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RESUMO

Nos peixes teledsteos, a unidade morfofuncional da espermatogénese € o
espermatocisto ou cisto, constituido por células germinativas, em desenvolvimento
sincronico, envoltas perifericamente pelas células de Sertoli. Em fun¢io da cinética da
espermatogénese e do tipo de reprodugdo (continua ou sazonal), o epitélio germinativo
pode se desenvolver de forma constante ou sofrer modificagGes ciclicas durante o ciclo
reprodutivo. O presente trabalho teve como objetivo analisar, através de parametros
histologicos, ultra-estruturais e imuno-histoquimicos, as alteragbes do epitélio germinativo
em duas espécies de ciclos reprodutivos diferentes (Serrasalmus spilopleura — reprodugio
continua e Pimelodus maculatus — reprodugdo sazonal) e correlaciona-las com as células
esteroidogénicas e as células gonadotropicas, no tntuito de melhor compreender a fisiologia
reprodutiva dos teledsteos tropicais de agua doce. Em S. spiloplenra, o epitélio germinativo
organiza-se em cistos basais de espermatog6nias ¢ cistos apicais de células germinativas em
desenvolvimento mais avangado. As espermatogbnias basais apresentam intensa atividade
proliferativa durante todo o ciclo reprodutivo. As células de Sertoli proliferam no intuito de
acompanhar o crescimento dos cistos ¢ aumentar o tamanho do testiculo a cada ciclo
reprodutivo. Quanto & esteroidogénese, a atividade 3B-HSD € maior na regido
espermatogénica do que na regido relacionada a espermiagio. Em relagdo as células
gonadotropicas, as células LH sfio requeridas durante a espermatogénese € na espermiagao,
enquanto que as células FSH sfio mais ativas na liberagio dos espermatozéides e
provavelmente na proliferacio das células de Sertoli. Em P. maculatus, o epitélio
germinativo passa por modificages morfofuncionais, categorizadas em quatro classes
reprodutivas: regredida, maturagiio, maturagio final e regressio. A proliferacio das
espermatogdnias € intensa durante a maturagdo e depois diminui na matoragio final e
regressio. As células de Sertoli proliferam em maior freqiiéncia na classe regredida, o que
contribui para o crescimento do testiculo durante o ciclo reprodutivo. A atividade 3-HSD ¢
intensa na maturagfio e na maturag3o final, e depois diminut na regressdo e na classe
regredida. Os processos de espermatogénese e liberagio de espermatozdides séo
dependentes de andrégenos. As células LH e FSH estdo em maior quantidade durante a
maturacio e a maturagio final, e depois diminuem na regressio e na classe regredida. A
espermatogénese e a liberagio dos espermatozodides sio mais dependentes da atividade

gonadotropica do que os processos de proliferagio espermatogontal e regressio testicular.



ABSTRACT

In teleost fish, the morphofuncional unit of the spermatogenesis is the spermatocyst
or cyst, which are constituded by synchronous developmental germ cells surrounded by
Sertoli cells. Depending on the spermatogenesis kinetics and the type of reproduction
(continuous/non-seazonal or seazonal), the germinal epithelium may be constant or undego
cyclical changes during the reproductive cycle. The aim of the present work is to analyze,
through histological, ultrastructural and immunohistochemical evaluation, the changes of
the germinal epithelium in two different reproductive cycles (Serrasabmus spilopleura -
continuous/non-seazonal reproduction and Pimelodus maculatus - seazonal reproduction)
and to correlate them with sieroidogenic cells and gonadotropic cells, for a better
knowledge on the reproductive physiology of the tropical fresh water teleosts. In S.
spilopleura, the germinal epithelium was organized in basal cysts of spermatogonia and
apical cysts of more advanced developmental germ cells. The basal spermatogonia had
intense proliferative activity during the whole reproductive cycle. Sertoli cells proliferation
occured in order to accompany the cyst growth and to increase the testis size during each
reproductive cycle. For steroidogenic activity, 3B-HSD was stronger in the spermatogenic
area than in the area related to spermiation. In relation to gonadotropic cells, LH cells were
requested during spermatogenesis and spermiation, whereas FSH cells were more active in
spermatozoa liberation and probably in the Sertoli cell proliferation. In P. maculatus, the
germinal epithelium undergoes morphological changes, classified in 4 reproductive classes:
regressed, maturation, final maturation and regression. The spermatogonial proliferation
was intense during maturation and decreased in final maturation and regression. Sertoli
cells proliferated more in regressed class, contributing to testis growth during the
reproductive cycle. The 3B-HSD activity was strong in maturation and final maturation, and
decreased in regression and in regressed class. Then, spermatogenesis processes and
spermatozoa release are dependent of androgenic. LH and FSH cells were in large number
during maturation and final maturation, and decreased in regression and in regressed class.
In P. maculatus, spermatogenesis and spermatozoa release are more dependent of the
gonadotropic activity than the processes such as spermatogonial proliferation and testicular

regression.



INTRODUCAO GERAL

1. Os peixes teledsteos e os aspectos gerais de sua biologia reprodutiva

Os peixes teledsteos constituem um dos grupos mais abundantes e diversificados
dentre os vertebrados. Sio formados por aproximadamente 42 ordens, 431 familias e
23.681 espécies, 0 que equivale a 96% dos peixes existentes (NELSON, 1994; PUDNEY,
1995, 1996; VAZZOLER, 1996; LE GAC & LOIR, 1999; NAKATANI et al, 2001). O
sucesso do grupo ¢ atribuido a uma série de adaptagSes que aperfeigoaram sua respiragdo,
flutuagio, nutricdo, e principalmente a reprodugio (MOYLE & CECH Jr, 1996),
caracterizada por uma das mais variadas estratégias reprodutivas (HOAR, 1969;
NAGAHAMA, 1983; BORGES FILHO, 1987; REDDING & PATINO, 1993; PUDNEY,
1995, 1996; VAZZOLER, 1996, LE GAC & LOIR, 1999; NAKATANI et al, 2001). A
liberagio dos gametas para fertilizagio externa; o desenvolvimento de Orgfos
especializados para fertilizagdo interna; as diferentes construgSes de ninhos; as variadas
maneiras de cuidado com a prole; e a migragdo reprodutiva, seja nas formas de “piracema”
ou naquelas acompanhadas por grandes alteragdes osméticas sd3o exemplos da
complexidade reprodutiva dos teleosteos (HOAR, 1969; BORGES FILHO, 1987; LE GAC
& LOIR, 1999).

Quanto a sexualidade, os peixes teledsteos sdo predominantemente gonocoristicos
(didicos — sexos separados). O hermafroditismo e a reversdo sexual (hermafroditismo
simultineo, protandria ou protoginia) ocorrem em menor freqiiéncia e sdo representados
por algumas familias como Serranidae, Sparidae, Labridae, Synbranchidae e outras
(HOAR, 1969; REDDING & PATINO, 1993; LE GAC & LOIR, 1999; LO NOSTRO,
2000).

A maioria dos teledsteos possui reprodugdo sazonal, ou seja, a maturagdo das
gbnadas ocorre de forma gradual e resulta na liberagio dos gametas (de forma total ou
parcelada) somente em um determinado periodo do ciclo reprodutivo. Esse tipo de ciclo
também pode ser denominado de descontinuo, sendo estritamente dependente das
condi¢des ambientais favoraveis (especifica e variavel para cada espécie) (SUNDARARAJ,
1981; BORGES FILHO, 1987). Em outros peixes, a reprodugio ¢ continua, ou seja, a

producio e a liberagiio dos gametas ocorrem de forma constante durante o ciclo reprodutivo



(SUNDARARAYJ, 1981; BORGES FILHO, 1987). Nesses animais, entretanto, ha um
periodo em que a reprodugdo ¢ mais freqitente (LAMAS & GODINHO, 1996).

A diversidade reprodutiva dos teledsteos reflete-se nas diferentes morfologias
gonadais, por exemplo, no sistema reprodutor masculino (HOAR, 1969; DODD, 1972;
CALLARD et al, 1978; GRIER, 1981, 1992, SUNDARARAJ, 1981; NAGAHAMA,
1983; REDDING & PATINO, 1993; PUDNEY, 1995, 1996).

2. Estratura testicular

O testiculo dos vertebrados € classificado em trés tipos (tubular, tubular
anastomosado e lobular) (Figura 1) conforme a organiza¢io do compartimento germinativo
na periferia do testiculo (GRIER, 1993; PARENTI & GRIER, 2004). No testiculo tubular
anastomosado, o compartimento germinativo é formado por algas e tibulos ramificados que
se interconectam da periferia até o ducto testicular principal (Figuras 1B,E). Essa estrutura
ocorre apenas nos osteichthyes basais, em que se incluem os teledsteos mais basais como os
Ostariophysi (GRIER, 1993; PARENTI & GRIER, 2004). O testiculo lobular é
caracterizado por apresentar compartimento germinativo em formato digitiforme (com
fundo cego) na periferia veniro-lateral do testiculo (Figuras 1C.D,F). Ocorre nos
Neoteleostei (como Atherinomorpha e Percomorpha) e nos anfibios (GRIER, 1993:
PARENTI & GRIER, 2004). Quanto a distribuicdo das espermatogdnias, os testiculos
lobulares podem ser: (1) restritos, como nos Atherinomorpha, em que espermatogénias
ficam confinadas na porgdo distal dos Iobulos (Figura 2B), ou (2) irrestritos, como nos
Percomorpha e anfibios, em que as espermatogdnias estdio distribuidas por toda extensdo
dos lobulos (Figura 2A,C) (GRIER, 1993; GRIER & PARENTI, 2004). Nos testiculos
tubulares, o compartimento germinativo forma algas, que se estendem da periferia até a rete
testis (Figura 1A). Esse dltimo tipo ocorre em répteis, aves e mamiferos (GRIER, 1993;
PARENT! & GRIER, 2004).

PARENTI & GRIER (2004) descrevem o testiculo de varias espécies de peixes e
disponibilizam esses dados, junto com os da literatura, em um banco de estruturas
testiculares. Das 136 descrigdes, 58% correspondem & série Atherinomorpha (lobular

restrito) € 23% a Percomorpha (lobular irrestrito). Os Ostariophysi, com 75% das espécies



de peixes de dgua doce do mundo (FINK & FINK, 1981), detém apenas 5,8% das
descri¢Bes (PARENTI & GRIER, 2004). Através das observagdes comparativas, PARENTI
& GRIER (2004) propdem que o testiculo tubular anastomosado € mais primitivo em

relagdo a estrutura lobular, considerada como a mais derivada dentro do grupo dos peixes.

3. O compartimento germinative ¢ o epitélio germinativo

A despeito das diferentes morfologias, os testiculos dos teledsteos, assim como dos
demais vertebrados, compartilham uma série de caracteristicas altamente conservadas
durante a evolugiio (Figura 3A-F) (GRIER, 1992, 1993; LOIR et al., 1995; PUDNEY,
1996): (1) sfio responsiveis pela espermatogénese (formagdo dos espermatozdides) e pela
sintese dos esterdides gonadais (esteroidogénese) (HOAR, 1969; NAGAHAMA, 1983;
BORGES FILHO, 1987, REDDING & PATINO, 1993, PUDNEY, 1995, 1996); (2) séo
divididos em dois compartimentos, 0 germinativo e o intersticial, que estdo separados por
uma membrana basal (Iimina basal + fibras reticulares) (Figura 3A-F,}-K) (GRIER, 1992,
1993; GRIER & LO NOSTRO, 2000; LOIR et al, 1995, PUDNEY, 1993,1996;
CALLARD, 1996, LO NOSTRO et al, 2003a), (3) o compartimento germinativo ¢
formado por células germinativas e células de Sertoli, que da maneira como se associam,
geram as diferentes unidades espermatogénicas dos cordados (pré-espermatocisto,
espermatocisto, pos-espermatocisto) (Figura 3A-F) (GRIER, 1992; GRIER, 1993); (4) as
funcdes de suporte, nutrigio, fagocitose e intermediaciio hormonal sfo constantes entre as
células de Sertoli dos cordados (PUDNEY, 1993; GRIER, 1993).

Recentemente, o epitélio germinativo dos peixes foi redefinido para incorporar os
critérios histoldgicos de um tecido epitelial (GRIER, 2000, 2002; GRIER & LO NOSTRO,
2000). Além de produzir células germinativas, todo epitélio germinativo deve: (1) delimitar
uma cavidade ou superficie (Figura 3G-I); (2) possuir células somaticas conectadas por
complexos juncionais {jungdes de oclusio, adesio e desmossomos) (Figura 3G-I); (3) estar
apoiado sobre uma membrana basal (Figura 31-K) e (4) ser avascular {GRIER, 2000, 2002,
GRIER & LO NOSTRO, 2000). Se alguma das caracteristicas supracitadas estiver ausente,
entdo o tecido ndo ¢ considerado como um epitélio germinativoe (GRIER, 2000, 2002;
GRIER & LO NOSTRO, 2000).



Nos teledsteos, o epitélio germinativo masculino € constituido por espermatocistos,
ou cistos, formados por células germinativas, em desenvolvimento parcialmente sincrénico,
envoltas pelas células de Sertoli (Figura 3D,G-IL) (GRIER, 1993: PUDNEY, 1993
PUDNEY, 1995). A sobrevivéncia das células germinativas é dependente de sua intima
associagdo com as células de Sertoli, que sfo responséveis por criar um microambiente
favoravel e propicio para a espermatogénese no interior dos cistos (SHULZ & MIURA,
2002). Morfofisiologicamente, o ciclo espermatogénico é constituido por seis grandes
fases: (1) auto-renovagio das espermatogfnias tronco, responsdveis por iniciar e manter
continuamente o processo espermatogénico; (2) proliferagio espermatogonial, com a
divis#o mitotica das espermatogdnias comprometidas com a espermatogénese; (3) meiose
dos espermatécitos (meiose I e ), na qual o material genético é recombinado ¢ segregado;
(4) espermiogénese, em que as espermatides passam por modificagdes morfolégicas, que
culminam na formagiio dos espermatozoides; (5) espermiagio, com a liberagdo dos
espermatozdides para o lamen do compartimento germinativo e (6) matura¢io espermatica,
em que o gameta, morfologicamente preparado, torna-se funcionalmente apto para fertilizar
(SHULZ & MIURA, 2002; MIURA & MIURA, 2003; SHULZ, 2003; WELTZIEN et al.,
2004).

Apesar de cistica (Figura 3L), a espermatogénese de alguns teledsteos é semi-cistica
(Figura 3M), isto é, as células germinativas, ainda em meiose ou no final da segunda
divisio meidtica, sdo liberadas dos cistos (Figura 3M). Nesse caso, a espermiogénese se

completa na luz do compartimento germinativo (Figura 3M) (MATTEI et al., 1993).

4. Alteragdes do epitélio germinative masculino

O ciclo reprodutivo dos teledsteos tem sido extensamente documentado através de
pardmetros biométricos (como indice gonadossomatico), descrigdes dos estagios de
maturacdo ¢ pelo desenvolvimento das células germinativas (RUBY & MCMILLAN, 1970;
BARBIERI & BARBIERI, 1984; AGOSTINHO et al., 1987; BORGES FILHO, 1987;
AZEVEDO et al, 1988, SCOTT & SUMPTER, 1989; NTIBA & JACCARINI, 1990;
VAZZOLER, 1996; TELES & GODINHO, 1997, MARQUES et al., 2000; LOIR et al,
2001, MODESTO & CANARIO, 2003). No entanto, os mecanismos de crescimento



testicular, regressio e de renovagdo das células germinativas e somaticas a cada ciclo
reprodutivo tém sido pouco explorados (GRIER & TAYLOR, 1998, BROWN-PETERSON
et al, 2002; LO NOSTRO et al, 2003b). Além disso, com a redefini¢do do epitélio
germinativo (GRIER, 2000, 2002; GRIER & LO NOSTRO, 2000), novas observacbes e
reinterpretagdes vém sendo realizadas sobre a fisiologia reprodutiva dos teleosteos
(GRIER, 2002; LO NOSTRO et al., 2003b).

AlteracBes histolégicas no epitélio germinativo masculino iém sido utilizadas para
documentar cinco classes reprodutivas (regredida, maturagio inicial, maturacao
intermediaria, maturacgo final e regressiio) (Figura 4) durante o ciclo reprodutivo anual dos
Perciformes; Centropomus undecimalis (TAYLOR et al., 1998; GRIER & TAYLOR, 1998;
GRIFR & LO NOSTRO, 2000), Rachycentron canacium (BROWN-PETERSON et al,,
2002), Cynoscion nebulosus (BROWN-PETERSON & WARREN, 2001) e dos
Synbranchiformes; Synbranchus marmoratus (LO NOSTRO et al., 2003b), com base na
alternincia entre o epitélio germinativo continuo e descontinuo e nos estagios de
desenvolvimento das células germinativas (GRIER & TAYLOR, 1987, 1998, GRIER,
1993; TAYLOR et al,, 1998; LO NOSTRO, 2000; BROWN-PETERSON & WARREN,
2001; BROWN-PETERSON et al, 2002; LO NOSTRO et al, 2003b). O epitélio
germinativo continuo € formado por cistos (células de Sertoli e células germinativas) que se
distribuem de forma continua ao longo da membrana basal (Figura 4) (GRIER, 2002). A
forma descontinua resulta da espermiagiio dos cistos (liberagdo dos espermatozdides para o
iamen) e da nio reposicio imediata das células germinativas, 0 que gera trechos de células
de Sertoli entremeados por alguns poucos ¢ dispersos cistos de espermatogdnias (Figura 4)
(GRIER, 2002).

