotado (de margo
a abril), apresentando tubulos seminiferos contendo espermatogdnias

primadrias, células de Sertoli e espermatozoides residuais (Fig. 13).
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3- Caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese

A andlise ultraestrutural dos testiculos de Prochilodus scrofa e
Astyanax scabripinnis, evidenciou a presenca de espermatogénias
primarias com nucleo volumoso, de formato redondo a ovalado, com
cromatina granular distribuida de forma homogénea. O nucléolo ¢é
bastante desenvolvido, esférico e eletrondenso. No citoplasma observam-
se varias mitocondrias esféricas, com poucas cristas nas proximidades do
envoltorio nuclear. Entre os grupos de mitocondrias foi observada uma
estrutura eletrondensa, conhecida como cimento intermitocondrial, ou
nuage (Figs. 14 e 26). Cada espermatogénia primaria € circundada por
expansdes citoplasmaticas das células de Sertoli, que apresentam nucleo
de formato irregular, com cromatina descompactada e algumas vezes

nucléolo evidente (Fig. 14).

As espermatogonias primarias dividem-se por mitose, produzindo

grupos de espermatogonias secundarias, que ficam confinadas no cisto

germinativo produzido pelas expansdes das células de Sertoli (Fig. 30).

Dentro de cada cisto a maturagédo das células germinativas € sincronica.

Em  Prochilodus scrofa e Astyanax scabripinnis  as

espermatogOnias secundarias sdo similares as espermatogdnias

AVA
AVAVAY
v

2 3 4 5 6 7 unesp".l 12 13 14 15 16

17

18



Resultados

primarias, porém de menor tamanho. Apresentam nucleo central, de
formato redondo, com cromatina descompactada e um ou dois nucléolos

excéntricos. As mitocondrias sdo menos volumosas e densas, em

comparagdo as encontradas nas espermatogénias primadrias, e algumas

vezes apresentam-se associadas a escassas nuages (Figs. 27, 28, 30 e 33).

Em  Phalloceros caudimaculatus, observamos que as
espermatogénias primdrias e secunddrias apresentam caracteristicas
ultraestruturais similares as encontradas para Prochilodus scrofa e
Astyanax scabripinnis (Fig. 38). Porém, estas células encontram-se
restritas & porgdo distal dos tubulos seminiferos, conforme relatado

anteriormente (Figs. 56 e 57).

Os espermatdcitos primadrios, produzidos a partir da divisdo
mitdtica das espermatogodnias secundarias apresentam, nas trés espécies
estudadas, caracteristicas similares. Estas células podem ser identificadas

pelos estagios de meiose de seus nucleos.

O nucleo dos espermatocitos primarios apresenta-se arredondado e
com cromatina irregularmente condensada (Figs. 15, 29 e 39). Na
profase, durante o estagio de paquiteno, sdo encontrados os complexos

sinaptonémicos. Estes, formam-se a partir das regides teloméricas dos

AV,
ANy

/
2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16

17

18



cromossomos ligados ao envoltorio nuclear, e avangam para a regiio
central do nucleo (Fig. 42). No citoplasma observam-se mitocondrias
arredondadas e alongadas, e ainda complexos de Golgi, localizados

proximos a pontes citoplasmaticas (Figs. 39 e 42).

Os espermatoécitos secundarios (Figs. 16, 17 e 32), originados da
primeira divisdo da meiose, sdo células menores e com nucleo mais
eletrondenso que os espermatdcitos primdrios. Os espermatocitos
secundarios sdo células de dificil visualizagdo, devido & curta duragédo
deste estdgio celular. Desta forma € comum encontrarmos cistos
germinativos apresentando espermatdcitos primarios em divisdo,
juntamente com alguns espermatocitos secundarios presentes (Figs. 16 e

32).

Ao término da segunda divisdo meidtica, observa-se o

aparecimento das espermatides jovens, caracterizando o inicio do

processo de espermiogénese. Este processo envolve a diferenciagdo das
espermatides redondas recém-formadas, em espermatides maduras, com
alteragdes nucleares e citoplasmaticas. A analise ultraestrutural do
processo de espermiogénese revelou diferengas significativas entre as

trés espécies de peixes teledsteos estudadas.
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Em Prochilodus scrofa, durante o processo de espermiogénese,

observa-se nas espermatides, compactagao gradual da cromatina contudo

sem haver alongamento do nucleo (Figs. 18, 19, 20 e 21). A fossa
nuclear das espermatides apresenta-se relativamente bem desenvolvida, e
os centriolos proximal e distal sdo evidentes (Fig. 18). O centriolo distal,
diferenciado em corpusculo basal, d4 origem ao flagelo, que se alonga e
apresenta-se constituido por axonema classico do tipo 9 + 2, com nove

duplas periféricas de microtubulos e um par central (Fig. 25).

Os espermatozdides de Prochilodus scrofa apresentam-se
constituidos por trés regides distintas: cabeca, pec¢a intermedidria e
cauda. A cabeca dos espermatozodides € arredondada e ndo apresenta
vesicula acrossomal. O nucleo contém grumos de cromatina muito
condensada e uma reentrancia basal, ou fossa nuclear, que abriga o
complexo centriolar e o inicio do flagelo (Figs. 22, 23 e 24). A peca
intermedidria € relativamente curta e contém um pequeno nimero de
mitocondrias (Fig. 23). Na regido posterior da peca intermediaria,
evidenciam-se proje¢des citoplasmaticas que envolvem parcialmente o
flagelo, formando assim um canal citoplasmatico entre o flagelo e a

membrana citoplasmatica do espermatozoide (Fig. 23).
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Em Astyanax scabripinnis, durante o processo de espermiogénese,
as caracteristicas ultraestruturais das espermatides demonstraram uma
rapida compactagdo ou condensagdo da cromatina (Figs. 31 e 34). Este
processo de compactagdo ocorre uniformemente com granulos
homogeneamente distribuidos, sendo ocasionalmente observados
agrupamentos pequenos e esparsos de cromatina (Fig. 34). As
mitocondrias apresentam-se geralmente esféricas e agrupadas proximas a
fossa nuclear na regido dos centriolos (Fig. 31). O citoplasma da

espermatide desloca-se no sentido do flagelo, formando a bainha

citoplasmatica e originando o canal citoplasmatico, separando as

mitocondrias do flagelo e dando origem a pega intermediaria (Fig. 34).