Na classificacdo tradicional, a classe regredida corresponde ao estagio de repouso.
Durante a classe regredida, o epitélio germinativo é continuo e formado por apenas
espermatogbnias e células de Sertoli (Figura 4). A classe regredida ¢ caracterizada por
intensa atividade mitdtica, tanto das espermatogbnias como das células de Sertoli. Em
Centropomus undecimalis (GRIER & TAYLOR, 1998), ocorre a proliferagio das
espermatogdnias e células de Sertoli, espalhadas por toda extensdo dos lébulos. Em outras

espécies, como Sciaenops ocellatus (GRIER et al, 1998) e Rachycentron canadum



(BROWN-PETERSON et al., 2002), a proliferacio resulta em corddes (sem limen),
formados por espermatogdnias e células de Sertoli, provenientes da porgdo distal dos
I6bulos. Nos teledsteos adultos, a proliferagio das células de Sertoli tem sido descrita por
varios autores (BILLARD, 1969; GRIER, 1993; KOULISH et al, 2002; VILELA et al.,
2003; SHULZ et al, 2003; LO NOSTRO et al, 2003b; CHAVES-POZO et al., 2005;
SCHULZ et al., 2005) ¢ fornecido subsidios para a compreender as sucessivas geracles de
celulas de Sertoli a cada periodo reprodutivo (KOULISH et al., 2002; LO NOSTRO et al ,
2003b), o crescimento testicular (VILELA et al., 2003; SHULZ et al, 2005) ¢ para
aumentar a produgdo espermatica final das espécies (MATTA et al., 2002). Na maijoria das
espécies estudas, as células de Sertoli proliferam em associagdo 4 cistos de
espermatogénias, porém, também podem se dividir em cistos de espermatdcitos e
espermatides (BILLARD, 1969; KOULISH et al., 2002; VILELA et al., 2003; SHULZ et
al., 2005). Com exceg¢iio do bagre africano, Clarias gariepinus (SCHULZ et al., 2003;
SHULZ et al., 2005), nio existem informagdes sobre a proliferacio das células de Sertoli
em teledsteos mais primitivos de estnrtura testicular tubular anastomosado.

A classe de maturagdo inicial apresenta epitélio germinativo continuo e constituido
por cistos de espermatocitos ¢ espermatides, indicando que a espermatogénese ja foi
iniciada (Figura 4) (GRIER, 2002). Na maturacdo intermediaria, o epitélio permanece
continuo na porgdo distal do Iébulo, enquanto que na regido proxima ao ducto testicular, o
epitélio € descontinuo com luz repleta de espermatozéides (Figura 4) (GRIER, 2002). A
maturagio intermediaria de Centropomus undecimalis (GRIER & TAYLOR, 1998,
TAYLOR et al, 1998) detém o maior valor de indice gonadossoméatico durante o ciclo
reprodutivo. Na maturago final, o epitélio germinativo é primeiramente descontinuo na
regido distal dos lobulos (Figura 4). Com a espermiagio, o epitélio torna-se descontinuo em
toda a extensdio dos lobulos e a luz do compartimento germinativo torna-se repleta de
espermatozdides (Figura 4). Os centros melanomacrofagicos, envolvidos na remodelagdo
tecidual, comegam a surgir durante a maturaciio final de Centropomus undecimalis (GRIER
& TAYLOR, 1998) e Synbranchus marmoratus (LO NOSTRO, 2000; LO NOSTRO et al.,
2003b). Em Ceniropomus undecimalis (GRIER & TAYLOR, 1998), as espermatogbnias

aparecem dispersas ¢ ja iniciam o repovoamento do epitélio germinativo. Em Synbranchus



marmoratus, o 1GS atinge seu maior valor durante a maturaggo final (LO NOSTRO, 2000;
LO NOSTRO et al., 2003). A classe de regressdo ¢ caracterizada por (1) queda no 1GS; (2)
epitélio germinativo descontinuo; (3) alguns cistos espermatogénicos (espermatocitos e
espermatides) dispersos e em degeneragiio ¢ (4) proliferagdo das espermatogbnias para
repovoar o epitélio germinativo descontinuo (Figura 4) (GRIER et al., 1998; BROWN-
PETERSON et al, 2002, LO NOSTRO, 2000, LO NOSTRO et al, 2003b). Em
Centropomus undecimalis (GRIER & TAYLOR, 1998) e Synbranchus marmoratus (LO
NOSTRO, 2000; LO NOSTRO et al,, 2003b), a regressdo ¢ marcada por grande quantidade
de centros melanomacrofigicos e intensa remodelagiio tecidual.

A descri¢io do epitélio germinativo e suas alteragdes anuais, divididas em cinco
classes reprodutivas, foram realizadas até entfio em teledsteos mais derivados (de
aparecimento recente na escala evolutiva) que apresentam testiculo do tipo lobular. Em
teledsteos mais basais (mais primitivos), cujo testiculo ¢ tubular anastomosado, as
alteragdes do epitélio germinativo sdo documentadas apenas para Psewdoplatystoma
fasciatum (Siluriformes: Pimelodidae) (BATLOUNI et al., 2006). Além disso, raros sao os
trabalhos que associam as alteracBes do epitélio germinativo com os mecanismos
endocrinos testiculares. ROBERTS e colaboradores (1999) foram os primeiros a
correlacionar os niveis de esterdides com as alteragdes do epitélio germinativo masculino.

As alteracdes do epitélio germinativo masculino podem ser aplicadas para um
grande niimero de peixes teledsteos e sua correlagdo com outros pardmetros (IGS, dosagens
hormonais, hipofise e outros) pode auxiliar na compreensio da biologia reprodutiva desses

animais.

5. Células esteroidogénicas testiculares

O compartimento intersticial do testiculo dos teledsteos e de outros animais
cordados ¢ constituido por elementos de tecido conjuntive como: vasos sangliineos,
fibroblastos, nervos, células midides e células de Leydig (GRIER et al., 1989; LOIR, 1990;
CAUTY & LOIR, 1995; PUDNEY, 1995, 1996; LOIR et al., 19953).

As células de Leydig, isoladas ou em grupos, sdo geralmente encontradas proximas

4 vasos sangiineos ou no tecido conjuntivo da cépsula testicular (PUDNEY, 1996;
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KOULISH et al, 2002). A ultra-estrutura das células de Leydig tem sido descrita para
varios teledsteos (BILLARD et al., 1982; NAGAHAMA, 1983; DODD & SUMPTER,
1986; BORGES FILHO, 1987; LOIR et al, 1989; GRIER et al., 1989, GRIER, 1993;
CAUTY & LOIR, 1995, PUDNEY, 1996; ALTHAMER, 1999). Entretanto,
questionamentos 4 respeito de sua origem, renovagio e suas alteracdes durante o ciclo
reprodutivo dos teledsteos continuam incertos (LOIR et al.,, 1989). Apesar das incertezas,
ndo ha duvida sobre a fungfio esteroidogénica das células de Leydig (LOIR et al., 1989;
LOIR, 1990; PUDNEY, 1996, CALLARD, 1996). Morfologicamente, o potencial
esteroidogénico das células de Leydig é evidenciado pela ultra-estrutura tipica de célula
produtora de esterdide, como reticulo endoplasmiatico liso bem desenvolvido e
mitocdndrias com cristas tubulares (GURAYA, 1976, BILLARD et al, 1982:
NAGAHAMA, 1983; DODD & SUMPTER, 1986, BORGES FILHO, 1987; LOIR et al.,
1989; LOIR, 1990; CAUTY & LOIR, 1995; GRIER, 1981; GRIER et al., 1989; PUDNEY,
1996, ALTHAMER, 1999). Apesar da lipofilia também ser uma caracteristica das células
esteroidogénicas, na maioria dos teleosteos, as células de Leydig ndo apresentam inclusdes
lipidicas (BORGES FILHO, 1987; LOIR et al, 1989; CAUTY & LOIR, 1995; GRIER,
1981; GRIER et al., 1989, PUDNEY, 1996; ALTHAMER, 1999),

A enzima 3beta-hidroxiesterdide desidrogenase (3-HSD) estd envolvida em
diversas etapas da biossintese dos horménios esterdides. E responsavel pelas conversdes de:
(1) pregnenolona em progesterona; (2) 17 o-hidroxipregnenolona em 17 o-
hidroxiprogesterona; (3) dehidroepiandrosterona em androstenediona; e (4) androstenediol
em testosterona (MORSE & HELLER, 1973; HOYER & ANDERSEN, 1977; BORGES
FILHO, 1987). A presenga da 3B-HSD pode ser utilizada para localizar os sitios produtores
de esteroides e para acompanhar o comportamento das células esteroidogénicas testiculares
durante o ciclo reprodutivo dos teledsteos (YARON, 1966; VAN DEN HURK et al., 1978;
SHANBHAG & NADKARNI, 1979; BORGES FILHO, 1987, LOIR, 1990; PUDNEY,
1996; LO NOSTRO, 2000).

6. O eixo hipotalamo-hipofisirio-gonadal e a hipéfise dos teledsteos
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A reprodugdo dos teledsteos, assim como dos demais vertebrados, ¢ controlada pelo
eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal (Figura 5) (VAN OORDT & PEUTE, 1983;
WELTZIEN et al., 2004). Sob influéncia de estimulos favoraveis (externos e internos),
areas especificas do hipotalamo liberam o hormédnio liberador de gonadotropina (GnRH),
que estimula a secrecio dos horménios gonadotropicos (FSH e LH) pelas células
gonadotrépicas da hipdfise (Figura 5) (WELTZIEN et al, 2004). Os hormdnios
gonadotrépicos interagem com seus receptores gonadais e influenciam a produgio de
esterdides sexuais, responsaveis por sustentar a proliferagio das células germinativas
iniciais, a meiose, a espermiogénese, a espermiagio e a liberagdo dos gametas (Figura 5)
(VAN OORDT & PEUTE, 1983; SHULZ & MIURA, 2002; MIURA & MIURA, 2003,
WELTZIEN et al., 2004).

A hipofise, também denominada de pituitaria, é responsavel pelo controle hormonal
de diversos processos fisiologicos, como crescimento, adaptagio ambiental, metabolismo,
osmorregulagio e reprodugdo (BALL & BAKER, 1969; GRANDI et al, 2003; LAIZ-
CARRION, 2003; WELTZIEN et al., 2004).

Com mais de vinte mil espécies de peixes, ainda sdo poucas sdo espécies, cuja
hipofise foi descrita. Nas espécies estudadas, a gldndula hipofisaria apresenta grande
variagio em estrutura e morfologia (BALL & BAKER, 1969; PRASADA RAOQO, 1969,
FENERISH, 1975; VAL-SELLA, 1977, RUBAL et al,, 1984; VAL-SELLA et al., 1986a,b;
BORELLA, 1987,1993; LAIZ-CARRION et al., 2003; GRANDI et al., 2003; CALA et al,,
2003). Apesar das diferengas morfologicas, a hipofise dos teledsteos, assim como dos
demais vertebrados, obedece a um padrio anatdmico comum: € dividida em duas regides de
origem embriolégica distinta; a adeno-hipofise e a neuro-hipofise (Figura 6) (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2004). A adeno-hipofise origina-se a partir da bolsa de Rathke, que € uma
expansdo do ectoderma do teto da boca primitiva (Figura 6). A bolsa de Rathke separa-se
da cavidade bucal e origina a porgdo glandular da hipofise (adeno-hipéfise) (Figura 6)
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A neuro-hipofise surge de uma expansiio do
assoatho do diencéfalo em diregiio & bolsa de Rathke (Figura 6). A neuro-hipéfise
permanece em contato com o encéfalo através de um pedinculo que constitui a

comunicagio entre a hipofise e o sistema nervoso central (Figura 6) (JUNQUEIRA &
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CARNEIRQ, 2004). Nos mamiferos, a neuro-hipéfise ¢ formada pela pars nervosa e pelo
infundibulo (pedunculo), que constituem um lobo isolado em relagdo a adeno-hipdfise
(Figura 6). Nesses animais, a interagdo entre a neuro-hipofise e a adeno-hipofise ocorre
através do sistema porta hipofisario JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Nos peixes, a adeno-hipéfise ¢ constituida por trés regies, que apresentam
diferengas quanto a (1) distribuigio das células produtoras de hormdnios, (2) caracteristicas
tintoriais e (3) ramificagdo da neuro-hipéfise. Essas regides sdo conhecidas como “rostral
pars distalis” (RPD), “proximal pars distalis” (PPD) e “pars intermedia” (PI) (Figura
7A,C.D) (BALL & BAKER, 1969; PRASADA RAOQ, 1969; FENERISH, 1975; VAL-
SELLA, 1977; RUBAL et al,, 1984; VAL-SELLA et al., 1986a,b; BORELLA, 1987,1993;
LAIZ-CARRION et al 2003; GRANDI et al., 2003; CALA et al., 2003). A RPD recebe os
primeiros ramos da neuro-hipdfise e ocupa a regido mais anterior e ventral da glandula
(Figura 7A,C,D). A PPD situa-se entre a RPD ¢ a PI, sendo que esta Gltima recebe a maior
quantidade dos ramos da neuro-hipdfise e apresenta localizagio posterior e dorsal na
glandula (Figura 7A,C,D) (BALL & BAKER, 1969: PRASADA RAQ, 1969; FENERISH,
1975; VAL-SELLA, 1977, RUBAL et al., 1984; VAL-SELLA et al., 1986a,b; BORELLA,
1987,1993; LAIZ-CARRION et al, 2003; GRANDI et al., 2003; CALA et al., 2003). Nos
teledsteos, a neuro-hipdfise € formada pela pars nervosa que penetra e se ramifica no
interior da adeno-hipofise (Figura 7A,C,D,G). Dessa forma, o neurdnio inerva diretamente
a célula produtora de horménio, com auséncia de sistema porta hipofisario (Figura 7G)
(BALL & BAKER, 1969, WELTZIEN et al., 2004).

De acordo com BRETSCHNEIDER & DUYVENE DE WIT (1947) (apud
BORELLA, 1987), a hipdfise dos teledsteos pode ser classificada em “leptobasic™ ou
“platibasic”. A terminologia supracitada refere-se, respectivamente, a hipofise quando
ligada ao diencéfalo através de um pedincule bem definido, ou quando esta associada &

neuro-hipofise, sem a formagio de um pedinculo.

7. As células produtoras de horménios da adeno-hipofise
Nos teledsteos, as células da adeno-hipdfise tém sido caracterizadas através de

técnicas histoquimicas e imuno-histoquimicas (BALL & BAKER, 1969; PRASADA RAQ,
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1969; FENERISH, 1975; VAL-SELLA, 1977, 1985; RUBAL et al., 1984; VAL-SELLA et
al., 1986a,b; BORELLA, 1987,1993; PARREIRA, 1998, 2002; BORELLA et al, 2003,
LAIZ-CARRION et al., 2003; GRANDI et al., 2003; CALA et al., 2003). Os hormdnios da
adeno-hipofise podem ser agrupados em trés familias conforme suas caracteristicas
quimicas e moleculares: (2) familia das somatotropinas e prolactinas, incluindo a
somatotropina ou horménio do crescimento (GH), a prolactina (PR1) ¢ a somatolactina
(SL); (b) familia dos horménios glicoprotéicos, contendo as gonadotropinas (GTH: ¥SH e
LH) e a tireotropina (TSH) ¢ (c) familia dos hormdnios derivados de proopiomelanocortina,
como a corticotropina (ACTH) e a melanotropina (MSH) (BATTEN & INGLETON,
1987). Apesar das variagdes na distribuigdo das células adeno-hipofisirias, em geral, a RPD
possui células produtoras de PRL e ACTH; a PPD contém céhulas produtoras de GTH, TSH
¢ GH; e a PI caracteriza-se pelas células produtoras de SL. e MSH (Figura 7G) (BALL &
BAKER, 1969; LAIZ-CARRION et al., 2003, GRANDI et al., 2003; CALA et al., 2003).

8. As células gonadotrépicas

As células gonadotropicas dos teledsteos tém sido objeto de estudos em vérias
pesquisas (ver revisio em WELTZIEN et al., 2004) devido sua importincia no controle
endocrino da reprodugio (VAN OORDT & PEUTE, 1983). Localizam-se na PPD e sio
identificadas através de métodos histoquimicos e por suas variacBes (em nimero e
estrutura) durante a maturagiio sexual ou em condigdes experimentais (BALL & BAKER,
1969; VAN OORDT & PEUTE, 1983).

As células gonadotropicas sdo semelhantes as células tireotropicas: ambas sdo
basofilas e localizam-se na PPD (HOLMES & BALL, 1974). Apesar das semelhangas, os
dois tipos celulares sdo distinguidos pela forma, tamanho ¢ por metodos histoquimicos
como PAS e PAS+Alcian Blue (AB) (Figura 7F) (HOLMES & BALL, 1974; VAN
OORDT & PEUTE, 1983). As células tireotropicas sdio pequenas, fusiformes ¢ reagem
mais ao Alcian Blue do que ao PAS (Figura 7F). As células gonadotropicas sdo volumosas,
basofilas, com niicleo excéntrico e reagem mais a0 PAS do que ao Alcian Blue (Figura
7E,F) (BALL & BAKER, 1969, PRASADA RAQ, 1969; FENERISH, 1975; VAL-SELLA,
1977, 1985; RUBAL et al., 1984; VAL-SELLA et al,, 1986a,b; BORELLA, 1987,1993;
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PARREIRA, 1998, 2002; BORELLA et al,, 2003). Através da microscopia eletronica de
transmissdo, as coflulas gonadotropicas s3o caracterizadas por citoplasma repleto de
grinulos elétron-densos, complexo de Golgi bem desenvolvido e cisternas dilatadas do
reticulo endoplasmatico rugoso (VAL-SELLA & SESSO, 1980ab; PARREIRA, 1998,
2002). Durante o ciclo reprodutivo, as células gonadotiropicas variam em mimero, tamanho,
¢ grau de vacuolizagic (SUNDARARAJ, 1959; BALL & BAKER, 1969; VAL-SELLA &
SESSQ, 1980a,b; BORELLA, 1987, PARREIRA, 1998,2002; BURNS, 1991).