Os espermatozdides de Astvanax scabripinnis apresentam-se
também constituidos por cabe¢a, pe¢a intermedidria curta e cauda (Figs.
35, 36 e 37). A cabega arredondada ¢ formada pelo nucleo, de elevada
densidade eletronica e ndo contém vesicula acrossomal. Na fossa nuclear
localizam-se dois centriolos: o proximal dentro da depressdo, e o distal
que da origem ao flagelo, que se apresenta constituido de nove pares de
microtibulos periféricos e um par central. A cauda € constituida
essencialmente pelo flagelo, envolvido em sua regido inicial pela bainha

citoplasmatica (Figs. 35 e 37).
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Em Phalloceros caudimaculatus, durante o processo de
espermiogénese, observa-se nas espermatides compactagdo ou
condensagdo gradual da cromatina, que se inicia na periferia e se
continua para a regido central do ntcleo. Paralelamente a este processo,
observamos que o nucleo altera a sua forma, estando no inicio do
processo de espermiogénese com aspecto arredondado (Figs. 43, 44 e
45), e ao final deste processo, assume a forma alongada. Entretanto,
também nesta espécie, nio se observou a formagdo de um acrossoma

(Figs. 47, 48, 49, 50 e 51).

As espermatides jovens apresentam nucleo arredondado, com

cromatina distribuida de forma heterogénea e ainda alguns grumos
esparsamente distribuidos (Figs. 43 e 44). No citoplasma observamos
mitocondrias arredondadas, dispostas de forma aleatéria. Na seqiiéncia
do processo de espermiogénese, o citoplasma inicia migra¢do em dire¢@o
ao polo da célula que apresenta o inicio da formagéo do flagelo (Fig. 43).
Como conseqii€éncia deste movimento, as mitocondrias arranjam-se ao
longo do flagelo recém-formado (Figs. 44 e 45). Neste momento, o
flagelo se encontra lateralmente ao nucleo (Fig. 45), que ja se apresenta

com cromatina homogénea.
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A seguir, se inicia a formagdo da fossa nuclear que se aprofunda
em dire¢do ao centro do nucleo, dando inicio ao alongamento nuclear em
torno do complexo centriolar, constituido pelos centriolos proximal e
distal (Figs. 46, 47 e 48). Observamos entdo, o inicio da condensagdo da
cromatina periférica, que se continua em dire¢do ao centro do nucleo
(Figs. 47, 48 e 49). Esta condensagdo da inicialmente a cabega da

espermatide aspecto de ferradura (Fig. 49), e ao final do processo

aspecto de langa ou ponta de flecha (Fig. 51). O flagelo apresenta-se

constituido, também nesta espécie, pelo axonema do tipo 9+2 (Fig. 49).

No inicio da maturagdo das espermatides, estas células se
encontram dispersas de maneira aleatéria dentro do cisto germinativo
(Fig. 57). Com o decorrer do processo de espermiogénese, apos a fase de
condensagdo da cromatina e alongamento do nucleo das espermatides
maduras, estas células migram em dire¢do a periferia do cisto
germinativo (Fig. 53). Arranjam-se lateralmente, em pali¢ada, orientando
as cabegas em dire¢do ao citoplasma das células de Sertoli e mantendo
os flagelos direcionados para o centro do cisto (Fig. 52 e 54). Este
arranjo forma um anel periférico eletrondenso que também pode ser
visualizado em microscopia oOptica (Figs. 55 e 56), correspondendo a

uma zona escura na periferia do cisto germinativo.
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Quanto as caracteristicas ultraestruturais das células de Sertoli, nas
trés espécies de peixes estudadas, observamos que estas formam a parede

do cisto germinativo, que contém cé€lulas da linhagem germinativa,

geralmente numa mesma fase de desenvolvimento (Figs. 15, 29, 39 e

52). O nucleo apresenta forma irregular, podendo ser alongado ou
triangular, com cromatina dispersa e nucléolo por vezes evidente. O
citoplasma € escasso, apresenta mitocondrias redondas ou alongadas e

reticulo endoplasmatico liso abundante (Figs. 14, 15, 27, 39 e 53).

Algumas vezes pdde-se observar que o cisto germinativo esta
constituido por duas células de Sertoli (Figs. 29 e 52). Estas células
apresentam algumas especializagdes de membranas relacionadas a
manutencdo da integridade da parede do cisto germinativo. O contato
entre células de Sertoli ¢ altamente interdigitado, com presenca de

desmossomos € jungdes oclusivas (Figs. 40 e 41).

No final do processo de espermiogénese, apos a formagdo dos
espermatozoides, ocorre o rompimento da parede dos cistos germinativos
e conseqiiente extravasamento do conteudo no limen dos tabulos
seminiferos. Assim, se caracteriza nas trés espécies estudadas a

espermatogénese do tipo cistica.
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Em Prochilodus scrofa e Astyanax scabripinnis nao observamos
associag¢do direta entre as células germinativas maduras e o citoplasma
das células de Sertoli, estando portanto estas células dispostas de forma
aleatéria dentro do cisto. Apdés o rompimento dos cistos, os
espermatozoides ganham a luz dos tibulos seminiferos (Figs. 22, 28 ¢
30), e se orientam para o ducto testicular principal, e deste para o ducto
espermatico, considerando que ambas as espécies apresentam

fecundagdo externa.

Em  Phalloceros  caudimaculatus, conforme  destacado
anteriormente, existe associa¢do das espermatides maduras ou
espermatozoides, com as células de Sertoli (Figs. 41, 53 e 54). Apds o

rompimento do cisto, os grupos de espermatozoides, denominados

espermatozeugmatas, ganham a luz tubular e dirigem-se aos ductos

eferentes (Fig. 58). Os ductos eferentes sdo observados
intratesticularmente e convergem para formar um ducto deferente tnico
(Fig. 6). Este se dirige para o gonopodio, uma vez que esta espécie

apresenta fecundagéo interna.
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Fig.1. Vista ventral da cavidade corporea de Prochilodus scrofa, com
destaque para testiculos (t) em fase de maturagdo. (0,7 X).

Fig.2. Testiculos (asteriscos) fusionados (seta) de Phalloceros
caudimaculatus, em vista ventral (50X).

Fig.3. Testiculos de Astyanax scabripinnis em vista ventral, com
indicagdo de unido testicular na extremidade caudal (seta),
(3X).

Fig.4. Vista lateral dos testiculos de Astyanax scabripinnis, em fase de
maturagdo, destacando a presenca de reentrancias (setas), (3X).

Fig.5. Detalhe da superficie testicular de Astyanax scabripinnis (40X).
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Fig.6. Microscopia eletronica de varredura dos testiculos (asteriscos)
de Phalloceros caudimaculatus, com indicagdo da éarea de
unido testicular (seta) e inicio do ducto deferente (d), (40X).

Fig.7. Detalhe da unido testicular (seta) de Phalloceros caudimaculatus
(105X).

Fig.8. Microscopia eletronica de varredura da superficie testicular de
Astyanax scabripinnis, apresentando relevo irregular, formado
pelos cistos germinativos (asterisco), (95X).

Fig.9. Detalhe da superficie testicular de Astyanax scabripinnis,
(530X).
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. Microscopia Optica do testiculo espermatogonial irrestrito de

Prochilodus scrofa na fase de repouso, apresentando luz
tubular vazia (estrelas) e tecido germinativo com
espermatogOnias primarias (gp) e células de Sertoli (cabegas

de setas), (H/E, 200X).

. Testiculo espermatogonial irrestrito de Prochilodus scrofa na

fase de maturagdo, apresentando espermatogOnias primarias

distribuidas ao longo dos tibulos seminiferos (cabegas de
setas), grupos de espermatogdnias primarias (gp), cistos de
espermatocitos primarios (cp) e espermatides (ep), e
espermatozoides livres na luz tubular (z), (H/E, 200X).

. Testiculo de Prochilodus scrofa na fase madura destacando

tinica albuginea espessa (setas) e espermatozoides livres na

luz tubular (z), (H/E, 40X).

. Testiculo de Prochilodus scrofa na fase esgotada, apresentando

o

luz tubular com espermatozoides residuais (z) e tecido
germinativo com espermatogonias primarias (gp) e células de

Sertoli (cabegas de setas), (H/E, 200X).
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Fig.14.

Microscopia eletronica de transmissdo de testiculo de
Prochilodus scrofa, apresentando células de Sertoli (se),
associadas a espermatogoOnia primaria exibindo: nicleo (nu)
com nucléolo evidente (estrela), e citoplasma com “nuages”
(setas) associadas as mitocondrias (m), (13.000X).

Fig.15. Cisto de espermatocitos primarios (cp) de Prochilodus scrofa

limitado por célula de Sertoli (se), (13.000X).
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Fig.16. Vista panordmica do testiculo de Prochilodus scrofa, com
destaque para tecido intersticial (it) e célula de Sertoli (se)
limitando cisto contendo espermatocitos primarios (cp) e
espermatocitos secundarios (cs), (3.600X).

Fig.17. Detalhe de cisto de espermatocitos secundarios, com destaque

para nucleo (nu) com areas de cromatina irregularmente
compactada, (10.000X).
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Fig.18. Espermatide jovem de Prochilodus scrofa apresentando
nicleo (nu) com cromatina irregularmente compactada.
Observar fossa nuclear (seta espessa), centriolo proximal
(seta fina), centriolo distal (cd) e flagelo (f), (36.000X).

Figs.19, 20 e 21. Espermatides de Prochilodus scrofa apresentando
nicleo (nu) com diferentes fases de compactagdo da
cromatina, durante o processo de espermiogénese, (em 19 e
20:36.000X, em 21:41.000X).
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Fig.22. Espermatozodides de Prochilodus scrofa livres na luz tubular
seminifera, apresentando cabega arredondada, com nucleo
(nu) formado por grumos de cromatina altamente
condensada, (21.000X).

Figs.23 e 24. Detalhes de espermatozoides de Prochilodus scrofa
apresentando nicleo (nu) com grumos de cromatina
altamente condensada, centriolo proximal (ce), centriolo
distal (cd), mitocondrias (m) na peca intermediaria, flagelo
(f) e canal citoplasmatico (estrelas), (52.500X).

Fig.25. Detalhe de axonema apresentando configuragdo classica 9+2,
(165.000X).
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Microscopia eletronica de transmissdo de testiculo
espermatogonial irrestrito de Astyanax scabripinnis
apresentando espermatogdnia com nicleo (nu) e nucléolo
evidente (estrela), e citoplasma com “nuages” (setas)
associadas as mitocondrias (m), (13.000X).

Célula de Sertoli (se) de Astyanax scabripinnis limitando
cisto de espermatogonia secundaria (gs), (13.000X).

Testiculo de Astyanax scabripinnis na fase madura exibindo
espermatozoides (z) livres na luz tubular e tecido
germinativo com espermatogOnias secundarias  (gs),
(6.500X).

Cisto de espermatdcitos primarios (cp), limitados por células
de Sertoli (se), (13.000X).
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Fig.30.

Vista panordmica do testiculo de Astyanax scabripinnis,
apresentando espermatogénia primaria (gp), cisto de
espermatogOnias secundarias (gs) e espermatozdides (z)
livres na luz tubular, (5.000X)

Fig.31. Cisto de espermatides jovens apresentando micleo arredondado

Fig.32.

Fig.33.

(nu), mitocéndrias (m) e flagelo (seta) em corte transversal,
(16.500X).

Cisto germinativo de espermatdcitos primérios (cp), espermatdcito
primario em divisdo (estrela) e espermatécito secundario (cs),
(6.500X).