A imuno-histoquimica foi um dos passos mais importantes na identificacio das
células gonadotropicas dos peixes. Inicialmente, os estudos eram conduzidos com
anticorpos para gonadotropinas de mamiferos (MCKEOWN & VAN OVERBEEKE, 1971;
BORELLA, 1993; GAZOLA, 1993) e atualmente sdo realizados com anticorpos
purificados de teledsteos como de carpa, salmdo, bagre e outros {revisio em WELTZIEN et
al, 2004). Na maioria das reagdes imuno-histoquimicas (tanto para anticorpos de
mamiferos como de peixes), € comum que as células tireotropicas apresentem marcagio
para os anticorpos de gonadotropinas. A reagdo cruzada é devido 4 similaridade estrutural
dos horménios gonadotrépicos e tireotropicos (Figura 7H-J), que sdo glicoproteinas
constituidas por duas subunidades, o ¢ B (Figura 7H-J). A subunidade ¢ é comum aos dois
horménios (BURZAWA-GERARD, 1974}, enquanto que a subunidade B é variavel e
responsavel pela atividade biologica de cada hormédnio (Figura 7H-J) (FONTAINE &
BURZAWA-GERARD, 1977; SCHREIBMAN & MARGOLIS-KAZAN, 1979,
OLIVEREAU & NAGAHAMA, 1983).

O uso de anticorpos especificos para a subunidade B (8-FSH e B-LH) tem mostrado
que o FSH e o LH sio sintetizados em células gonadotropicas diferentes, como
documentado para os teleosteos Salmo gairdneri iridens (NOZAKI et al, 1990ab),
Oncorhynchus mykiss (NAITO et al., 1991), Xiphophorus maculatus (KIM et al., 1994),
Alosa sapidissima (LAIZ-CARRION et al, 2003} e outros. Por outro lado, a existéncia de
uma fnica populagiio de células gonadotropicas é reportada em Clarias gariepinus (KOIDE
et al, 1992) e Seriola dumerili (GARCIA-HERNANDEZ et al, 1996). A divergéncia
apresentada pode ser atribuida & diversidade reprodutiva dos teledsteos como também ao

uso de anticorpos ndo tdo especificos.
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9. Serrasalmus spilopleura ¢ Pimelodus maculaius como modelos experimentais

8. spilopleura pertence i ordem Characiformes, familia Characidae e subfarmbia
Serrasalminae. Também pode ser denominada de pirambeba, por ndo ser tdo agressiva
quanto ds demais espécies de piranhas (LAMAS & GODINHO, 1996, FUITHARA, 1997),
Apresenta boa adaptagdo a ambientes lénticos e pode ser encontrada nos principais
reservatdrios brasileiros (BRAGA, 1956, PAIVA, 1958, LAMAS & GODINHO, 1995,
FUJIIHARA. 1997 TELES & GODINHO, 1997), onde sua reprodugiio ¢ continua, embora
mais freqiente na epoca das chuvas (LAMAS & GODINHO, 1996; FUITHARA, 1997}
Apesar de nio terem valor econdmico, sdo wtilizadas como fonte de alimento pelas
populagdes ribeirinhas (BRAGA, 1956).

P. maculatus pertence i ordem Siluriformes e 4 familia Pimelodidae E conhecido
coma bagre-amarelo, mandi-amarelo, mandi-pintado ou mandiiva. E uma espécie de ampla
distribuigdio, sendo encontrada em varias bacias hidrograficas da America do Sul (GODOY,
1987). Ma bacia do rio Sio Francisco, o M maculatus € muito apreciado na pesca
profissional e esportiva (SATO et al, 1997) Sua reprodugio € sazonal com desova
parcelada no periodo de outubro a janeiro, podendo ser antecipada ou atrasada, uma vez
que esta sob influéncia de fatores abidticos como temperatura, chuva e nivel das aguas do
rio (GODINHO et al , 1974, 1977; FENERISH, 1975; BAZZOLI et al, 1997).

Serrasalmus spilopleura Pimelodus maculatus
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10, Objetivos gerais

Através de ferramentas morfologicas (histologia, microscopia eletrénica e imuno-
histoquimicas), pretende-se descrever e comparar dois tipos de ciclos reprodutivos,
continuo em S. spiloplenra e descontinuo/sazonal em P. macudaius, analisando o epitélio
germinativo, as celulas esteroidogénicas testiculares e as células gonadotropicas com o
intuite de fornecer subsidios para melhor compreender a fisiologia reprodutiva dos peixes

teledstens neotropicais de agua doce.

1. Ohjetivos especificos
I} Descrever através de parimetros histologicos e ultra-estruturais, as alteracdes do
epitélio germinativo masculine durante o ciclo reprodutivo de S spileyplenra e P,

mrcrcridains.

2} Analisar atraves de imuno-histoquimica (PCNA - antigeno nuclear de proliferacio
celular) a atividade mitotica das espermatogdnias e das células de Sertoli durante o

ciclo reprodutivo,

3) Localizar as células esteroidogénicas testiculares através de histoquimica enzimatica
(3B-HSD) ¢ correlacionar seu comportamento esteroidogénico com as alteragbes do

epitélio germinativo;

4) Identificar as celulas gonadotropicas e verificar suas alteracdes durante o ciclo
reprodutive de S, spidoplenra e de P maculfars através de sua estrutura e imuno-

histequimica com os anticorpos anti-salmon B-LH e anti-salmon B-FSH



FIGURAS



[=

Figura 1. A-C: Estrutura testicular de acordo com a organizagio do compartimento germinativo na
penifena do testiculo (cabega de seta). Retirado de Grier (1993). A: Tubular (T). O compartimento
germinativo forma algas que sc estendem da periferia até a rete testis (RT). B: Tubular
anastomosado (AT). O compartumento germinativo constitui-se de um sistema altamente ramificada
de algas e wibulos que se interconectam da periferia até o ducto testicular principal (MDD, C:
Lobular (L). O compartimento germinativo termina em formato digatiforme {em fundo cego) ¢ pode
sofrer ramificagoes {(anastomoses) apenas na regido prosama ao ducto testicular principal (M), D:
Testiculo lobular de Cichia tnrermedia (Perciformes: Cichlidac), A regido delimitada corresponde &
Fig. F. Bama = 300um. E: Testiculo tubular anastomosado de Megalops atlanticus (Elopiformes:
Elopidac). Retirado de Grier & Parenti (2004). Barra = 100pm. F: Detalhe da penfena testicular de
. tmtermedia. Cabegas de setas indicam ninhos de cspermatoginias proximos a tinica albuginea
(TC). Barra = Slpm. Cistos (CY); epitélio germinativo (GE):; espermatozdides (SP) ¢ intersticio (1),
D-F: PASTHematoxdma+Metanil Yellow,
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Figura 2. A-B: Distribuicio das cspermatogdnias nos testiculos lobulares. Retirado de Nagahama
(1983). A: Irrestrito. As espermatogdmas estio cspalhadas por toda extensdo dos lobulos. B:
Restrito. As espermatogonias estio confinadas na porgdo distal (procimo 2 winica albuginea) dos
lobulos. C: Testiculo lobular irrestrito de O infermedia (Perciformes: Cichlidac). Barra = 10pm. D
Testiculo lobular restrito de Odontesthes honariensis (Atherimformes: Atherinopsidag). A cabeca
de seta indica epitého do ducto testicular principal (MD) Cedido gentilmente pela Dra Fabiana
Laura Lo MNostro. Barra = 10pm. E: Testiculo lobular restrito de Xiphophors maculatus
(Cyprinodontiformes: Poeciludae) A regido delimitada mostra wm Iobulo (L) que conflui para o
ducto testicular principal (MD), Nesse tipo de estrutura, o compartimento germinativo nfo possui
luz ¢ ndo sofre ramificagdes na regiio proxima ao ducto. Barra = 100um. F: Detalhe do testiculo
lobular restrito de X maculafus. Durante a espermatogénese, os cistos siio deslocados gradualmente
em diregdo ao ducto principal (MD). Com a espermiagiio, os espermatozeugmatas (SZ) (pacotes de
vspermatozardes unidos pelos flagelos) sio liberados dos cistos ¢ as células de Sertoli incorporam-
se a0 epitclio do ducto ¢ exibem atividade scorctora (cabega de seta). Barma = 50um. G: Detathe de
um espermatozeugmata (SZ). Barra = 10pm. Capsula testicular (TC). espermatocitos (SO
espermatogonias (5G); espermatogénias do tipo A (SGA). espermatogénias do tipe B (SGB),
cspermatides em diterentes etapas da espermiogénese (ST*); espermatozdides (SP); intersticio (1)
C,E-G: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow; D: Hematoxilina/Eosina.
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Figura 3. A-F: O compartimente germinativo durante a evolugio dos cordados. Retirado de Grier
(1992} A: Nos cefalocordades ¢ urocordados, as cclulas germimativas desenvolvem-se nos
processes citoplasmaticos das células de Sertoli, sem formarem cistos, A unidade espermatogémica
¢ denominada de pre-espermatocisto, considerada a organizagio lesticular mais primitiva dentro dos
cordados, MNotar que a membrana basal separa o compartimento germinative do intersticial. B:
Agnatas. C: Elasmobringuios; B,C: Nos agnatas ¢ clasmobringuios, 0s cistos, ou cspermatocistos.
formam-s¢ a partir de espermatogdnias que sio envoltas ¢ seqiestradas do intersticio pelos
processos citoplasmaticos das células de Sertoli. A espermatogénese ocorre no interior do cisto e
em geral as células germinativas, em desenvolvimento sincrdmco, estio concctadas por pontes
crioplasmaticas. Messes animais, 08 cistos cstio cnvoltos completamente por uma membrana basal
que 0% separa do compartimento intersticial. Como o testiculo ¢ formado por vanos cistos
individualizados, a umidade espermatogénica ¢ denominada de poli-espermatocisto. D: Peixes; E:
Anfibios {anuros); DLE: Nos peixes ¢ anfibios, a membrana basal niio envolve completamente os cistos
s cistos desenvolvem-se de forma continua ao longo da membrana basal, que é responsdvel por defimr
o orgunizagio do compartimento germinative em lobular oo wbular anastomosado. No testicolo lobular,
prosonte nos peixes mss dervados ¢ nos anfibios (D ¢ E, respectivamente), a membrana basal terming
cm fundo cego, enquanto gue nos peixcs mals primitives, 2 membrana basal forma wima rede altamente
ramificada cm todo o testiculo. Em peral, nos peixes (D), os cistos sc abrem apos o iérmino da
capermatogénese, Mos anfibios (E), os cistos sc abrem amtes do final da cspermatogénese, o os
espermalozoides continuam associados 48 células de Sertol alé completarem sua maturagio. F: Repleis,
aves ¢ mamiferos. Nos amniodas, a membrana basal forma algas que se cstondem da penifenia até a rete
lestis. Esse tpo de organizagio define a estrutura twhbular. Nao existem cistos (por isso, pos-
espormatocisto) ¢ as células germinabivas, concctadas por pontes citoplasmaticas, desenvolvem-se nos
processos ¢ cnptas citoplasmancas das células de Serioli. G: Os cistos dos peixes cledsteos sio
formados por cllules  gormmativas (GO, concctadas por pontes citoplasmaticas (b} ¢ em
desenvolvimento sincranico, cnvollas pelos processos citoplasmaiicos das células de Serioh (%)
Espermatogdnia (sgn). cspermatozdides (spn). Rotirado de Grier (1993), H: Compartimenio germinativo
¢ intersticial do teleosico Serrasalpies spilopilenra. Notar que o epitéhio germinativo ¢ formade por
cistos. Barra = lgm, 1@ A coloragio PAS+Hematoxlina+Metanil Yellow permile delimitar nitidamente
a mcmbrana basal (limma basal + fibras reticulares) do westiculo de 5 sptfopfewra. Barra = 10pm. JK:
Ampregnagio por prata lambém permite delimitar a membrana basal dos testiculos de 5 spilopieura,
Notar gque o testiculo ¢ dividido em dois compartimentos, separados pela membrana basal, Assim como a
mcmbrana basal. as células de Levdig, pela grande quantidade de mitocondrias, também sio argirfilas,
! Bara = 1Wpm, K. Barra = 10pm. L: Esparmatogénese cistica. M: Espermatogéncse semi-cisiica
Células de Levdig (LE); células de Sertoli (SE); células em divisdo (C13); cistos (CY'), compartimento
germinativo (GC): compartimento intersticial (1C), epitélio germinative (GE); cspermatides (5T,
cspermatocitos (5C), espermatogomias (SG). cspermatozdides (S2); espermiacio (cabega de seta):
membrana basal (BM). HL1: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow, J,K: Impregnagio por prata,
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Figura 4. Classes reprodutivas defimdas com base nas alteragies anuais do epitého germinative
masculing em testicelos lobulares Espermatosona (SG). espermatogdnias em divisio (DSGh
espermatocitos (SC) cspermatides (ST espermatozondes (SP): células de Sertoli (SE): lamen (L)
wupermacan (seiak aglomerados de espermatogonias (astenscol Botirado de Crrier ( 20002
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Figura 6. Desenvolvimento embriologico da adeno-hipofise e da neuro-hipafise. Retirado de
Junqueira & Carneiro (2004},



Figura 7. A: Esquema geral da hipotise de Rivnndia bilarie. A adeno-tipofise ¢ subdividida em tros
regiocs . rowiod pors disialis T (RPD), Cproxiod poes disialis " (PPN e “pars intermedia " (PHA
neuro-lpofise (INH) ¢ constibmda pela pars nervosa que penetra ¢ se ranufica no mtenior da adeno-
hipotise. 3° Ventriculo (V). saco vasculoso (SV) Retirado de Val=Sella (1977). B: Face ventral do
encéfalo dissecado de & fifers, Renrado de Val-Sella (1977) Hipofise (H). olho (O) quiasma
ophico () C: Hipofise de Pimelodus smocnlains corada com Trerdnuco de Mallon Barm =
200pm. D: Hipofise de P wacidoms corada com PAS+Alcian Blue Notar que a PPD reage
utensamente ae PAS Barm = 200pm. E: Detalle da PPD da lupofise de Serrasalmms spilaplining
As celulas gonadotropicas <do as celulas mais abundantes da PPD Sio basofilas. volumosas <
possuem nucleo exeéntnco ¢ atoplazma dotado de vacoolos de diferentes tamanhos (cabegas de
setal Celulas somatotropicas (GHY Barmm = 10pm F: Detalhes da PPD ¢ PL da hipofise de P
ieciilts corada com PASTAB. As células conadotropicas (GTH) reagem mass ao PAS do que ao
AB Az celulas tweoteopicas (TSH) sio fusiformes ¢ reagem mais ao AB do que ao PAS. Ag
cabegas de setas mdicam que algumas celulas na PL as eclulas produtoras de somatolacting (SL).
coram-s¢ fracamente a0 PAS Bama = 20pm. G: Distnbuigiio das células produtoras de hormanos
na adeno-hipofise dos perses teleosteos. Retirado do site do Dr. Nagahama (www mibb ac jp). RPD
celulas produtoras de PRL ¢ ACTH: PPD produgio de GH. GTH ¢ TSH: PI celulas produtoras de
M5H e 5L Notar que as eclulas produtoras de hormdmos sio mernvadas dirctamente pelos mmos da

neuro=hipofise Retrado do sme do D Nasahama 'y HLY: Estrutura dos
hormimos LH, FSH ¢ TSH respectivamente. Esses hormdmos sio gheoproteinas constituidas por

duaz subumdades. a a que ¢ comum aos r1és ¢ a [ que ¢ vandvel ¢ determina a atovidade biologica
e cada hormamo
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CAPITULOS

Os capitulos apresentados sfo esbogos de artigos cientificos. Dessa forma, cada
capitulo serd posteriormente modificado e sintetizado a fim de atender as exigéncias para

publicagdo em revistas de Qualis A

Capitulo 1
» “Morfologia testicular e o epitélio germinativo durante a espermatogénese coniinua

de Serrasalmus spilopleura (Characiformes: Characidae)”.

» “Ultra-estrutura ¢ atividade enzimatica (38-HSD e fosfatase acida) das células de
Leydig durante a espermatogénese continua de Serrasalmus spilopleura

(Characiformes: Characidae).”

Capitulo 2
» “Alteracbes histomorfométricas do epitélio germinativo, proliferacio das células de

Sertoli e atividade 3B-HSD durante a espermatogénese descontinua de Pimelodus

maculatus (Siluriformes: Pimelodidae).”

Capitulo 3
» “Imuno-histoquimica das c¢élulas produtoras de FSH e LH durante a
espermatogénese continua de Serrasalmus spiloplewra (Characiformes: Characidae)

¢ descontinua de Pimelodus maculatus (Siluriformes: Pimelodidae).”
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CAPITULO 1

MORFOLOGIA TESTICULAR E O EPITELIO GERMINATIVO DURANTE A
ESPERMATOGENESE CONTINUA DE SERRASALMUS SPILOPLEURA

(CHARACIFORMES: CHARACIDAE) .