Cisto de espermatogbnias secundarias (gs), com nucléolo
evidente, (8.000X).
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Fig.34.

Espermatides de Astyanax scabripinnis, apresentando nucleo
(nu) com cromatina em fase de compactagdo. Destaque para
centriolo proximal (ce), centriolo distal (cd), canal
citoplasmatico (estrelas) e flagelo (f), (27.500X).

Fig.35. Espermatozoide de Astyanax scabripinnis livre na luz tubular

apresentando mnucleo (nu) com cromatina homogénea
altamente condensada, fossa nuclear (asterisco) e flagelo (f),

(36.000X).

AV
AVAVAY

6 7 unespw.l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



cm

o

6

AVA
AVAVEY
AY

12

13

14

15

Resultados

16 17

18



Fig.36. Microscopia eletronica de varredura de espermatozoides de

Astyanax scabripinnis evidenciando as cabegas arredondadas
(asteriscos), (5.300X).

Fig.37. Detalhe do espermatozoide de Astyanax scabripinnis apresentando
cabega arredondada (c), peca intermediaria (pi) e flagelo (f),
(5.700X).
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Fig.38.

Microscopia eletronica de transmissdo de testiculo
espermatogonial restrito de Phalloceros caudimaculatus,
apresentando cisto de espermatoglnias secundarias (gs)
limitado por célula de Sertoli (se), (10.000X).

. Detalhe de cisto germinativo evidenciando célula de Sertoli

(se) e espermatocito primario (cp) apresentando mitocondrias
(m), (16.500X).

. Detalhe da unido de duas células de Sertoli por desmossomas

(cabegas de setas), (50.000X).

. Unido entre células de Sertoli (se) por desmossomas (cabegas

de setas), apresentando associagio com nucleos de
espermatides maduras (estrelas), (50.000X).
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Fig.42. Nucleo de espermatocito primario (nu) de Phalloceros
caudimaculatus apresentando membrana nuclear com poros
(setas) e complexo sinaptonémico (cabegas de setas).
Destaque no citoplasma para complexo de Golgi (go) e
mitocdndrias (m), (21.000X).

Figs.43, 44 e 45. Caracteristicas ultraestruturais de espermatides
jovens de Phalloceros caudimaculatus apresentando nucleo

(nu) em diferentes fases de condensagdo da cromatina,
mitocondrias (m) e flagelo (f), (em 43:27.500X; em
44:16.500X; em 45:21.000X).
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Fig.46. Espermatide de Phalloceros caudimaculatus apresentando
nucleo (nu) com cromatina descompactada, fossa nuclear
(seta) e mitocondrias (m), (27.500X).

Figs. 47 e 48. Espermatides com nucleo em fase inicial de
condensagdo periférica da cromatina (asteriscos) no inicio do
processo de espermiogénese. S3o destacados centriolo
proximal (ce), centriolo distal (cd), flagelo (f) e fossa nuclear
(seta), (em 47:50.000X; em 48:36.000X).

Figs. 49 e 50. Espermatides apresentando alongamento nuclear e
cromatina em maior grau de condensagio periférica
(asteriscos). Detalhe para corte transversal (seta) mostrando
axonema em configuragdo classica 9+2, mitocdndrias (m) na
peca intermediaria e flagelo (f), (em 49:50.000 X; em
50:21.000X).
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Fig.51. Destaque para espermétide madura de Phalloceros caudimaculatus
apresentando nicleo alongado com cromatina altamente
condensada (asterisco), mitocondrias (m) na pega
intermediaria e flagelo (f), (27.500X).

Figs.52 e 53. Vista da periferia de cistos germinativos de Phalloceros
caudimaculatus  evidenciando  espermatides  maduras
(estrelas) associadas ao citoplasma de células de Sertoli (se),
(em 52:5.000X, em 53:7.500X).

Fig.54. Detalhe da associa¢do dos nucleos das espermatides maduras
(estrelas) com o citoplasma de uma célula de Sertoli (se),
(50.000X).
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Microscopia optica de testiculos fusionados (asteriscos)
de Phalloceros caudimaculatus mostrando ductos
eferentes (ef) contendo grupos de espermatozeugmatas
(zg), (Metacromasia, pH 5,6 100X).

Detalhe do testiculo de Phalloceros caudimaculatus
exibindo cistos de espermatides maduras (estrelas),
espermatides jovens (ep), espermatdcitos primarios (cp) e

regido de espermatogonias (cabegas de setas), (H/E, 200X).

Esquema de um tibulo seminifero espermatogonial restrito
de Phalloceros caudimaculatus.

Detalhe dos ductos eferentes (ef) contendo grupos de
espermatozeugmatas (zg) com espermatozoides (setas)
dispostos da mesma forma que apresentada pelas
espermatides maduras no cisto germinativo, (Metacromasia,
pH5,6 200X).
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Os testiculos de Prochilodus scrofa e de Astyanax scabripinnis,
peixes teledsteos que apresentam fecundagio externa, se caracterizam
como estruturas pares; individualizadas na maior parte de sua extensio.

S&o unidos apenas na extremidade caudal, e situados ventralmente i

bexiga natatoria, similarmente ao encontrado na truta arco-iris, Salmo

irideus (ALEXANDRINO et al., 1987), no peixe canivete, Parodon
tortuosus (AZEVEDO et al., 1988), no lambari, Astyanax bimaculatus
(ANDRADE et al., 1985), no acara, Geophagus brasiliensis (BARBIERI
et al, 1981), na piracamjuba, Brycon orbignyanus (ZAIDEN, 1997;
AIRES, 1998) no piaugu Leporinus macrocephalus (ALVES DO

AMARAL, 1999) e na piraputanga, Brycon hilarii (ZAIDEN, 2000).

Em geral a superficie testicular em teledsteos apresenta-se lisa
conforme estudos realizados por AZEVEDO et al. (1988),
ALEXANDRINO et al. (1985) ¢ ALVES DO AMARAL (1999).
Entretanto, em Astyanax scabripinnis, observamos por meio de
microscopia eletrdnica de varredura, durante a fase de maturagao
testicular, uma superficie irregular, com saliéncias provocadas pelo
aumento de volume dos cistos germinativos. Por outro lado, BARBIERI
et al. (1981) destacaram no Geophagus brasiliensis, que os testiculos, na
fase madura, apresentam bordas (“margens”) sinuosas, quando

analisados macroscopicamente.
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Quanto as caracteristicas morfologicas das gonadas de
Phalloceros caudimaculatus, os estudos ultraestruturais de microscopia
eletronica de varredura, evidenciaram que os testiculos apresentam-se
fusionados por toda a extensdo da face medial, similar ao observado em
Gambusia affinis (FRAILE et al., 1992) e Poecilia reticulata
(BILLARD, 1969).

Os estudos histolégicos e ultraestruturais indicaram que os
testiculos de Prochilodus scrofa e Astyanax scabripinnis sdo do tipo

espermatogonial  irrestrito, considerando a  distribuicio  das

espermatogOnias primdrias por toda a extensdo dos tibulos seminiferos,

similar ao descrito por GRIER et al. (1980), para espécies pertencentes
as ordens Salmoniformes, Perciformes e Cipriniformes, e ao observado
por ROMAGOSA et al. (1999) no matrinxa, QUAGIO-GRASSIOTTO
& CARVALHO (1999) no Sorubim lima, ALVES DO AMARAL (1999)

no piaugu, e ZAIDEN (2000) na piraputanga.

Por outro lado, em Phalloceros caudimaculatus, a distribuicdo das
espermatogdnias primdrias corresponde ao descrito para testiculos do
tipo espermatogonial restrito, onde as células germinativas primarias sdo

encontradas apenas no segmento distal dos tibulos seminiferos,
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similarmente ao observado em Atheriniformes por GRIER et al. (1980) e

na Gambusia affinis holbrook por FRAILE et al. (1992).

Ainda quanto & estrutura testicular, a literatura especializada
apresenta controversias quanto a organizagio estrutural dos testiculos de
peixes teledsteos, em particular, quanto a existéncia de 16bulos ou
tubulos seminiferos. Alguns autores utilizaram indistintamente os dois
termos, para a caracterizagdo da estrutura testicular (HENDERSON,
1962; SANWAL & KHANNA, 1972; DALELA et al., 1976;
LEATHERLAND & SONSTEGARD, 1978; ALEXANDRINO et al.,
1985). Entretanto, GRIER et al. (1980), estudando diversas espécies,
referentes a quatro ordens de peixes teledsteos, utilizou o termo “tabulo
seminifero” para a descricio dos tipos testiculares, espermatogonial

restrito e irrestrito.

Em peixes neotropicais, o termo tubulo seminifero vem sendo
amplamente utilizado por diversos pesquisadores (ANDRADE &
GODINHO, 1983; ANDRADE et al., 1985; CRUZ-LANDIM & CRUZ-
HOFLING, 1986/1987; AGOSTINHO et al., 1987; ALEXANDRINO et

al. 1987; AZEVEDO et al., 1988; SILVA & GODINHO, 1991; MATOS

et al., 1993; MATOS et al., 1993a; MATOS et al., 1995; GUSMAO et
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al., 1999; ROMAGOSA et al.,, 1999; ALVES DO AMARAL, 1999, e

VICENTINI et al., 2001).

Quanto ao Prochilodus scrofa VICENTINI et al. (2001),
utilizando injecdo de acetato de vinila, nos ductos espermaticos,
observaram, em nivel de microscopia eletronica de varredura, que a via
seminifera do curimbatd estd formada por tubulos seminiferos
anastomosados confluindo diretamente para o ducto testicular principal.

Cabe destacar, ainda, que o compartimento seminifero ou intratubular

apresenta-se formado por espermatogdnias primdrias e células de Sertoli,

durante todo o ciclo reprodutivo, apesar da presenca ou nio de cistos

germinativos.

Nas trés espécies estudadas, independentemente do tipo testicular,
espermatogonial  restrito  ou irrestrito, observamos que a
espermatogénese caracteriza-se como cistica, considerando que as
células germinativas apresentam diferenciagéo sincronica no interior dos

cistos germinativos, conforme caracterizado por MATTEI et al. (1993).

Os estudos histolégicos demonstraram que o ciclo reprodutivo
anual de Prochilodus scrofa e Astyanax scabripinnis estdo constituidos

de quatro estagios espermatogenéticos: repouso, maturacdo, maduro e
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esgotado, similares ao descrito para Leporinus silvestri (ANDRADE,

1980) e para o préprio curimbata (ALEXANDRINO et al., 1985).

Em condi¢gdes de confinamento, ANDRADE et al. (1985)
avaliaram o ciclo reprodutivo anual de lambaris, da espécie Astyanax
bimaculatus. Os autores destacaram que ocorreu espermatogénese ativa
durante todo o ano. A desova foi observada de agosto a maio e
processou-se parceladamente. O periodo de reprodugdo foi coincidente
com o aumento das horas didrias de luz solar, com o aumento da
temperatura da dgua e com o indice pluviométrico. Por outro lado,
BARBIERI et al. (1982) verificaram em lambaris, da represa do lobo
(Broa), em Sdo Carlos, periodo reprodutivo restrito aos meses de

setembro a dezembro.

No presente estudo, por outro lado, ndo observamos variagdes
morfologicas  testiculares sazonais definidas em Phalloceros
caudimaculatus. Esta espécie apresenta intensa proliferagdo celular, com
cistos germinativos presentes durante todos os meses do ano. Em
contrapartida, a Gambusia affinis (FRAILE et al., 1992), que se
caracteriza também por apresentar testiculo do tipo espermatogonial
restrito, apresenta ciclo reprodutivo composto de dois periodos, o

espermatogénico e o quiescente.
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Cabe ressaltar que a Gambusia affinis apresenta espermatogdnias

primarias e espermatozdides, durante todo o ano. No periodo de
quiescéncia testicular, as espermatogdnias visualizadas marcam o inicio
de um novo ciclo espermatogenético, que ocorrerd sob condigdes
ambientais e hormonais favoraveis. Jd os espermatozoides presentes
neste mesmo periodo, constituem células oriundas do periodo
espermatogenético anterior, e permanecem estocados até a época da
proxima desova (FRAILE et al., 1992). Estas peculiaridades, nio sio
apresentadas pelo Phalloceros caudimaculatus, que habita regides de
clima tropical. J4 a Gambusia affinis é encontrada em regides de clima

temperado, com periodos de inverno e verdo bem definidos e rigorosos.