Resumo

O testiculo de Serrasalmus spiloplenra ¢ do tipo tubular anastomosado, no qual o
compartimento germinativo forma algas e tdbulos gue se interconectam por toda extensdo
testicular. Durante o ciclo reprodutivo, duas regides sdac nitidas no testiculo: cortical,
altamente ramificada com luz ampla e repleta de espermatozoides; e medular, com poucas
ramificagdes e luz pouco nitida. A produgfio espermatogénica ocorre nas regides medular ¢
cortical enquanto que o armazenamento de espermatozoides é exclusivo da regido cortical.
Essa anatomia ¢ condizente a reproducdo continua, na qual os espermatozoides sdo
produzidos e liberados constantemente durante o ciclo reprodutivo. O epitélio germinativo
de S. spilopleura ¢ constituido por cistos, formados por células germinativas, em
desenvolvimento sincrénico, envoltas pelas células de Sertoh. A espermatogénese ocorre
no interior dos cistos e durante suas principais fases, as células germinativas ¢ as células de
Sertoli passam por modifica¢bes morfolégicas que indicam o estado e a funcionalidade do
epitélio germinativo (continuo e descontinuo). Reporta-se o epitélio germinativo
estratificado; com cistos basais de espermatogbmias, e cistos apicais de células
germinativas em desenvolvimento mais avancado. A estratificacBo associada a4 intensa
proliferagio espermatogonial sfio estratégias para manter a produciio de espermatozoides
continua durante o ciclo reprodutivo. A proliferacdo das células de Sertoli também foi
documentada. A proliferagio das células de Sertoli € separada temporalmente e
espacialmente da proliferacfio espermatogonial; as células de Sertoli proliferam antes das
espermatogdnias, a fim de garantir um numera adequado para acompanhar e acomodar o

crescimento dos cistos durante a espermatogénese.
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Introdugio

Durante os tiltimos cingiienta anos, a morfologia gonadal dos peixes teleosteos tem
sido utilizada para descrever ciclos reprodutivos anuais, primeira maturagio sexual, ritmos
de desova, fecundidade e outros aspectos de interesse ao cultivo e conservagdo das
espécies. Na literatura, as descrighes sobre a estrutura testicular sfio escassas, muitas vezes
confusas € com o uso indiscriminado dos termos “lobulo” e “tibulo™ (Grier et al., 1980,
Grier, 1981; Grier, 1993; Parenti & Grier, 2004). Ap6s examinar uma série de morfologias
testiculares, Grier (1993) redefiniu a terminologia e classificou o testiculo dos peixes em
dois tipos (tubular anastomosado e lobular), conforme a organizagio do compartimento
germinativo na periferia do érgfo. Dessa forma, a morfologia gonadal dos peixes teledsteos
tem sido reclassificada e agrupada em um banco de estruturas testiculares (Parenti & Grier,
2004), no qual, o grupo Ostariophysi, com 75% das espécies de peixes de agua doce do
mundo (Fink & Fink, 1981), representa apenas 5,8% das 136 descri¢Ses existentes (Parenti
& Grier, 2004).

Nos peixes, a unidade morfofisioldgica da espermatogénese € o espermatocisto, ou
cisto, formado por células germinativas, em desenvolvimento sincrémico, envoltas
perifericamente pelo citoplasma das células de Sertoli (Grier 1993; Pudney, 1993; Loir et
al., 1995; Le Gaac & Loir, 1999; Callard & Callard, 1999). A sobrevivéncia das células
germinativas depende da sua associacio com as células de Sertoli, responsaveis por criar
um microambiente favoravel e propicio para o desenvolvimento da espermatogénese (Shulz
et al., 2005).

Recentemente, o epitélio germinativo dos peixes foi redefinido (Grier & Lo Nostro,
2000; Grier 2002) e readequado para incorporar os conceitos histologicos de um tecido
epitelial. O epitélio germinativo permite definir cinco classes reprodutivas (regredido,
matura¢do inicial, intermedidria, final e regressdo) durante o ciclo reprodutivo dos
Perciformes; Centropomus wundecimalis (Grier & Taylor, 1998), Rachycentron canaduni
(Brown-Peterson et al., 2002); Cynoscion nebulosus (Brown-Peterson & Warren, 2003);
Padogobius martensi (Cinquetti & Dramis, 2003) ¢ dos Synbranchiformes; Synbranchus
marmoratus (Lo Nostro et al., 2003a), com base na alterndncia do epitélio germinativo

entre continuo e descontinuo e nos estagios de desenvolvimento das células germinativas.
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O epitélio germinativo continuo é formado por cistos que se distribuem ao longo de toda a
membrana basal (Grier, 2002). A forma descontinua resulta da espermiac3o (liberagdo dos
espermatozoides para o Kimen) e da no reposicio imediata das células germinativas, o que
gera trechos de células de Sertolt entremeados por isolados e dispersos cistos de
espermatogdnias (Grier, 2002). Em teledsteos de testiculo tubular anastomosado, as
alteragdes do epitélio germinativo foram documentadas apenas para Pseudoplatysioma
Jasciarum (Siluriformes: Pimelodidae) (Batlouni et al, 2006). Além disso, nfo existem
dados sobre a dindmica do epitélio germinativo em espécies de reproducdo continua, cuja
produgio de espermatozodides ¢ constante durante todo ciclo reprodutivo (espermatogénese
continua).

Nos teledsteos adultos, a proliferagdo das células de Sertoli tem sido documentada
por varios pesquisadores (Billard, 1969; Grier, 1993; Koulish et al., 2002; Vilela et al.,
2003; Shulz et al., 2003; Lo Nostro et al., 2003a; Chaves-Pozo et al., 2005; Schulz et al.,
2005). Nas espécies estudadas, as células de Sertoli proliferam, em maior freqiiéncia,
quando associadas 4 espermatogfnias, embora também possam se dividir em cistos de
espermatocitos (Billard, 1969; Vilela et al., 2003; Schulz et al., 2005) e de espermatides
(Koulish et al., 2002; Vilela et al., 2003; Schulz et al., 2005). Em peixes de testiculo tubular
anastomosado, ndo existem dados sobre a proliferacdo das células de Sertoli durante a
espermatogénese, com excecdo do bagre africano, Clarias gariepinus (Siluriformes:
Clamidae) (Schulz et al., 2003; Shulz et al., 2005).

Serrasalmus spilopleura (Kner, 1859) (Ostariophysi, Characiformes, Characidae),
conhecida como ptrambeba, € uma espécie de boa adaptacio a ambientes lénticos (Ledo,
1996, Schleser, 1997). Ni#o é migradora e encontira-se nos principais reservatorios
brasileiros, onde sua reprodu¢io é continua (recrutamento constante de jovens na
populagdo) ¢ mais freqilente nas épocas de chuvas (Lamas & Godinho, 1996; Fujihara,
1997, Teles & Godinho, 1997).

O presente trabalho teve como principais objetivos: descrever a estrutura testicular
de §. spilopleura; analisar a dindmica do epitélio germinativo, com base na histologia e na
ultra-estrutura das células germinativas e das células de Sertoli e verificar os processos de

proliferacdo e morte celular durante a cinética da espermatogénese.
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Material e Métodos
Os animais

Machos adultos de . spilopleura foram coletados, mensalmente, no rio Piracicaba
(Municipio de Santa Maria da Serra, Estado de S#o Paulo, Brasil), durante o periodo de
novembro de 2003 a abril de 2005, somando ao todo 65 exemplares. Os animais foram
anestesiados com 0,1% de benzocaina, pesados e seus comprimentos mensurados. Em
seguida, os animais foram sacrificados por decapitagdo e seus testiculos rapidamente
removidos, pesados ¢ imersos em solugiio de 2% glutaraldeido e 4% paraformaldeido, em
tampio fosfato Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo menos 24 horas para as diferentes
metodologias empregadas. Animais na mesma faixa de comprimento foram considerados
para o calculo do indice gonadossomatico {IGS = [peso das gonadas/peso total do animal] x
100). Os valores do IGS sdo apenas descritivos, sem nenhuma analise estatistica
apropriada. Os procedimentos adotados estio de acordo com o Comité de Etica Animal e
IBAMA.

Histologia

O material fixado foi destdratado, infiltrado ¢ incluido em resina Technovit 7100
(Jung HistoResin). Cortes transversais, longitudinais e seriados de 3um foram obtidos e
corados em  Hematoxilina  Férrica/Eosina, Azul de  Toluidina/Bérax e
PAS-+Hematoxilmat+Metanil Yellow (Quintero-Hunter et al., 1991). A anatormia testicular
foi fotografada e as secgdes histologicas analisadas e docunientadas através de sistema

computadorizado para analise de imagens (Leica Qwin 2.5).

Microscopia eletronica de transmisséo e varvedura

Fragmentos de testiculos fixados foram pés-fixados em 1% de tetroxido de dsmio
(no mesmo tampdo, 0,1M a pH 7,2) por 2b no escuro, contrastados em bloco com solugio
aquosa de 5% de uranila por 2 horas, desidratados e embebidos em araldite. Os testiculos
foram seccionados, contrastados em solucdo saturada de acetato de uranila em 50% de
alcool e citrato de chumbo e documentados em microscopio eletrénico de transmissdo

Phillips — CM 100. Alguns exemplares também foram processados para microscopia
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eletronica de varredura. Assim, o material fixado foi desidratado, submetido ao ponto
critico com CO; e metalizado em ouro, conforme rotina de prepara¢do de materiais para
essa metodologia. Os testiculos foram documentados em microscépio eletrdnico de

varredura Phillips — SEM 515.

Citoquimica ultra-estrutural (Soares, 1998)

O material fixado foi lavado em tamp#o fosfato 0,1M (pH 7,2) e tamp#o imidazol
0,IM (pH 7,5), pos-fixado em 2% de tetroxido de 0smio (no mesmo tampdo imidazol) por
30 min no escuro, contrastado em bloco com solugio aquosa de 0,5% de uranila por 1h,
desidratado, embebido em araldite, seccionado e pds-contrastado em solugfo saturada de
uranila em 50% de ilcool e citrato de chumbo. Os testiculos foram documentados em
microscopio eletrénico de transmissdo Phillips — CM 100. Os cortes semi-finos também

foram examinados e eletromicrografados.

PCNA (proliferating cell nuclear antigen)

O PCNA ¢ altamente conservado (ver Chieffi et al., 2001) e considerado o marcador
mais utilizado para se detectar proliferagdo celular nos testiculos dos vertebrados, tais
como: peixes - Anguilla japonica (Miura et al., 1999; Miura et al., 2002), S. marmoratus
(Lo Nostro et al., 2003); anfibios - Cynops pyrrhogaster (salamandras) (Yazawa et al.,
2000); réptets - Podarcis s. sicula (lagartixas) (Chieffi et al., 2001); e mamiferos (Kang et
al.,, 1997). Fragmentos de testiculos de S. spiloplewra foram fixados em formalina
tamponada ou Bouin, processados em parafina, seccionados, desparafinizados e preparados
para rea¢dio imuno-histoquimica do PCNA conforme as especificacbes do fabricante
(Novocastra — NCL-PCNA). Como controle negativo, algumas 1dminas tiveram o anticorpo

primario omitido e substituido por TBS.

Detecgdo in situ da fragmentacdo de DNA (TUNEL)
A identificagio in situ das células apoptéticas foi realizada pelo método de TUNEL,
com o kit comercial TdT — FragEL™ — DNA Fragmentation Detection Kit (Cat # QIA33).

Fragmentos de testiculos foram fixados em formalina tamponada, desidratados, infiltrados
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em parafina, seccionados, desparafinizados e conduzidos & rea¢do do TUNEL conforme
espectficagdes do fabricante. Como controle negativo, algumas lAminas tiveram a reagio de

mistura omitida e substituida por TBS.

Resultados
Estrutura Testicular

Os testiculos de S. spilopleura sdo pares, alongados e de contorno irregular (Fig.
1A B). Estio presos a cavidade celomatica através de uma extensio dorsal de tecido
conjuntivo  (mesérquio) formado principaimente por vasos sangiiineos e gordura
perigonadal (Fig. 1A-C,E-H). O ducto espermatico resulta da fusdo dorsal dos ductos
testiculares principais (de cada testiculo) e exterioriza-se, caudalmente, por meio da papila
urogenital (Fig. 1A-C). O ducto testicular principal é dorsal (Fig. 1D,2) e surge pela
confluéncia do compartimento germinativo na por¢do caudal do 6rgio (Fig. 1D). O
testiculo de §. spifopleura € achatado ventro-lateralmente, o que lhe confere aspecto
triangular nos cortes transversais (Fig. 1E-H). Secgbes em diferentes alturas do érgio (Fig.
1C) revelam que o testiculo de §. spilopleura afila-se em suas extremidades (Fig. 1E,H) e ¢
constituido por duas regides, uma cortical, com algas e tibulos ramificados, de luz ampla e
repleta de espermatozoides; € uma regido medular, com poucas ramificagbes e luz menos
nitida (Fig. IE-H). Essa organizacio ¢ evidente nas seccSes medianas como mostra a
Figura 1F. O compartimento germinativo organiza-se na periferia do testiculo em forma de
algas e tibulos altamente ramificados, que se interconectam por toda extensdo do 6rgdo
(Fig. 11). Algas e tibulos transversais e longitudinais sdo observados na Figura 11. Essas
caracteristicas indicam que a estrutura testicular é do tipo tubular anastomosado. Os
testiculos de S. spilopleura sio revestidos externamente por uma capsula, constituida por
mesotélio e tecido conjuntivo frouxo subjacente (Fig. 1J). Internamente, o testiculo ¢
dividido em dois compartimentos, o germinativo e o intersticial (Fig. 1J), que sdo separados
por uma membrana basal. O compartimento germinativo ¢ revestido pelo epitélio
germinativo (células germinativas e células de Sertoli) (Fig. 1J) enquanto que o
compartimento intersticial ¢ uma continuagdo da capsula, com tecido conjuntivo frouxo,

vasos sangtiineos, celulas de Leydig e outros componentes (Fig. 17).
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Células germinativas

Durante a fase de proliferagdo espermatogonial, o epitélio germinativo € continuo €
formado por cistos de espermatogdnias (primarias e secundarias) (Fig. 2A-C). A
proximidade do epitélio gera constrigdes na luz do compartimento germinativo (Fig. 2A).
No entanto, os prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli evitam a obliteragdo
total da luz do compartimento germinativo (Fig. 2A). O epitélio germinativo ¢ separado do
compartimento intersticial por uma 1amina basal pregueada (Fig. 2D). As espermatogdnias
primarias {ou do tipo A) sdio as maiores células da linhagem germinativa. Estdo envoltas
completamente pelos prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli (Fig. 2E). Em
uma secglo transversal, € possivel contar pelo menos cinco células de Sertoli envolvendo
uma unica espermatogdnia (Fig. 5A). As espermatogOnias primarias possnem nicleo
volumoso, central ou excéntrico, com cromatina homogeneamente descondensada e
nucléolo de componentes fibrilar ¢ granular evidentes (Fig. 2A,B,E,F). O envoltério nuclear
¢ irregular (Fig. 2A,B,E) e dotado de muitos complexos de poros (Fig 2G,H). O citoplasma
das espermatogdnias primarias tem grande quantidade de ribossomos e suas mitocondrias
sdo arredondadas e de elétron-densidade moderada (Fig. 2B,E-H). O sistema de
endomembranas é desenvolvido; com complexo de Golgi e vesiculas abundantes e reticulo
endoplasmatico rugoso alongado e disperso (Fig. 2G). As “lamellae anulata” ndo foram
encontradas. Nas espermatogdnias primarias, as “nuages” (material elétron-denso)
concentram-se ao redor dos poros do envoliorio nuclear (Fig 2H) ou associam-se a grupos
de mitocoéndrias (Fig. 2D,E H).

As espermatogOnias primarias dio origem as espermatogdnias secundarias (ou do
tipo B) que estio conectadas por pontes citoplasmaticas devido a citocinese incompleta
(Fig. 21, M). As espermatog0nias secundarias sofrem sucessivas divisbes mitoticas (Fig. 2I)
antes de originar os espermatécitos primarios. Durante a divisdo dos cromossomos (Fig.
21), as espermatogdnias secundarias possuem mitocdndrias densas ¢ alongadas que podem
se fusionar (Fig. 2J), e pontes citoplasméaticas com reforgo de membranas (Fig. 2K). A cada
divisdio, as espermatogdnias secundarias tornam-se menores que as iniciais, com nicleo
ovoide/arredondado, cromatina heterogeneamente difusa e nucléolo central (Fig. 2L). O

citoplasma tem poucas “nuages” € as mitocdndrias sdo alongadas, densas ¢ em menor
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quantidade (Fig. 2,M). O complexo de Golgi ¢ uma grande quantidade de vesiculas
concentram-se ao redor das pontes citoplasmaticas, o que confere certa polaridade a célula
(Fig. ZL M). Os centriolos também se localizam proximos as pontes citoplasmaticas € um
dos seus elementos ancora-s¢ na membrana plasmatica e pode originar um cilio curto (Fig.
2M). As pontes citoplasmaticas possuem bordas elétron-densas e permitem o trinsito de
vesiculas e organelas pelo seu interior (Fig. 2M).