Quanto as caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese, em
Prochilodus  scrofa,  Astyanax  scabripinnis e  Phalloceros
caudimaculatus, observamos que as espermatogdnias primarias s3o
circundadas por expansdes citoplasmaticas das células de Sertoli,
independente da fase ou estagio do ciclo reprodutivo em que se

encontram.

A evidéncia de espermatogdnias primarias, durante todos os meses
do ano, suporta o conceito de que estas produzam, por multiplicagio

sucessiva e posterior diferenciagdo, novas geracdes de células
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Discussdo

germinativas (GRIER, et al, 1980; FRAILE et al., 1992),
independentemente da estrutura testicular observada (espermatogonial

restrito ou irrestrito).

No citoplasma das espermatogénias € freqiiente a presenga de
“nuages” ou cimento intermitocondrial, conforme observado em nossas
ilustragdes. Estas estruturas foram descritas por CLEROT (1976) em
ciprinideos e observadas também em peixes neotropicais (ANDRADE &
GODINHO, 1983; SILVEIRA et al., 1990; ROMAGOSA et al., 1999;
QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999; ZAIDEN, 2000).
Segundo QUAGIO-GRASSIOTTO & LELLO (1995), as “nuages”
apresentam-se como material eletrondenso, no citoplasma, nio sendo
envolto por membrana, e constituem uma caracteristica das células
germinativas. Tais estruturas sdo constituidas de RNA e proteinas de
origem nuclear, que migram para o citoplasma através dos poros

nucleares.

Em Surubim lima (QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO,

(1999) destacaram a presenga de “lamellae annulata”, como sendo

organelas transitérias constituintes de um sistema de cisternas com
poros, similares aos poros nucleares. Segundo KESSEL (1981), os poros

da “lamellae annulata” estdo associados com a ativagdo de produtos
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génicos tais como RNA ribossomico e RNA mensageiro, dispostos na
densa massa citoplasmatica. Entretanto, ndo encontramos a presen¢a de

“lamellae annulata” nas espécies estudadas.

As espermatogonias secunddrias sdo visualizadas em Prochilodus
scrofa e Astyanax scabripinnis, tanto isoladamente como no interior do
cisto germinativo, similar ao encontrado em outros peixes neotropicais

(ROMAGOSA et al., 1993; ROMAGOSA et al., 1999).

Ultraestruturalmente, os espermatécitos primarios apresentam, nas

trés espécies estudadas, caracteristicas similares entre si. Os

espermatocitos secundarios foram raramente observados no interior de
cistos, concomitantemente com espermatdcitos primdarios em divisdo,

conforme observado na Gambusia affinis (DE MIGUEL, 1992).

O processo de espermiogénese apresenta caracteristicas
ultraestruturais peculiares a cada uma das espécies estudadas. O
Prochilodus scrofa apresentou compactagdo gradual da cromatina das
espermatides, atingindo maxima compactagdo na espermatide madura,
quando os granulos de cromatina formam grumos, dando ao nucleo um
aspecto muito eletrondenso. Estas caracteristicas sdo similares ao

observado na curvina de éagua doce, Plagioscion squamosissimus

AVA
AVAVAY
v

2 3 4 5 6 7 unesp".l 12 13 14 15 16

17

18



(GUSMADO et al., 1999). Na curvina entretanto, o ntcleo sofre um
processo de lateralizagdo, diferente do observado no curimbaté, onde o
nucleo da espermétide mantém-se no mesmo eixo do centriolo distal. que
dara origem ao flagelo. Durante o processo de compactagdo da
cromatina, ndo ocorre alongamento do nucleo, resultando na formagdo
de espermatozdides de cabega arredondada, de modo similar ao
observado no matrinxd (SILVEIRA, 2000). Cabe destacar que na
literatura, ndo encontramos estudos ultraestruturais sobre o processo de

espermiogénese no Prochilodus scrofa.

Quanto ao Astyanax scabripinnis, durante o processo de
espermiogénese, ocorre uma compacta¢do rapida e uniforme da
cromatina. Apesar de ndo encontrarmos caracteristica similar na
literatura, o aspecto da cromatina dos espermatozoides desta espécie €
semelhante ao descrito para o Cremicicla saxantilis (MATOS, et al.,

1995) e para o pacu, Metynnis maculatus (MATOS et al., 1993).

Referente as caracteristicas ultraestruturais dos espermatozoides
de Prochilodus scrofa e Astyanax scabripinnis, observamos que estes
estdo constituidos por cabeca arredondada, sem acrossoma, peca

intermedidria curta e flagelo longo, semelhante ao descrito para outros

peixes teledsteos (GRIER, 1981; CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING,
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1986/1987, MATTEL 1988; BILARD, 1983; ROMAGOSA, 1991;

AIRES, 1998; ROMAGOSA, et al., 1999; ZAIDEN, 2000).

A cauda do espermatozéide em teledsteos é basicamente composta
pelo flagelo, que € responsével pela propulsio da célula. Este tem a
fungdo de manter a eficiéncia do movimento dos espermatozéides
(BACCETTI, 1970). O flagelo dos espermatozéides de Prochilodus
scrofa e Astyanax scabripinnis apresenta configuragdo cléssica do tipo
9+2, similar ao encontrado em outras espécies de peixes neotropicais

(ROMAGOSA, 1991; MATOS et al., 1993; ROMAGOSA et al., 1999:

GUSMADO et al., 1999).