Com o inicio da meiose, os cistos aumentam de volume e projetam-se para luz do
compartimento germinativo (Fig. 3A,B,C,D). O epitélio germinativo € continuo e formado
por cistos de espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides (Fig. 3CD). Os
espermatdcitos 1 estdo conectados por pontes citoplasméticas (Fig. 3EK) e sdo
identificados na profase pela compactacio dz cromatina e pela formaciio do complexo
sinaptonémico (Fig. 3E-I). Os espermatécitos I em zigdteno possuem nucleo central,
cromatina heterogénea e os elementos laterais do complexo sinaptonémico formam-se a
partir do envoltorio nuclear (Fig. 3EF). O citoplasma contém poucas “nuages”,
mitocondrias densas e alongadas e¢ o complexo de Golgi juntamente com vesiculas e os
centriolos concentram-se ao redor das pontes citoplasmaticas (Fig. 3E,F). Durante a
profase, os centriolos duplicam-se e um elemento de cada par pode ancorar-se na
membrana plasmatica e originar um cilio curto (Fig. 3K-M). Nos espermatécitos I em
paquiteno, o elemento central do complexo sinaptonémico ¢ formado e os cromossomos
tornam-se mais compactados (Fig. 3H,J). Apds facilitar as trocas genéticas, o complexo
sinaptonémico desaparece e 0s cromossomos movem-se para a periferia do nucleo (Fig. 31I).
Ao final da diacinese, o envoltdrio nuclear fragmenta-se ¢ os cromossomos sdo liberados no
citoplasma para prosseguirem com a metafase, anafase ¢ telofase da meiose 1 (Fig. 3G). A
meiose é sincrdnica, porém, espermatocitos em profase e metafase sdo observados em um
mesmo cisto (Fig. 3G). Os espermatocitos 1, resultantes da primeira divisio meiotica,
entram rapidamente em meiose 11 e originam as espermatides.

As espermatides iniciais apresentam cromatina heterogeneamente condensada e
citoplasma com algumas mitocOndrias (Fig. 3J). Seu didmetro nuclear é praticamente a
metade do didmetro nuclear dos espermatocitos I em paquiteno (espermatocito I em

paquiteno = 6,2um, espermatide inicial = 3,4um) (Fig. 3J). O epitélio germinativo € ainda
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continuo, porém com cistos basais de espermatogénias e apicais de células germinativas em
desenvolvimento mais avancado (Fig. 4A). As espermétides sdo encontradas em diferentes
estagios da espermiogénese (Fig. 4A). Estdo conectadas por pontes citoplasmaticas e
possuem nucleo central ou excéntrico (Fig. 4A) com cromatina que varia de heterogénea a
filamentosa com areas elétron-licidas (Fig. 4A-F). Na espermiogénese, o centriolo distal
origina o flagelo; o complexo centriolar migra em diregdio ao niicleo e leva o flagelo em
crescimento; o nucleo rotaciona-se perpendicularmente aos centriolos e forma uma leve
depressdo na altura do complexo centriolar (Fig. 4A-E). Os espermatozoides apresentam
cabeca (sem acrossomo, cromatina filamentosa com é&reas elétron-licidas), peca
intermediaria (com mitocdndrias elétron-densas ¢ vesiculas que se interconectam &
membrana plasmatica) e cauda (flagelo levemente excéntrico ao nucleo com expansdes
laterais de membrana) (Fig. 4M,N).

A espermiacdo consiste na liberagio dos espermatozoides para a luz do
compartimento germinativo (Fig. 4G). Nesse processo, orificios revestidos por membrana e
de diferentes tamanhos surgem na parte apical nas células de Sertoli (Fig. 4G-J). Os
orificios sfo decorrentes da fusdo de vesiculas citoplasmaticas com a membrana plasmatica
das células de Sertoli (Fig. 41,J). Inicialmente, a fusdio gera um rendilhado que evolui para
aberturas maiores, por onde saem 0s espermatozodides (Fig. 4H-J). O epitélio germinativo
descontinuo € resultado da espermiagio com a n3o renovacio imediata das células
germinativas, 0 que gera trechos de células de Sertoli entremeados por poucos e dispersos

cistos de espermatogdnias (Fig. 4K).

Células de Sertoli

Durante a espermatogénese, uma dnica célula de Sertoli pode ser recrutada e
participar da formagdo de mais de um tipo de cisto (Fig. SA,B). Células de Sertoli elétron-
densas e elétron-licidas podem fazer parte de um mesmo cisto (Fig. 5A). As células de
Sertoli apresentam prolongamentos citoplasmaticos para o interior dos cistos (Fig. 5B) e
estdo conectadas lateralmente através de complexos juncionais (jungio de oclusio, adesio,
desmossomos) (Fig. 5C,D) e interdigitacdes (Fig. 2F). Apoiam-se sobre uma lamina basal

(Fig. 2D) e possuem citoplasma com sistema de endomembranas desenvolvido, o que inclui
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vesiculas (Fig. 5G), complexo de Golgi (Fig. 5F), vesiculas de transcitose (Fig. 5E),
vesiculas revestidas por clatrina (Fig. 5C) e reticulo endoplasmatico liso (Fig. 5F) e rugoso
(Fig. 5G). Os centriolos das células de Sertoli estdo localizados proximos ao sistema de
endomembranas (Fig. 5F) e suas mitocdndrias sdo arredondadas e alongadas (Fig. 5E-G,K).
Durante a espermatogénese, inclusdes lipidicas, evidenciadas por microscopia eletronica de
transmissio (Fig. 5A.G) e pelo método do Osmio-imidazol (Fig. 5H,12) também foram
encontradas nessas células. Uma grande quantidade de vesiculas concentra-se ao redor das
inclusées lipidicas (Fig. 5G). As células de Sertoli emitem prolongamentos citoplasmaticos
em direcdio 4 luz e fagocitam espermatozoides residuais (Fig. 5G,J,1.). Fagossomos e corpos
residuais sdo as evidéncias morfologicas da fagocitose (Fig. 5A,B,LJL). Fragmentos
celulares resultantes da apoptose de células germinativas também sfo fagocitadas pelas
células de Sertoli {Fig. 5I). No epitélio germinativo descontinuo, as células de Sertoli
apresentam citoplasma com reticulo endoplasmatico liso, mitocOndrias arredondadas e
alongadas, fagossomos (Fig. 5J-L) e grande quantidade de inclusdes lipidicas (Fig. 12C).
Células de Sertoli com citoplasma denso, vacuolizado e com figuras de mielina também sio

observadas no epitélio descontinuo (Fig. 5F).

Cinética do epitélio germinativo

Inicialmente, o epitélio germinativo é continuo ¢ constituido por dois estratos: basal,
formado exclusivamente por cistos de espermatogbnias, e apical, com cistos de celulas
germinativas em desenvolvimento mais avangado (Fig. 6A). Pela coloragio empregada
(HemaioxilinatPAS+Metanil Yellow), as espermatogonias do estrato basal podem ser
claras ou escuras (Fig. 6A). A maioria das espermatogdnias basais compromete-s¢ com o
processo da espermatogénese e origina cistos de espermatdcitos (Fig. 6B,C). O epitélio
germinativo cresce em altura e chega a reduzir a luz do compartimento germinativo (Fig.
6B). A maturacio e a espermiacio dos cistos apicais (Fig. 6C,D) resulta em um epitélio
continuo e formado por uma monocamada de cistos (principalmente por espermatécitos)
(Fig. 6C. D). Com a liberagio dos espermatozoides, a luz do compartimento germinativo
torna-se ampla (Fig. 6C,D). Algumas espermatogbnias sfo encontradas por baixo dos cistos

de espermatécitos, porém ainda insuficientes para formar um estrato basal (Fig. 6CD).
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Com o progresso da espermatogénese, 08 espermaticitos originam espermatides, que se
tornam predominantes no epitélio (Fig. 6E,F). Em alguns trechos do epitélio germinativo,
as espermatogOnias basais proliferam e chegam a formar um estrato abaixo dos cistos de
espermétides (Fig. 6E,G,H). Nas regides em que o epitélio germinativo possui um estrato
basal, a espermia¢io dos cistos apicais ndo gera descontinuidade, mas sim um epitélio
continuo ¢ formado por uma monocamada de cistos de espermatogénias (Fig. 4L,6G,
7AB.E). A intensa proliferacdo dessas espermatogdnias é comprovada por uma série de
figuras mitoticas (Fig. 7A,F). Dessa maneira, o epitélio germinativo ¢ capaz de produzir
espermatozoides durante todo o ciclo reprodutivo (espermatogénese continua). Nos trechos
em que o epitélio germinativo ndo apresenta um estrato basal (Fig. 6F), a espermiacio
resulta em um epitélio germinativo descontinuo (Fig. 6H). As descontinuidades s3o mais
freqiientes na regido cortical do testiculo (Fig. 7C,D). O epitélio descontinuo pode ser
formado por células de Sertoli entremeadas por cistos isolados de espermatogdnias (Fig
7D) ou apenas por células de Sertoli (Fig. 7G,H). Fagossomos (Fig. 7D-H) e vacuolizagdes
PAS positivas (Fig 7E,F) sdo intensas nas células de Sertoli dos epitélios descontinuos.
Epitélio continuo estratificado, continuo constituide por monocamada de cistos e

descontinuo coexistem no testiculo de S. spilopleura (Fig. 7B,G).

Ciclo reprodutivo

Durante o ciclo reprodutivo, o testiculo de S. spilopleura apresenta todos os tipos de
células germinativas, o que resulta na produgdo constante de espermatozoides. A
quantidade de espermatozoides é variavel e reflete-se no indice gonadossomatico (IGS).
Apesar dos valores de IGS ndo apresentarem amostragem adequada (Fig. 8), identificam-se
dois grupos de desenvolvimento testicular; um correspondente ao periodo em que o IGS
nfo oscila (Fig. 9); e outro, em que o IGS apresenta-se elevado (Fig. 10). No periodo em
que o IGS ndo vara, o testiculo possui duas regiGes nitidas: uma medular
{(espermatogénica) e uma cortical (espermatogénica e de armazenamento) (Fig. 9A). A
regifo medular tem poucas ramificagBes e possui epitélio germinativo continuo com
predominincia de espermatdcitos e espermatides (Fig. 9C). Na regifio cortical, a luz é

ampla e repleta de espermatozoides (Fig. 9A), com epitélio germinativo: continuo e
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estratificado (Fig. 9B), ou com poucas descontinuidades e luz irregular (Fig. 9D). Nos
testiculos de IGS elevado (Fig. 10), a regido cortical é mais desenvolvida e apresenta luz
larga e repleta de espermatozoides (Fig 10A). Nessa regido, o epitélio é predominantemente
descontinuo (Fig. 10C,D), porém alguns trechos de epitélio continuo (sem estratos basais)
também sdo documentados (Fig. 10C). A regifio medular possui epitélio germinativo pouco

estratificado (com predominéncia de espermatides) e epitélio descontinuo (Fig. 10B).

PCNA e TUNEL

Durante a fase de proliferag&o espermatogonial, a imunomarca¢iio ac PCNA ocorre
nos nucleos das espermatogdnias (Fig. 11A). Figuras mitaticas de espermatogdnias também
sdo observadas (Fig. 11A inset). Nessa fase, as células de Sertoli niio proliferam (Fig. 11A).
Com o inicio da meiose, os cistos tornam-se volumosos ¢ a marca¢io a0 PCNA concentra-
se nos nucleos das espermatogdnias ¢ dos espermatdcitos (Fig. 11B). As células de Sertoli
ndo proliferam em cistos de espermatocitos e esperméatides (Fig, 11B). As espermatogdnias
basais proliferam e formam um estrato basal em alguns trechos do epitélioc germinativo
continuo (Fig. 11C). Nas regiGes em que o estrato basal € ausente, a espermiag@o gera um
epitélio germinativo descontinuo (Fig. 11D). As descontinuidades (freqilentes na periferia
do testiculo) sdo formadas por células de Serioli entremeadas por cistos de
espermatogonias, que podem ou ndo responder aoc PCNA (Fig. 11D-G). Marcagdes
citoplasmaticas também s#io encontradas no citoplasma das espermatogonias (Fig. 11D). No
epitélio descontinuo, as células de Sertoli proliferam: (1) quando ndo pertencem a nenhum
cisto (Fig. 11F) ou (2) em associagio a cistos de espermatogbnias, que em geral, nio
respondem ao PCNA (Fig. 11E.Q),

Quanto ao TUNEL, as apoptoses ocorrem em todos os tipos de células germinativas,
em especial, nos espermatocitos e espermétides (Fig. 12D,E). Essa observag#io é qualitativa
e estudos morfométricos s3o necessarios para confirma-la. Apoptoses de células de Sertoli
e de células intersticiais nfo foram encontradas. Os fragmentos resultanies das apoptoses

das células germinativas sfo fagocitadas pelas células de Sertoli (Fig. 51,12F).



A cinética do epitélio germinativo de S. spilopleura, bem como os periodos de
proliferagio (células de Sertoli e espermatogbnias) estdo resumidamente ilustrados na

Figura 13,

Discussao
Estrutura Testicular

O testiculo dos vertebrados é classificado em trés tipos (tubular anastomosado,
lobular e tubular) conforme a organizagio do compartimento germinativo na periferia do
testiculo (Grier, 1993; Parenti & Grier, 2004). No testiculo tubular anastomosado, o
compartimento germinativo ¢ formado por algas e tubulos ramificados que se
interconectam da periferia até o ducto testicular prineipal. Essa estrutura ocorre apenas nos
osteichthyes basais, em que se incluem os teledsteos mais basais (como os Ostariophysi)
(Grier, 1993; Parenti & Grier, 2004). O testiculo lobular ¢ caracterizado por apresentar
compartimento germinativo em formato digitiforme (com fundo cego) na periferia ventro-
lateral do testiculo. Qcorre nos Neoteleostei (como Atherinomorpha e Percomorpha) € nos
anfibios (Grier, 1993; Parenti & Grier, 2004). Nos testiculos tubulares, o compartimento
germinativo forma alcas, que se estendem da periferia até a rete testis. Esse tltimo tipo
ocorre em répteis, aves e mamiferos (Grier, 1993; Parenti & Grier, 2004). Na dependéncia
da distribuiciio das espermatogdnias, os testiculos lobulares podem ser: (1} restritos, como
os dos Atherinomorpha, em que espermatogdnias ficam confinadas na porglio distal dos
16bulos, ou (2) irrestritos, como nos Percomorpha ¢ anfibios, em que as espermatogdnias
estdo distribuidas ao longo de todo o 1obuto {Grier, 1993; Grier & Parenti, 2004).

Com base nas redefinicdes, a morfologia gonadal dos peixes teledsteos tem sido
reclassificada e agrupada em um banco de estruturas testiculares (Parenti & Grier, 2004),
no qual das 136 descrigdes, 58% correspondem & série Atherinomorpha (lobular restrito) ¢
23% a Percomorpha (lobular irrestrito). Os Ostariophysi, com 75% das espécies de peixes
de agua doce do mundo (Fink & Fink, 1981), detém apenas 5,8% das descrigdes e sfo
representados pelas ordens Cypriniformes, familia Cyprinidae (Abbottina rivularis, Barbus
kahajanii, Danio rerio, Notemigonus crysoleucas e Notropis hyselopterus) (tubular

anastomosado); ordem Characiformes, familia Characidae (Gymmocorymbus terneizi)
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(tubular anastomosado); ordem Siluriformes, incertis sedis (Conorhiynchos conirostris)
(tubular anastomosado) e Ictaluridae ({ctalurus natalis) (tubular anastomosado) (Parenti &
Grier, 2004). Através das observacBes comparativas, Parenti e Grier (2004) propdem que a
estrutura do tipo tubular anastomosado é mais primitiva em relagdo a lobular, que é
considerada como a mais derivada dentro do grupo dos peixes. A transi¢do de uma
estrutura para outra € explicada através da evolugio pedomorfica dos teledsteos (Parenti &
Grier, 2004; Thacker & Grier, 2005), em que os peixes adultos mais derivados retém as
caracteristicas de desenvolvimento inicial dos peixes primitivos. Os pesquisadores (Parenti
& Grier, 2004) acreditam que o testiculo lobular € resultado da expansdo do compartimento
germinativo associado 8 mudanga na sintese da matriz extracelular (Grier, 1992) durante as
etapas iniciais do ciclo reprodutivo de um teledsteo de testiculo tubular anastomosado.
Parenti e Grier (2004) endossam a importincia da estrutura testicular como ferramenta para
compreender a evolucdo dos padrdes de morfologia gonadal e que as caracteristicas
testiculares podem ser usadas em analises filogenéticas. A estrutura testicular de S.
spilopleura atende as expectativas de Grier (1993). E do tipo tubular anastomosado, com
compartimento germinativo em forma de algas e tibulos que se interconectam por toda
extensdo do testiculo. No entanto, duas regides sio nitidas: uma cortical, mais ramificada
com luz ampla e repleta de espermatozodides; ¢ outra medular, menos ramificada e luz
pouco nitida. A regidio medular é espermatogénica (produgio), enquanto que a cortical €
espermatogénica, porém principalmente de estocagem de espermatozéides. As areas de
producio e estoque sdo recrutadas continuamente durante o ciclo reprodutivo. Esse padrao
¢ condizente ao modelo de reprodugdc continua, na qual os espermatozdides sdo

produzidos constantemente durante o ciclo reprodutivo.