Em Phalloceros caudimaculatus, durante o processo de
espermiogénese, observa-se compacta¢do ou condensa¢io da cromatina,
partindo da periferia até chegar a regido central do niicleo. Este processo
¢ concomitante ao alongamento do nucleo, resultando na formagio de
feixes de espermatozoides com cabega alongada, denominados de
espermatozeugmatas. Estas caracteristicas sdo semelhantes a encontradas
na Gambusia affinis (GRIER, 1975a; FRAILE et al., 1992), Poecilia
latipinna (GRIER, 1975b) e nas espécies da familia Goodeidae (GRIER

et al., 1978).
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Segundo GRIER et al. (1978) os Poeciliidae ¢ Goodeidae, sdo
familias de teledsteos intimamente relacionadas, que apresentam

modificagdo  testicular  especifica referente a formagdo de

espermatozeugmatas. Esta caracteristica faz parte de muitos requisitos

necessarios para que a fertilizagdo interna possa ocorrer.

Nas duas familias acima citadas, o desenvolvimento morfolégico
das células germinativas e das células de Sertoli é muito relacionado.
Durante a fase de espermiogénese, as espermatides em desenvolvimento
eliminam o excesso de citoplasma no interior do cisto. As células de
Sertoli posteriormente fagocitam estes corpos residuais (GRIER, 1975b)
e sofrem um aumento simultineo dos volumes citoplasmatico e nuclear.
A fagocitose dos corpos residuais por células intratubulares no testiculo
de teledsteos € uma caracteristica funcional utilizada para a identificagdo
das células de Sertoli em teledsteos (GRIER 1975b; GRIER & LINTON,

1977).

Segundo GRIER et al. (1978), apesar da similaridade da estrutura
testicular em Poeciliidae € Goodeidae, os espermatozeugmatas formados
nos testiculos sdo diferentes. Em Poeciliidae as cabegas das
espermatides se voltam para a periferia do cisto germinativo e se

ancoram no citoplasma das células de Sertoli, similarmente ao observado
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em nossos estudos para Phalloceros caudimacultus. Entretanto, em
Goodeidae, € o flagelo da espermatide em desenvolvimento que se
associa com a célula de Sertoli, exibindo no local de contato uma zona

bastante eletrondensa (GRIER, 1975b).

Estudos realizados nas células de Sertoli de muitas espécies
revelaram que os filamentos de actina, que compdem o citoesqueleto
destas células, sdo abundantes, porém sua localizagdo varia muito de um
grupo para outro, dentre os vertebrados (BACCETTI et al., 1983;

BERNARDINI et al., 1990; PFEIFFER & VOGL, 1992).

Em Gambusia affinis, estudos realizados nas células de Sertoli

revelaram que estas células apresentam especializagdes de membrana em

duas regides bem definidas, envolvendo os filamentos de actina. O

contato entre as células de Sertoli e as espermatides alongadas seria uma
das regides, e as jungdes entre as células de Sertoli constituiriam a outra
regido. Possivelmente as fungdes dos filamentos de actina nas células de
Sertoli de Gambusia affinis estejam relacionadas com a adesdo destas
células ao tecido subjacente, adesdo entre as células de Sertoli, ou ainda
posicionamento das células espermatogénicas e alongamento das

espermatides (ARENAS et al., 1995).
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A despeito de todas as consideragdes citofisiologicas feitas
anteriormente, pelos autores citados, acreditamos, com base em nossas
observagdes, que nos tibulos seminiferos das trés espécies estudadas, as
células de Sertoli tém papel fundamental de empacotamento das células

germinativas, visando formar os citos espermatogenéticos ou

germinativos, cuja estrutura foi amplamente descrita neste trabalho.
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Conclusées

Os estudos espermatogenéticos realizados em Prochilodus scrofa,
Astyanax  scabripinnis e Phalloceros caudimaculatus, permitiram

elaborar as seguintes conclusdes:

1- Os testiculos de Prochilodus scrofa e de Astyanax scabripinnis

correspondem ao tipo espermatogonial irrestrito, considerando
a distribuicdo das espermatogénias primarias por toda a

extensdo dos tubulos seminiferos.

Os testiculos de Phalloceros caudimaculatus apresentam

caracteristicas do tipo espermatogonial restrito, considerando
que as espermatogdnias primarias estdo restritas a extremidade

distal dos tabulos seminiferos.

As trés espécies analisadas apresentam espermatogénese
cistica, com desenvolvimento sincrénico das células

germinativas no interior dos cistos espermatogenéticos.

O ciclo reprodutivo ou espermatogenético de Prochilodus
scrofa e Astyanax scabripinnis apresenta quatro estagios

caracteristicos: repouso, maturagdo, maduro e esgotado,
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diferindo do encontrado em Phalloceros caudimaculatus, que
apresenta intensa proliferagdo celular durante todos os meses

do ano.

O processo de espermiogénese das trés espécies estudadas
apresenta  caracteristicas  ultraestruturais  distintas. No
Prochilodus scrofa ocorre compactagio gradual da cromatina
das espermatides, resultando na formagdo de grumos
eletrondensos. Entretanto, em Astyanax scabripinnis foi
evidenciado um processo rapido de compacta¢do, com granulos
homogeneamente distribuidos. No Phalloceros caudimaculatus
observa-se compactagdo gradual da cromatina, da periferia para
0 centro do nicleo. Simultaneamente, processa-se 0

alongamento do nucleo da espermatide.

Os espermatozéides de Prochilodus scrofa e Astyanax

scabripinnis possuem cabega arredondada, pecga intermediaria

curta e flagelo com axonema do tipo 9 + 2.

Em Phalloceros caudimaculatus apos o processo de

espermiogénese, sdo liberados grupos de espermatozoides
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Conclusées

denominados espermatozeugmatas, com cabega alongada, pega

intermediaria e flagelo com axonema do tipo 9 + 2.