Epitélio germinativo e a espermatogénese

Atualmente a redefinigdo do epitélio germinativo tem sido aplicada para varios
teledsteos;, Centropomus undecimalis (Perciformes) (Grier & Taylor, 1998), Cynoscion
nebulosus (Perciformes) (Brown-Peterson & Warren, 2001), Rachycentron canadum
(Perciformes) (Brown-Peterson et al, 2002), Thalassoma bifasciatum (Perciformes)
(Koulish et al., 2002), Synbranchus marmoratus (Synbranchiformes) (Lo Nostro et al,
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2003a, b), Padogobius martensi (Perciformes) (Cinquetti & Dramis, 2003) e em
Pseudoplatystoma fasciatum (Siluriformes) (Batlouni et al., 2006). Os critérios supracitados
também se aplicam ao epitélio germinativo de S. spilopleura.

Nos peixes, a espermatogénese ocorre no interior de cistos, que sdo constituidos por
células germinativas, em desenvolvimento sincrénico, envoltas pelo citoplasma das células
de Sertoli (Grier 1993; Pudney, 1993; Pudney, 1995; Loir et al., 1995; Le Gaac & Loir,
1999; Callard & Callard, 1999). A espermatogénese e as caracteristicas citoplasmaticas e
nucleares das células germinativas estdio descritas para varios peixes teledsteos (ver revisio
em Pudney, 1995; Guraya, 2001; Quagio-Grassiotto & Carvalho, 1999; Negro et al., 2002;
Gusmio et al., 2002; Lo Nostro et al., 2003b; Koulish et al., 2003; Fishelson, 2003; Meyide
et al, 2005; Fishelson et al., 2006; Batlouni et al, 2006). Os dados encontrados em S.
spilopleura sdo semelhantes aos da literatura e permitem definir marcadores
citoplasmaticos e nucleares para o diagnostico das células germinativas iniciais e finais,
respectivamente.

Nos peixes, as espermatogénias primérias (tipo A) sfo as maiores células da
linhagem germinativa. Estdo envolvidas completamente pelo citoplasma das células de
Sertoli (Pudney, 1995) e apresentam “nuages” e “lamellae anulata” como caracteristicas
citoplasmaticas comuns (Pudney, 1995; Quagio-Grassiotto & Carvalho, 1999). As “nuages”
sio materiais citoplasmaticos densos e encontrados ao redor do envoltério nuclear ou em
associagdo 4 mitocondrias (Eddy, 1975; Clerot, 1976) ou 4 “lamellae anulata” (Kessel,
1983). Em §. spiloplenra, as “nuages” ocorrem ao redor do envoltério nuclear ou
associadas & grupos de mitocOndrias, porém nfio foram observadas junto a “lamellae
anulata”. A associa¢iio das “nuages” com as “lamellae anulata” ocorre em Sorubim lima
(Siluriformes: Pimelodidae) (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 1999) ¢ Plagioscion
squamosissimus (Perciformes: Sciaenidae) (Gusmio et al,, 2002). As “nuages” sio também
denominadas de “corpos germinativos densos”, “material granular”, “material ribonuclear”
e “cimento intermitocondrial” (Pudney, 1995). Anilises bioquimicas (Toury et al, 1977)
revelam que as “nuages” sfo constituidas por ribonucleoproteinas, RNAs de longa duracio
(RNAr ¢ RNAm), proteinas, citocromos e lipidios. Trabalhos recentes comprovam que os

RNAs de longa duragdo das “nuages” so fundamentais para diferenciagio e



desenvolvimento das células germinativas ¢ tém sua expressdo regulada por horménios
gonadais (Kobayashi et al., 2000; Cardinali et al., 2004; Xu et al., 2005).

As espermatogdnias primarias dio origem as espermatogdnias secundarias (tipo B)
que estdo conectadas por pontes citoplasmaticas devido a citocinese incompleta. As
espermatogdnias secundérias sofrem sucessivas divisSes mitoticas antes de originarem oS
espermatdcitos I. Durante as divisdes mitdticas, as espermatogdnias de S. spilopleura, S.
hma (Siluriformes: Pimelodidae) (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 1999) e Hoplias
malabaricus (Characiformes; Erythrinidae) (Negrdo et al, 2002) apresentam as pontes
citoplasmaticas com reforgo de membrana, no intuito de se estabilizarem e garantirem uma
sincronizacic no desenvolvimento das células germinativas (Fawcett et al., 1959). Em
algumas espécies, durante a mitose e/ou meiose a sincronizagio € parcial e as
espermatogdnias e os espermatdcitos, particularmente os espermatocitos II, sio encontrados
em diferentes etapas da divisdo do material nuclear (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 1999;
Fishelson ¢t al., 2006). Em S. spilopleura, a no-sincronizagiio foi observada apenas em
cistos de espermatocitos. Com a progressdo das divisdes mitoticas, as espermatogdnias
secundarias de S. spilopleura tornam-se menores, com poucas “nuages’ e mitocondrias
mais densas ¢ alongadas. Essas observacBes também ocorrem em outros teleosteos
(Pudney, 1995; Guraya, 2001; Quagio-Grassiotto & Carvatho, 1999; Negrao et al., 2002;
Gusmio et al., 2002; Lo Nostro et al., 2003b; Koulish ef al, 2003; Fishelson, 2003;
Fishelson et al., 2006, Batlouni et al, 2006). As espermatogdnias secundarias de S
spilopleura assim como de S. lima (Siluriformes: Pimelodidae) (Quagio-Grassiotto &
Carvalho, 1999), P. squamosissimus (Perciformes: Sciaenidae) (Gusmdo ¢t al,, 2002) ¢ A.
malabaricus (Characiformes: Erythrinidag) (Negrio et al, 2002) possuem polaridade
estrutural devido a concentragio de organcias (vesiculas, complexo de Golgi, centriolos e
mitocdndrias) ao redor das pontes citoplasmaticas. Nessas espécies, um dos elementos dos
centriolos pode ancorar-se na membrana plasmatica e originar um cilio curto.

Na auséncia de um marcador especifico para espermatogOnias primarias e
secundarias dos teleosteos, Schulz e Miura (2002) sugerem o critério de espermatogdnia
dos mamiferos: do tipo A (de divisdo lenta e menor incorporagio de BrdU) e do tipo B (de

ciclos mitdticos rapidos e maior incorporaciio de BrdU). No entanto, os dados da ultra-
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estrutura, de nosso estudo e dos demais trabalhos supracitados, permitem identificar
claramente um tipo do outro.

Na profase, os espermatocitos 1 sdo identificados através da compactacio da
cromatina ¢ da formagdio dos elementos do complexo sinaptonémico (Pudney, 1995;
Quagio-Grassiotto & Carvalho, 1999). Em §. spiloplenra, os espermatocitos em zigbteno
possuem apenas os elementos laterais do complexo sinaptonémico, enquanto que os em
paquiteno apresentam os elementos lateral e central do complexo sinaptonémico. Durante a
profase meidtica de S. spilopleura, os centriolos exibem um comportamento semelhante ao
que ocorre na mesma fase de Dermatobia hominis (Diptera: Cuterebridae) (Quagio-
Grassiotto & Lello, 1996): os centriolos se duplicam, migram para os polos opostos € um
de seus elementos ancora-se na membrana plasmatica e d4 origem a um cilio pequeno. Esse
evento também € documentado em S. Jima (Siluriformes: Pimelodidae) (Quagio-Grassiotto
& Carvalho, 1999).

Na espermiogénese dos peixes, as principais modificagBes citoplasmaticas e
nucleares sdo: formacdo do flagelo, migracio do complexo centriolar em relagdo ao micleo,
rotagdo nuclear ¢ compactacio da cromatina (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000;
Quagio-Grassiotto et al., 2003). Essas observa¢des permitem classificar os espermatozéides
dos peixes em tipo I (flagelo perpendicular ao nicleo) ou tipo II (flagelo paralelo ao
nucleo) (Mattei, 1991). A estrutura dos espermatozoides varia consideravelmente entre os
teledsteos e pode ser utilizada em analises filogenéticas. A espermiogénese € a estrutura do
espermatozoide de S. spilopleura, bem como suas inferéncias filogenéticas, estdo descritas
em Gusméo-Pompiani e colaboradores (manuscrito submetido).

Nos peixes, a liberagdo dos espermatozdides na luz do compartimento germinativo
(espermiagdo) ocorre através da ruptura dos cistos (Pudney, 1993; Grier, 1993). Os dados
de §. spilopleura sugerem que a espermiagdo envolve a formagio de vesiculas que se
interconectam com a membrana plasmatica ¢ geram orificios de diferentes tamanhos por

onde saem 0s espermatozoides

Células de Sertoli
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Durante a espermatogénese, as células germnativas passam por alteragfes que
dependem do suporte estrutural e funcional das células de Sertolt (Pudney 1993; Schuiz,
2003). Em S. spilopleura, as células de Sertoli sic constantemente recrutadas para
formagdo dos cistos, isto €, uma tnica célula de Sertoli participa de dois ou mais cistos de
diferentes células germinativas. Esse principio € a base do epitélio germinativo estratificado
de §. spilopleura. Uma tnica célula de Sertolt emite proje¢des para formar, ao mesmo
tempo, cistos apicais de células germinativas (em desenvolvimento avancado) e também
cistos basais de espermatogdnias (as figuras 3D, 4A e 13 ilustram claramente essa
observacdio). Essa organizagdo das células de Sertoli também ocorre em Culaea inconstans
{Gasterosteiformes: Gasterosteidae) (ver Pudney, 1993) e 7. bifasciatum (Perciformes:
Labridae) (Koulish et al., 2002) ¢ parece estar associada ac modo de reproducéo continua.

As micrografias eletrénicas sugerem que o epitélio germinativo de S. spilopleura ¢
constituido por varias camadas € que nem todas as células de Sertoli tocam a lAmina basal.
No entanto, secgdes seriadas de microscopia eletrOnica seriam necessarias para confirmar
essa observagdio. Por outro lado, através do epitélio descontinuo, constituido por apenas
uma unica camada de célula de Sertoli, ¢ possivel inferir que todas as células de Sertoli
estdo apoiadas diretamente na l&mina basal. Dessa forma, histologicamente, o epitélio
germinativo de S spilopleura pode ser classificado como pseudo-estratificado, isto €
constituido por uma tinica camada de células de Sertoli com miicleos em diferentes alturas e
com capacidade de formar cistos mais apicais ou mais basais. No entanto, funcionalmente,
o epitélio deve ser considerado como estratificado, sendo a maturagio em estratos a
responséavel pela produgio continua de espermatozodides durante o ciclo reprodutivo.

Em S. spilopleura, células de Sertoli elétron-densas e elétron-lucidas pertencem a
um mesmo cisto de espermatogOnia. Esse fato, também documentado em 7. bifasciatum
(Koulish et al., 2002), indica o reaproveitamento das células de Sertoli a cada ciclo
espermatogénico. Apesar de ndo existir um significado funcional sobre a elétron-densidade,
o estado denso ¢ interpretado como um estagio niciat de diferenciaco (Brusle, 1987), em
que o aumento do contelido protéico é o responsavel pela aparéncia densa dessas células
(Watenberg et al., 1989 apud Koulish et al., 2002).
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Durante a espermatogénese, o volume dos cistos aumenta e conseqiientemente o
citoplasma das células de Sertoli alonga-se, favorecido pela ldmina basal pregueada e pelas
interdigitagdes. A coesfio entre as células de Sertoli de S. spilopleura é garantida pelo
complexo juncional (jungdes de oclusdo, aderéncia, gap e desmossomos), documentado em
varios outros teledsteos (Pudney, 1993). A juncdo de oclusio é considerada como a
evidéncia morfologica da barreira hemato-testicular e estd descrita em Aphanius dispar
(Cyprinodontiformes: Cyprinodontidae) {Abraham et al | 1980), Salaria pavo (Perciformes:
Blenniidae) (Lahnsteiner & Patzner, 1990), Cyprinus carpio (Cypriniformes: Cyprinidae)
(Parmentier et al., 1985), O. miloticus (Perciformes: Cichlidae) (Silva & Godinho, 1989), P.
Sasciatum (Siluriformes: Pimelodidae) (Batlouni et al., 2005) e outros teledsteos (Pudney,
1993). Diferentemente dos mamiferos, a barreira hemato-testicular dos peixes, em geral,
forma-se durante os cistos de espermatides, ou seja, apds a meiose dos espermatocitos
(Silva & Godinho, 1989; Lahnsteiner & Patzner, 1990). Recentemente, as jungdes gap
foram identificadas entre célula germinativa — célula de Sertoli ¢ célula germinativa —
célula germinativa de P. jfasciatum (Siluriformes: Pimelodidae), sugerindo papel dessa
jungdo na sincronizagio do desenvolvimento das células germinativas (Batlouni et al.,
2005). O citoplasma das células de Sertoli de S. spilopleura possui vesiculas revestidas por
clatrina; vesiculas de transcitose; prolongamentos citoplasmaticos para o interior dos cistos;
lisossomos; fagossomos e vactiolos residuais. Essas caracteristicas, também documentadas
em outros teledsteos (ver Pudney, 1993), indicam fungdes de nutrigio, suporte e fagocitose
de espermatozéides residuais e/ou células germinativas apoptoticas. As células de Sertoli de
S. spilopleura, como de Esox lucius (Esociformes: Esocidae) (Grier et al., 1989), Myleus
ternetzi  (Characiformes: Characidae) (Loir et al, 1995), Mpylossoma aureum
(Characiformes: Characidae) (Cruz-Hofling & Cruz-Landim, 1984) e outras (p. 630, The
Sertoli cell - Pudney, 1993), apresentam inclusdes de lipidios durante toda a
espermatogénese. S. spilopleura, M. ternetzi e M. aureum pertencem 4 mesma subfamilia
(Serrasalminae), o que sugere que a lipofilia € uma caracteristica comum nas células de
Sertoli dos representantes dessa subfamilia. No epitélio descontinuo de S. spilopleura, as
células de Sertoli possuem grande quantidade de elementos vesiculares (aparentemente

REL), muitas inclusdes lipidicas, fagossomos, corpos residuais e projegdes citoplasmaticas
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em dire¢io a luz do compartimento germinativo. Apds tratamento hormonal para
espermiagio, as células de Sertoli de Tilapia rendalli (Perciformes: Cichlidae) (Van Vuren
& Soley, 1990) também compartilham as caracteristicas supracitadas: REL, fagossomos,
corpos residuais e projegdes citoplasméticas para uz do compartimento germinativo. A
despeito da lipofiia, mitocondrias com cristas tubulares ¢ REL abundante serem
diagnosticos de células esteroidogénicas (Guraya, 1976), nos peixes, em especial nas
células de Sertoli, essas caracteristicas, por si s0, sfio insuficientes para revelar o potencial
endocrino. A evidéncia esteroidogénica deve ser interpretada como uma somatoria das

observagbes morfologicas e fisiologicas.

Ciclo reprodutivo

O epitélio germinativo dos peixes tem sido utilizado para descrever ciclos
reprodutivos anuais em C. undecimalis (Perciformes) (Grier & Taylor, 1998), C. nebulosus
(Perciformes) (Brown-Peterson & Warren, 2001), R canadum (Perciformes) (Brown-
Peterson et al., 2002), S. marmoratus (Synbranchiformes) (Lo Nostro et al., 2003a), P.
martensi (Perciformes) (Cinquetti & Dramis, 2003) e em P. fasciatum (Siluriformes)
(Batlouni et al., 2006), com base na alternincia entre o epitélio germinativo continuo e
descontinuo e nos estigios de desenvolvimento das células germinativas (Grier, 2002).
Durante o ciclo reprodutivo de S. spilopleura, ndo fot possivel diagnosticar classes
reprodutivas, pois o testiculo apresentou todos os tipos de células germinativas ¢ os dois
tipos de epitélio em toda sua amosiragem. No entanto, dois grupos testiculares foram
observados; um em que o IGS manteve-se constante; e outro com IGS elevado. Quando o
IGS ¢ estavel, o testiculo possui duas regides: uma medular com predominéncia de epitélio
germinativo continuo; e uma regifio cortical, com epitélio continuo e descontinuo com luz
ampla, ramificada e repleta de espermatozdides. A regifio medular é considerada
espermatogénica, enquanto que a cortical € espermatogénica, porém principalmente de
armazenamento de espermatozdides. Com o processo de maturagdo, a regifio cortical torna-
se mais desenvolvida, com predomindncia de epitélio descontimuo, luz larga e repleta de
espermatozoides. Esse padrdo testicular corresponde ao grupo de IGS elevado. O

recrutamento de uma determinada regiiio (espermatogénica ou armazenamenio) deve



ocorrer em fungdo das condigdes ambientais. CondigBes favoraveis resultam em regides de
armazenamento mais desenvolvidas e consequentemente IGS elevado, que indica,
provavelmente, o periodo de maior freqiiéncia reprodutiva da espécie. A presenca de
espermatozoides e das duas regies (espermatogénica e armazenamento) durante o ciclo
reprodutivo caracterizam a reproduco continua de S. spiloplenra.