8- As células de Sertoli, nas trés espécies estudadas apresentam
fungdo de empacotamento das células germinativas, visando a
formagcdo de cistos espermatogenéticos. Somente em

Phalloceros caudimaculatus ocorrem associag¢des entre células

germinativas maduras, com o citoplasma das células de Sertoli.
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VICENTINI, C.A. Estrutura comparativa da espermatogénese em peixes
neotropicais, Prochilodus scrofa, Astyanax scabripinnis € Phalloceros
caudimaculatus (Pisces, Teleostei). Bauru, 2002.102p.Tese (Livre-
Docéncia) - Disciplina de Anatomia Humana e Animal, Departamento
de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi analisar a estrutura comparativa dos

testiculos, com énfase ao processo espermatogénico em trés espécies de
teledsteos neotropicais: Prochilodus scrofa, Astyanax scabripinnis e
Phalloceros caudimaculatus, no periodo de um ano. Para tanto, foram
utilizadas metodologias convencionais para estudos de microscopia de
luz (ML), microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Fragmentos de testiculos foram
coletados das trés espécies obtidas, em afluentes do rio Tiéte, SP, Brasil.
Os tecidos apos fixacdo, foram processados segundo rotina de ML e/ou
MEV e MET. Foi verificado que a organizagdo das células germinativas
dos tabulos seminiferos em Prochilodus scrofa e Astyanax scabripinnis
correspondem ao padrdo espermatogonial irrestrito referente aos
testiculos de peixes. O ciclo reprodutivo anual destas espécies apresenta
quatro fases ou periodos: repouso, maturagdo, maduro e esgotado, de
acordo com a estrutura dos tubulos seminiferos e morfologia geral dos
testiculos. Por outro lado, o testiculo de Phalloceros caudimaculatus foi
caracterizado como sendo do tipo espermatogonial restrito, ndo
apresentando ciclo testicular anual, com as fases ou periodos
anteriormente caracterizados. No entanto, esta espécie mostrou um

padrdo continuo do processo de espermatogénese durante o ano, sem
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interrup¢do da espermatocitogénese e espermiagdo. Todas as espécies

estudadas apresentaram padrdo cistico para o processo de

espermatogénese, com desenvolvimento de diferentes tipos de células

germinativas, dentro de cistos. Cada cisto apresentou um tipo principal
de célula espermatica, tais como: espermatogénias primarias e
secunddrias, espermatdcitos, espermdtides e espermatozoides. O
desenvolvimento das células germinativas dentro dos cistos apresentou
um processo sincronico. As células de Sertoli se comportam como
“epiteliocitos de sustentagdo”, formando a parede dos cistos
espermaticos. As interagdes entre células de Sertoli de um cisto podem
ocorrer por meio de especializagdes de membrana. Muito embora, a
interagd@o das células de Sertoli com as células germinativas, por contato
citoplasmatico, foi visualizado em Phatloceros caudimaculatus. Com
relagdo a forma e estrutura dos espermatozoéides, o Prochilodus scrofa e
Astyanax scabripinnis apresentam espermatozoides com cabegas
arredondadas, pecga intermediaria curta e axonema com padrdo 9+2 de
microtubulos. Diferentemente, o Phalloceros caudimaculatus apresentou
espermatides maduras ou espermatozdides com cabega alongada,
localizadas na periferia do cisto germinativo. O acrossoma nado foi

observado nas trés espécies estudadas.

Palavras-chave: Espermatogénese, Estrutura comparativa, Peixes
neotropicais, Prochilodus scrofa, Astyanax scabripinnis, Phalloceros

caudimaculatus.
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VICENTINI, C.A. Comparative structure of the spermatogenesis in
neotropical fishes, Prochilodus scrofa, Astyanax scabripinnis and
Phalloceros caudimaculatus (Pisces, Teleostei). Bauru, 2002.102p.Tese
(Livre-Docéncia) - Disciplina de Anatomia Humana e Animal,
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The target of this study was to analyze the comparative structure of the
testes regarding to the spermatogenic process in three species of
neotropical teleosts: Prochilodus scrofa, Astyanax scabripinnis and
Phalloceros caudimaculatus along the year. For this purpose,
conventional methodologies to studies at light microscopy (LM),
scanning electron microscopy (SEM), and transmission electron
microscopy (TEM) were used. Testicular fragments were collected from
the three species obtained from the Tieté river, SP, Brazil. The tissues,
after adequate fixation, were processed for LM and/or SEM and TEM
routines respectively. It was verified that germ cell organization of the
seminiferous tubules in Prochilodus scrofa and Astyanax scabripinnis
belonged to the unrestricted spermatogonial pattern of fish testis. The
rithymic annual reproductive cycles in these species comprised four
periods, as follow: resting, maturation (proliferative phase), mature and

quiescent phases, according to the seminiferous tubule structure and

general morphology of the testes. On the other hand, the testis of

Phalloceros  caudimaculatus ~was  characterized as restricted
spermatogonial testis, and did not present an annual testicular cycle, with
the phases later characterized. Although, this fish showed a continuous

pattern of spermatogenesis process during the year without interruption
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of the spermatocytogenesis and spermiation. All the fishes studied had a
cystic pattern of the spermatogenesis process with development of the

different types of germ cells located inside cysts. Each cyst concerned

each main spermatic cell, such as: spermatogonias primary and

secondary, spermatocytes, spermatids and spermatozoa. The germ cells
development into the cysts was a synchronous process. Sertoli cells acted
as “sustentans epitheliocytes”, forming the wall of the spermatic cysts.
Cell interactions by the plasmalemas between Sertoli to Sertoli cells in
the cysts may occur. Nevertheless, Sertoli cells only interacted with
germ cells by cell to cell cytoplasm contact in Phalloceros
caudimaculatus. Concerning to spermatozoa shape and structure,
Prochilodus scrofa and Astyanax scabripinnis showed spermatozoa with
spherical heads, small midpieces and axonemas with 9+2 pattern of
microtubules. Differently, Phalloceros caudimaculatus showed mature
spermatids or spermatozoa with an elongated head located at the
periphery of the cyst. Acrosoma had been usually absent in the three

species studied.

Key words: Spermatogenesis, Comparative structure, Neotropical
fishes, Prochilodus scrofa, Astyanax scabripinnis, Phalloceros

caudimaculatus.
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