Dois tipos de ciclos reprodutivos sdo descritos em anfibios (Van QOordt, 1960):
continuo, com produgio constante de espermatogdnias e espermatozodides; e descontinuo,
com espermatozoides presentes em apenas uma determinada época do ano. Essa descricio
também se estende aos peixes teledsteos e pode ser compreendida através da atividade
mitotica das espermatogdnias. Na reprodugdo continua, as espermatogdnias tém atividade
mitotica constante e por isso o epitélio produz espermatozdides durante todo o ciclo
reprodutivo. Na reproducgiio descontinua, as espermatogdnias vio perdendo sua atividade
mitotica e por essa razio os espermatozéides ocorrem apenas em um determinado periodo
do ciclo. Marcadores de divisio mitdtica, como ciclinas (Kang et al, 1997) ou PCNA
(Chieffi et al, 2001), devem ser considerados na compreensdo dos ciclos reprodutivos dos
vertebrados. Em §. spilopleura, o PCNA indica intensa proliferacio das espermatogdnias
durante o ciclo reprodutivo. Dessa forma, conclui-se que o epitélio germinativo
estratificado de §. spilopleura ¢ resultado da intensa proliferagdo espermatogonial
associada a capacidade das células de Sertoli em formar mais de um tipo de cisto. Essas
estratégias permitem a produgdo continua de espermatozéides (espermatogénese continua),

o que sustenta o modelo de reprodugio continua,

PCNA e TUNEL

Os nucleos dos espermatdcitos de 8. spiloplenra, assim como de Podarcis s. sicula
(lagartixas) (Chieffi et al, 2001) e de mamiferos (Kang et al, 1997), possuem
imunomarcagfio para o antigeno de proliferaciio (PCNA). Essa expressio ¢ atribuida ao
envolvimento do PCNA em processos de sintese de DNA, que ocorrem durante o crossing-
over (recombinagic génica) da profase meidtica (Chieffi et al., 2001).

Nos mamiferos, as células de Sertoli cessam sua atividade mitotica durante a

primeira onda espermatogénica de modo que, nos adultos, o mimero de células de Sertoli é
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fixo e determina a producio espermatica final das espécies (Franga & Russell, 1998). Nos
peixes teledsteos, a proliferagdo das células de Sertolt também determina o nimero final de
espermatozoides produzidos por cisto (Matta et al, 2000). Modelos de hipotirecidismo
neonatal transitorio em Q. niloticus (Perciformes: Cichlidae) (Matta et al., 2002) aumentam
o periodo de proliferagio das células de Sertoli e conseqiientemente aumentam a produgdo
espermatica final. Matta e colaboradores (2002) também demonstram que nos peixes, a
capacidade suporte das células de Sertoli é 10 vezes superior que dos mamiferos (ver
também Vilela et al., 2003), e que os hormdnios tireoideanos dos peixes, assim como dos
mamiferos, sdo responsiveis pela diferenciacio das células de Sertoli. A proliferagfio das
células de Sertoli também tem sido documentada em teledsteos adultos como Poecilia
reticulata  (Cyprinodontiformes:  Poeciliidae)}  (Billard, 1969). P. latipinna
(Cyprinodontiformes: Poeciliidae) (Gner, 1993); C. gariepinus (Siluriformes: Clariidae)
(Shulz et al., 2003; Schulz et al,, 2005); T. bifasciatum (Perciformes: Labridae) (Koulish et
al., 2002); O. niloticus (Perciformes: Cichlidae) (Vilela et al., 2003; Schulz et al., 2005); &
marmoratus (Synbranchiformes: Synbranchidae) (Lo Nostro et al., 2003a) e Sparus aurata
(Perciformes: Sparidae) (Chaves-Pozo et al., 2005). Nas espécies estudadas, as células de
Sertoli proliferam, em maior freqiiéncia, quando associadas & espermatogdnias, embora
também possam se dividir em cistos de espermatdcitos (Billard, 1969; Vilela et al., 2003,
Schulz et al., 2005) e de espermatides (Koulish et al., 2002; Vilela et al., 2003; Schulz et
al., 2005). Estudos morfométricos mostram que ¢ nimero de células de Sertoli de O.
niloticus (Perciformes: Cichlidae) (Vilela et al., 2003) aumenta gradualmente até os cistos
de espermatocitos em zigdteno e depois se estabiliza nos cistos de células germinativas
mais avancadas. Alguns trabalhos também sugerem que nos teledsteos adultos, as células
de Sertoli tém origem a partir de precursores do mesotélio da capsula testicular (Koulish et
al., 2002) ou de precursores mesenquimais do intersticio (Pudney, 1993).

As células de Sertoli de S. spiloplenra proliferam apenas no epitélio germinativo
descontinuo. Sua divis3o ocorre quando estdo isoladas {(nio fazem parte de cistos) ou
quando associadas a cistos de espermatogdnias que ndo estio em divisdo. Dessa forma, as
células de Sertoli proliferam antes das espermatogbmias, a fim de garantir um numero

adequado para acompanhar o crescimento dos cistos durante a espermatogénese. A divisdo
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das células de Sertoli tem fornecido subsidios para a compreensio das sucessivas geragdes
de células de Sertoli durante o ciclo reprodutivo (Koulish et al., 2002; Lo Nostro et al.,
2003a), crescimento testicular a cada periodo reprodutivo (Vilela et al., 2003; Shulz et al.,
2005) e para aumentar a produgdo espermatica final das espécies (Matta et al., 2002).

A apoptose testicular, documentada em §. spilopleura, é uma ocorréncia normal da
espermatogénese € permite a manutengio do nimero adequado de células germinativas
para cada célula de Sertoli do cisto. Em S. spilopleura, as apoptoses ocorrem
principalmente em cistos de espermatocitos e espermatides. Células germinativas
apoptdticas sdo fagocitadas pelas células de Sertoli. Neste trabalho, nZo foram encontradas
apoptoses em células de Sertoli. No entanto, no epitélio germinativo descontinuo, algumas
células de Sertoli apresentam sinais de degeneragio (ver Fig. 61). Em Torpedo marmorata
(Elasmobranchii: Torpedinidae) (Prisco et al., 2003), a degeneragiio das células de Sertoli é
associada a espermiacdio dos cistos. As degeneragdes das células de Sertoli sugerem que
esse tipo celular deve proliferar para substituir as células que morreram. Estudos recentes
{Andreu-Vieyra et al., 2005) revelam que o GnRH induz apoptose nos testiculos maduros
de Carassius auratus (Cypriniformes. Cyprinidae) e desempenha papel autécrino e

paracrino na regulagiio do desenvolvimento testicular dessa espécie.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Estrutura testicular de 8 spiloplenra. A-C: Anatomia do testiculo, D:
Hematoxilina/Eosina; E-I: PAS+Hematoxilina+Metam] Yellow; J: Azul de Tolnidina/Bérax. A,B:
ventral (V) e dorsal (D). A-C: Os testiculos sio pares e estdo presos a cavidade do corpo por wm
mesorquio Tico em gordura perigonadal (pgf). O ducte espermatico (sd) € unico e resulta da fusio
dorsal do ducto testicular principal (md) de cada testiculo. O ducto espermatico corresponde a um
curto segmento que se exteriorniza, caudalmente, através da papila urogenital {up). A regifo
delimitada em C corresponde & secgdo histoldgica D, na qual os tibulos anasiomosados (at) sdo
observados. A cabega de seta indica que a confluéncia do compartimente germinativo {na regifio
dorsal ¢ caudal) forma o ducto testicular principal (md). E-H: E-H sdo as secgdes transversais das
regides definidas em C. O testiculo afila-se em suas extremidades (E ¢ H) e & achatado ventro-
lateralmente (v). O mesérquio (m) ¢ dorsal {(d) ¢ constituido principalmente de vasos sangilineos
(bv) e gordura perigonadal (pgf). O testiculo possui duas regifes nitidas: uma cortical com tibulos
anastomosados (at) mais ramificados e luz repleta de espermatozdides; e uma regido medular com
poucas ramificagdes ¢ luz menos nitida. Barra = 300pum. I: O compartimento intersticial (ic) foi
delimitado para compreender a organizagdo do compartimente germinativo. O compartimento
germinativo forma uma rede aklamente ramificada de tubulos e algas (asteriscos) que se
interconectam desde a periferia ventro-lateral até toda extensio do testiculo (F). Barra = 200pum. J:
Os testiculos sdo revestidos externamente por pela tinica albuginea (tc), formada por mesotélio e
tecido conjuntivo subjacente. Internamente, o testiculo é dividido em: compartimento germinativo
(gc) que ¢ revestido pelo epitélio germinativo (ge); ¢ em compartimento intersticial (ic), que € uma

extensdo do tecido conjuntivo da capsula testicular (ic). Barra = 100um.
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Figura 2. Proliferagio espermatogonial de 8 spifoplenra AB,D-M:MET; C:ML. A,B: O epitélio
germinative & continuo ¢ formado por cistos de espermatogdmas. A proximidade do epitelio gera
consingocs na luz do compartimento germinativo (dl. luz descontinua). As cabegas de setas (em A ¢
B) indicam que as projegdes citoplasmaticas das células de Sertoli (se) impedem a obliteragio total
da luz do compartimento germinative, A, Barra = 25um. B. Bara = 2%pm. C: Epitélio
germinativoe continuo (cee). Barra = 10pm. I): Notar que as células de Sertoli (se) apoiam-se sobre
uma limina basal (bl) de muitas invaginagies. Barma = 0,97um, E: Espermatogdmia primaria de 5
spiloplewra. A espermatogdnia pnmana ¢ completamente  envolvida pelos  prolongamentos
citoplasmaticos das ccélulas de Sertoli (se). Astensco indica clementos vesiculares no citoplasma da
espermatogomia primaria. Barra = 2 3pm. F,G,H: As regides delimitadas em F correspondem as
micrografias G ¢ H, que mostram, respectivamente, parte do citoplasma ¢ o envoltorio nuclear
dotado de complexos de poros (cabegas de sctas) de uma espermetoginia primaria. Observar que as
cilulas de Sertol estio concetadas através de complexo juncional (j¢) ¢ de interdigitagdes (i), F
Barra = 15um. G. Bama = 0%7um. H. Barm = 1 4pm. I: Divisdo dos cromossomos nas
espermatoginias. Barra = 1. 7pm. J: A cabega de seta indica mitocéndrias {m) densas e alongadas
que s¢ fusionam durante a divisdo mitdtica das espermatogonias. Barra = 0.79um. K: As ponies
eitoplasmaticas (b) exibem reforgo de membrana (asterisco) durante a divisio das espermatogdnias.
Barra = 0.24pm. L: Espermatogdnias secundanas de S spiloplenra, A regifio demarcada (M*)
indica concentragho de determinadas organclas ao redor das pontes citoplasmaticas. Barra =
L. 2%am. M: Regido prosama da ponte citoplasmatica (b). Astensco mostra passagem de vesiculas
no interior da ponte citoplasmatica ¢ a cabega de seta indica que um dos elementos dos centriolos
tc) ancora-se na membrana plasmatica ¢ pode onginar um cilio curto, Barra = 0,48pum. g, complexo
de Golgi, rb, corpo residual; e, cromossomos; ef, fibras de coligeno; Ip, inclusdes de lipidio; i,
nterdigitaghes; ne, “nuages”, n, ndcles; nu, nucléolo: rer, reticulo endoplasmatico rugoso;, v,

veziculas membranosas
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Figura 3. Meiose dos cspermatocitos de 8 spifoplenra, AB:MEV: C:ML: D-M:MET. A.B: Com 2
meose, o8 Cstos aumentam de volume e projetam-s¢ na luz (L) do compartimento germinativo, Em
AB.C, a cabega de seta indica a projegio dos cistos. A, Barra = 15, 4pm. B, Barma = 13 3pm. C:
Epitehio germinativo continuo (cge) formado por cistos de diferentes células germinativas. Barra =
Hpm, I¥: Epitélio germinativo continuo (¢ge). O asterisco mostra gque uma célula de Sertolt (se) faz
partc de mais de um tipo de cisto, Barra = 6,9um. E: Espermatocitos em zigdteno (zsc). A cabega
de seta mdica a formagio dos elementos laterais (le) do complexo smaptonémico. Determinadas
organelas (astensco) concentram-se a0 redor da ponte ciloplasmatica (b). Barma = Loum. F:
Citoplasma de um cspermatdcilo em zigdteno. A cabega de seia dupla mostra que um dos elementos
dos cemtniolog {c) ancora-s¢ na membrana plasmatica ¢ pode onginar um cilio curto. Barma =
k4Tum. G: Divisio assincrdmica. com células em diferentes fases da mciose. A evidéncia
morfologica do crossing-over (quasma) ¢ indicada pela cabeca de seta. Cromossomos (cr) em
metifase tambeém sdo encontrados. Barma = 2 9um. H: Espermatocitos em paguiteno (psc). O
complexo smaptonémico (clemento lateral e central) € indicado pela cabega de scta. Barma = 2, 1um,
I: Os cromossomos fornam-se mans compactados (cabega de scta) e o citoplasma  (astensco)
apresenta poucas mitocondnias (m) e “nuages” (ne), Barma = 2 lpm. J: Notar cspermatides inicias
cm relagdo a espermaticitos em pagquitenoe. O complexo smaptonémico (elemento lateral & central) ¢
udicado pela cabega de seta. Barra = 2 3um. K-M: Duranic a profase meidtica, os centriolos {c)
duplhcam-sc {cabegas de setas) ¢ um dos clementos de cada par (cabega de seta) pode ancorar-sc na
membrana plasmatica ¢ onginar um ciho corto. K Barra = (4um. L. Barra = 0 4pm. M, Barma =
0. 2Zum. e, compartimento intersticial; g, complexo de Golgi: cr. cromossomos; st, espermatides; sc,
CSpeTMAtOCItes, sg. espermatogonial sz, espermatozdides; bl, lamina basal. my, mioide, m.

milocdndrias; ne, “nuages”, n, nicleo; v, vesiculas membranosas.
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Figura 3




Figura 4. Espermiogénese ¢ espermiagio do 5 spifoplenra. A-G LK, L,N:MET; H.JM:MEV_ A:
Epitclio germinativo continue (cge) com cistos basais de cspermatogdnias (sg) € cistos apicais
lastensco) de cclulas germinativas em estigio mas avancado, As cspermatides (5t) s3o encontradas
em diferentes fases da espermiogénese (cabegas de setas). A Barra = 6. 9um, B-F: Algumas das
principais olapas da espermiogénese. O complexo centnolar (cabega de seta) ¢ formado pelo
centriolo proximal {p) ¢ pele distal (d). O centriolo distal (d) ongina o flagelo (). Etapas da
compactagio da cromatina estao ndicadas pelos asteniscos. Fossa nuclear curta (seta dupla), canal
citoplasmatico (seta) ¢ vesiculas (v) sio observados nas cspermatides em espermiogénese. B. Barra
= 0%m. C. Barma = 0,%um D. Barra = [ 4pm. E. Barma = 1 4pm. F. Barra = | 08um. G:
Espermiacio. abertura (asterisco) dos cistos para liberar os espermatozoides (sz) na luz (L) do
compartimento germinative. Barma = 5,9%um. H: Perspectiva da espermiagio na microscopia de
varredura: notar pequenas aberturas (aspecto rendilhado na superficic dos cistos) {cabega de scta) ¢
uma aberiura maior {asterisco) por onde sacm oS cspermatozdides (sz). Barra = 4 lpm. I
Provavelmente, as vesiculas {cabega de seta) no citoplasma das eclulas de Senioli (s¢) fusionam-s¢
com a membrana plasmatica ¢ geram aberturas de diferentes tamanhos (asteniseo) por onde sacm os
espermatozdides (sz). Barra = | 9um. J: A fusio das vesiculas gera um aspecto rendilhado {cabeca
de seta) na superficic dos cistos: aberluras matores (asteriseo) também sdo observadas. Barra

3.0pm. K: Epitéhio germinative descontinuo {(dge) a espermiagiio ¢ a ndo renovagiio imediata das
celulas germinativas geram descontinuidades no epitéhio. O epiicho descontinuo ¢ formado por
trechos de celulas de Sertol (s¢) entremeados por cistos dispersos de espermatogdnias (sg). Barra =
5.0pum. L: A estratificagio impede a descontinuidade no epitélio germinativo, Apos a cspermiagio,
o gpitcho ndo fica descontinue por causa do esirate basal de espermatogdnias {sz). Barra = 5,8um.
MLN: O egpermatozinde: formado por cabega (h). pega mtermediania (mp) ¢ flagelo (). Em M a
cabega de seta indica a fusio das vesiculas (v) com a membrana da pega intermediana. Em N, o
padrio da compactagio da cromatina {astenisco), a fossa nuclear curta (seta). o canal citoplasmatico
{cabega de seta dupla) ¢ as projeches laterais de membrana (cabega de seta) eio observados no
espermatozoide. M. Barra = 1,5pm. M, Barra = 09um. le, célula de Levdig: ¢, centriolos; ic,
compartimento intersticial; g, complexo de Golg, j¢, complexo juncional; th, corpos residuais: Ip.

mcluzdes de lipidio; m, mitocondnias: ne, “nuages”; n, nucleo, by, vaso sangiiineo
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Figura 5. Células de Sertoh de 8. spiloplenra. A-G,I-L:MET. H: Mélodo do Osmio Imidazol. A:
Em uma sceglio transversal ¢ possivel comtar pelo menos cinco  células de  Sertob
(sel sl sed sed se5) envolvendo uma dmca espermatogomia (sg). Células de Sertoli densas
(5e2,5¢3 se4 5e5) ¢ cletron-licidas (sel*) fazem parte de um mesmao cisto, As células de Sertoli (se)
cstdo conectadas por complexos juncionais (jo). Uma anica célula de Sertoli pode pertencer a mas
de um tipo de cisto comoe ocorre em A e B Barra = 1, 7um. B: As células de Sertoli emitcm
prolongamentos par o interior dos cistos (setas). A célula de Sertoli do cisto em divisdo celular
{ed) tambem faz parte do cisto de espermatocitos em zigoteno (zsc) (cabecas de setaem A e B
indicam a formagioc dos clementos latermis do complexo sinaptonémicn). Barma = 2 5pm. C:
Complexo jencional . jungdo de oclusio (o), adesio (aj) ¢ desmossoma (d). Notar vesicula revestida
por clatnna (cabega de seta) ¢ vesiculas (v). Barma = 0.5pm. D: Filamentos intermediarios (if) ¢
vanos desmossomos (d). Barra = 0. 7pm. E: Notar vesiculas de transcitose (cabecas de seta). Barra
= dum. F,G: Citoplasma das células de Scroli. Notar prolongamentos das células de Sertol
{cabegas de seta) para dentro dos cistos ou para a luz (L) do compartimento germinativo. Observar
em G varias vesiculas (v) ao redor das inclusdes de lipidios {lp). F. Barra = (.%um. G. Barma =
th8pum. H: Inclusdes de lipidios (Ip) ficam cscuras pelo Método do Osmio-Imidazol. Barra = 1,3um
I} Fapossomas (fg), corpos residuais (rh) sio evidéncias morfologicas da fagocitose pelas células de
Sertoli. As células de Sertoli tambem fagocitam células perminativas em apoptose (cabega de seta)
Barra = 2, lpm. J-L: Células de Sertoli do epitcho germinativo descontinuo (dge). Projegics
{cabegas de seta) para luz (L), fagossomos (fg), reticulo endoplasmatico hso (ser), mitocéndrias (m)
arrcdondadas ou alongadas sio observadas mas células de Sertoli do epitélio germinativo
descontinuo. Algumas células de Sertoli (se*) do epitélio descontinuo apresentam-se densas, com
citoplasma vacuohizado (v) ¢ com figuras de mielina (asterisco). J. Barra = 2.5um. K. Bama =
Li2um. L Barma = 1.5um. le, celula de Levdig; ge, oélula perminativa; my, célula midide: c.
centriolos, ic, compartimento intersticial; g, complexe de Golgi, er, cromossomo; cf, fibras de

coligeno; bl, lamina basal. m, mitocéndnas; ne, “nuages™; rer, reticulo endoplasmatico rugoso.
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Fipura 5




Figura 6. Cinética do epitéhio germinative de S spriloplesra. A-H: PAS+Hematoxilia+Metanil
YWellow. A: Incialmente, o epitélio germinativo ¢ continuo {cee) ¢ formado por um estrato basal de
cspermilogonias (sg) ¢ um cstrato apical de cistos em desenvolvimento mais avancado, O
compartimento germinativo ¢ separado do intersticial através de uma membrana basal (bm). Células
de Levdig {le) sio observadas no compartimento intersticial (ic). B: As espermatoginias basais
COMProMEtcm-5¢ Com a espermalogénese ¢ ongimam os cspermatocitos (sc). O cpitélio cresce em
altura ¢ reduz a luz (L) do compartimento germinativo. Células germunativas em divisdo (d) sio
ohservadas (m, metifase; a, andfase). Notar as células micndes (my) ao redor dos tubulos. As células
mioides sdo facilmente identificadas por essa coloragio. C,I: Os cistos apicais cspermiam (cabega
de seta) e o cpitélio germinativo ¢ continuo (cge) ¢ formado por uma monocamada de cistos de
capermaatocitos (sc). Os espermatozondes (sz) sdo hberados na luz (L) do compartimento
germinative. Algumas espermatogdnias (sgh encontram-se por baixo dos cistos de espermatdcitos
(sc), porem ndo chegam a formar um estrato basal. Motar alpumas vacuolhizagtes PAS positivas
lastenisco) no citoplasma das células de Sertoli {s¢). E: Os espermatocitos (sc) dio ongem as
cspormandes (st). que se tomam predominantes no cpitélio perminativo. As espermatopomas (sg)
proliferam ¢ formam um cstrato basal em alguns trechos do epitélio germinanivo. MNotar
espermatogonm escura. F-H: Nos trochos com estrato basal, a espermuagio {(cabeca de seta) nio
resulta cm descontinuidade, mas sim em um epitého continuo {cge) formado por espermatogdnias
isgh. Ma auséncia de estratos basais, a espermiagio gera um epitého descontinuo (dec). Cabegas de
seta cm H mostram as duas situagics; a cabega de seta a direita indica que a espermiagiio ndo
resultara cm epitélio descontinuo. A cabega de scta 3 csquerda mostra que a espermiagio gera

descontimndade do cpitcho germinative. A-H. Barra = 10pum
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Figura 7. Cinctica do epitélio germinative de 8 spmiloplenra. A-H: PAS+Hematoxilia+Metanil
Yellow. A: Mas regides com estrato basal, a espermiagio resulta em um cpitélio germinativo
continue (cge) formado predominantemente por cistos de espermatogdnias (sg). A atividade
mitotica das cspermatogdnias ¢ intensa como mdicado pelas cabegas de seta. Cistos de
cspermatocitos (s¢) ¢ cspermatides (st) também sio observados. B: A remido apresenta cpitélio
germinative continue (cge) ¢ descontinuo (dge). O epitélio continuoe pode ser formado apenas por
cistos de espermatogonias {(sg) ow apresentar cistos de espermatocitos (sc) e espermitides (st) com
certa estratificagdo. Notar apoptoses de células germinativas (asteriscos). Células de Levdig (le) ¢
ctlulas muoide (mv) sio observadas. C,D: As descontinndades sdo frequicnies na regiio cortical do
testiculo. As espermiuagdes (cabegas de seta) resultam em um epitélio descontinuo, formado por
ctlulas de Sertoli (s¢) entremeadas a cistos 1solados de espermatopdnias (sg). Notar que a luz &
repleta de espermatordides (sz), EF: Observar vacuolizaghes PAS positivas (asteriscos) ¢
tagossomos (fg) no eitoplasma das celulas de Sertol (se). A atividade mitotica das espermatogdnias
{ggh ¢ indicada pela cabega de seta, G,H: Epitélio germinative descontinuo {dge) formado por
apenas celulas de Scrtoli (se). As eélulas de Sertoh sdo achatadas © possuem fagossomos (fz) em
scu citoplasma. Epitélio germinative continuo (cge) constituido por uma monocamada de cistos (sc,

cspermatocitos: st espermdtides) também ¢ observado, A-H. Barra = 10pm.
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Figura 8. IGS dc & spiioplenra. A amostragem ocorren durante novembro/2003 4 abnil/2003,
otalizando 63 exemplares, O pomero de individuos coletados mensalmente cstd indicado entre
parcnteses. Os meses com astensco indicam que os individuos ndo foram coletados no periodo. A
media dos valores de 1GS de cada més e seu correspondente desvio padrio estdo plotades no
grafico. O valores sio apenas deseritivos (sem nenhuma andlise cstatistica) ¢ permitem definir dois

erupos de desenvolvimento testicular, um em que o 1GS nio oscila, ¢ outro em que o 1GS ¢ elevado.
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o 1GS ndo varia. A-D: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. A: O testiculo apresenta duas
regifes  nitidas:  medular  (espermatogénica) e cortical (espermatogénica e de
armazenamento), As delimitacbes B* e D* correspondem a regifio cortical e C* a medular.
Barra = 200um. B: A regido cortical possui epitélio germinativo continuo e estratificado
{observar a altura do epitého), com luz (L} repleta de espermatozdades. Notar que o
compartimento intersticial (ic) ¢ formado por grande quantidade de células de Levdig (le) ¢
por granulocitos (gr). Provavelmente as células de Leydig exabem diferentes morfologias
{le*). Barra = 50pm. C: A regido medular ¢ povco ramificada ¢ possul epitélio germinativo
continuo (¢pe) com predominincia de espermatacitos e espermatides. O compartimento
intersticial {ic) € rico em células de Leydig (le), vasos sangiiineos (bv) e granuldcitos {gr).
Barra = 50um. D: Epitélio germinativo descontinuo com luz (L) irregular e repleta de
espermatozoides (sz) também ocorre na regido cortical. Nessa regido, o compartimento
intersticial (ic) é reduzido, com poucas células de Levdig (le) e granulocitos (gr). Barra =
50pm,
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Figura 10. Ciclo reprodutive de S, spiloplenra: testiculo correspondente ao periodo em que
o 1GS é elevado. A-I: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow, A: A regifio cortical ¢ mais
desenvolvida e apresenta luz (L) larga e repleta de espermatozoides. As delimitagoes CF ¢
D* correspondem & regifio cortical e B* 4 medular. Barra = 300um. B: A regifio medular
tem epitélio germinativo continuo (cge) (com predominincia de cistos de espermatocitos e
espermitides) e epitélio descontinuo (dge). Notar o compartimento intersticial (ic)
reduzido. Barra = 50pm. C,1k: O epitélio germinativo descontinuo (dge) € predominante na
regifo cortical, Epitélio germinativo continuo {cge) {sem estratos e com espermaticitos e
espermdtides) também foi documentado em C. Barra = 50pm.
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Figura 11. Proliferagio durante a cinética do epilélio germinativo de S, spiloplenra. A-G:
PCMA. A: Durante a fase de prolifera¢io. o epitélio germinativo & continuo {cge) ¢ apenas
as espermatogdnias (sg) &m marcacio ao PCNA. Notar que a marcacho concentra-se no
nicles das espermatogimias. No inset, a cabega de seta mostra uma figura mitdtica
{andlase). Espermatozdides (s7) sdo observados na luz do compartimento germinativo. B:
Na meiose, as marcagoes do PCNA ocorrem nos niicleos das espermatogdnias (sg) e dos
espermaticitos (sc). As células de Sertoli (se) ndo proliferam durante a meiose, C: As
espermatoginias (sg) basais proliferam e formam um estrato basal em alguns trechos do
epitélio germinative, Observar cistos apicas de espermatides (st). D-G: Epitélio
germinativo descontinuo (dge): formado por eélulas de Sertol (se) entremendas por poucos
¢ isolades cistos de espermatogénias, que podem ou nio responder ao PCNAL Algumas
espermatogonias apresentam marcacio citoplasmatica ao PCNAL As células de Sertoli (se)
proliferam quando estdo isoladas (F) ou em associagiio a cistos de espermatogdnias que niio
estio em divisio (E.G). A-G. Barra = 10pm.



Figura 12. Morte celular ¢ detecglio de lipidios no epitélio germinativo de 5 spiloplenra.
A-C:Osmic-Imidazol: D-F: TUNEL. A-C: As inclusdes de lipidios (cabecas de seta)
ocorrem no citoplasma das células de Sertoli (se). em especial no epitélio germinativo
descontinuo {dge). Notar que as células de Leydig (le} niio apresentam inclusiies de
lipidios. D-F: As cabegas de seta indicam apoptoses das células perminativas. As apoploses
shin fagocitadas pelas células de Sertoli (se). ic, compartimento intersticial; cge, epitglio
germinativo continuo; se, espermaticitos; sg, espermatogonias; sz, espermatozoides; st,
espermatides; L. luz do compartimento germinativo. A-F. Barra = 10pm.
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Figura 13. Epitchio germmativo de S spilopdenra, Az O epitélio germinativo € formado por células
germinativas (S0, espermatogonias; SC, espermatocites; ST, espermitides) e por células de Sertoli
{SE}), que estio organizadas em cistos. A espermatogénese ooome no interior dos ¢istos e durante
suds principais etapas {proliferagio espermatogonial, meiose dos espermatocitos, espermiogénese ¢
espermiagio), as células perminativas e as células de Sertoli passam por modibicagtes morlologicas
que também se refletem no estado e na funcionalidade do epiéhio germinativo (continue ¢
descontinuc). O epitélio continuo ¢ formado por cistos que se estendem 2o longo de toda a

membrana basal (BM). Trata-se de um epitélio ativo, com constante produgio de células
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germinativas. Reporta-se agui o cpitélio germinativo estratificado. A base da cstratificagio depende
da orgamizagio das células de Sertoh. Uma unica celula de Seriol emite projegdes para formar, ac
mesme empo, cistos apicats de celulas germinativas {em descnvolvimento avangado) ¢ também
cistos basais de espermatogdmas, Dessa forma, a cspermiagio dos cistos apicais ndo gera um
cpitcho descontinuo, mas sim um epitéhio continuo ¢ formado principalmente por espermatogénias
que remniciam o ciclo espermatogémco. A estratificagdo ¢ considerada uma estratégia para manter a
produgio de espermatozdides (SZ) constante (cspermatogénese continua). B: Na auséncia de
cstratos basais, a espermiagio gera um cpitélio descontinue, formado por trechos de células de
serteli eatremeados por cistos isolados de espermatogdnias. O epitého descontinuo ¢ fregilenie na
regido cortical do testiculo. Trata-se de um epitélio que dexa de produzir células germinativas ¢
assume fungio de armazenamento de cspermatozdides. As células de Sertoli proliferam no epitchio
descontinuo, quando cstio isoladas ou em associagio a cstos de espermatoginias que ndio estio em
divisio, A proliferagio das células de Sertoh ¢ scpamda temporalmente e espacialmente da
proliferagdio espermatogonial. as oflulas de Sertol proliferam antes das espermatogdnias, a fim de
garantir um nimero adequado para acompanhar ¢ acomodar o crescimento dos cistos durantc a

espermatogénese. FG, fagossomos; L, luz do compartimento germinativo.
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ULTRA-ESTRUTURA E ATIVIDADE ENZIMATICA (3-HSD E FOSFATASE ACIDA)
DAS CELULAS DE LEYDIG DURANTE A ESPERMATOGENESE CONTINUA DE

SERRASALMUS SPILOPLEURA (CHARACIFORMES: CHARACIDAE).

Resumo

Serrasalmus spilopleura é uma espécie de teledsteo de reproduglo continua, isto €, produz
¢ libera gametas de forma constante durante o ciclo reprodutivo. O testiculo ndo passa por
alteragBes morfologicas durante o ciclo, mas exibe sazonalidade estrutural: regiio medular
(espermatogénica e de epitélio germinativo continuo) e regifio cortical (armazenamento de
espermatozoides € epitélio germinativo descontinuo). Nessas duas regides, as células de
Leydig foram caracterizadas através de sua ultra-estrutura e correlacionadas com sua
atividade 38-HSD. Na regido medular, as células de Leydig possuem intensa atividade 3[3-
HSD e caracteristicas estruturais tipicas de células produtoras de esterdides, como reticulo
endoplasmatico liso abundante e numerosas mitocdndrias de cristas tubulares. Diferentes
populacdes de células de Leydig também sdio documentadas nessa regifio. Essas populagdes
variam em caracteristicas citoplasmaticas e nucleares, e sugerem diferentes etapas na
biossintese e controle dos hormdnios esterdides. Esse fato ¢ condizente ao modelo de
reprodugiio continua, uma vez que a coexisténcia das diferentes etapas da espermatogénese
requer diferentes tipos de andrégenos. Na regifio cortical, as células de Leydig exibem
baixa atividade 3p-HSD e caracteristicas de degeneracdo, demonstradas pela ultra-estrutura
e intensa atividade da fosfatase acida. Essas caracteristicas sugerem, pelo menos, morie
celular das células de Leydig ou remodelagio citoplasmatica em resposta a um feedback
negativo. Em virtude da organizagdo estrutural e funcional, S. spilopleura constitui-se um

interessante modelo para estudos do controle da esteroidogénese nos peixes teledsteos.

Introduciao
As células de Leydig dos teledsteos, assim como dos demais vertebrados,

encontram-se no intersticio, de forma isolada ou em grupos, ¢ geralmente proximas aos
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vasos sangiiineos (Pudney, 1999). Nos teledsteos, o potencial esteroidogénico das células
de Leydig tem sido evidenciado através de sua ultra-estrutura, tipica de célula
esteroidogénica, e pela detecgio enzimatica da 3 beta-hidroxiesterdide desidrogenase (3p-
HSD) (Marshall & Lofts, 1956; Yaron, 1966; van den Hurk et al, 1978; Shanbhag &
Nadkarni, 1979; Cruz-Héfling & Cruz-Landim, 1984; Borges Fitho, 1987; Silva, 1987;
Grier et al., 1989; van Vuren & .Soley, 1990; Cauty & Loir, 1995; Cinquetti & Dramis,
2003; Lo Nostro et al., 2004; Garcia-Lopez et al., 2005). Recentemente, estudos in vitro
(Loir, 1990a,b) e o desenvolvimento de anticorpos especificos para a via esteroidogénica
dos peixes (Kobayashi et al, 1996, 1998), também confirmam as observagdes supracitadas:
as células de Leydig s3o os principais sitios de produgdc de andrégenos nos testiculos dos
teledsteos.

A correlagio da ultra-estrutura das células de Leydig com sua atividade
esteroidogénica ¢ reportada para poucos teledsteos gonocoristicos (Loir, 1990b; Cinquetti
& Dramis, 2003) e protoginicos (Yeung et al., 1985; Lo Nostro et al,, 2004). Em geral, nos
mamiferos e teledsteos, a sintese de andrdgenos correlaciona-se positivamente com células
de Leydig que possuem reticulo endoplasmatico liso desenvolvido e numerosas
mitocéndrias com matriz elétron-densa e cristas tubulares (Ewing & Zirkin, 1983; Loir,
1990b; Yeung et al., 1985; Cinquetti & Dramis, 2003; Lo Nostro et al., 2004).

Em geral, os peixes teleosteos exibem reprodugio sazonal, na qual as células de
Leydig passam por modificagdes morfoldgicas e funcionais durante o ciclo
espermatogénico (Borges Filho, 1987; Van Vuren & Soley, 1990; Cauty & Loir, 1995;
Cinquett: & Dramis, 2003). Nos peixes estudados, durante o periodo de reprodugdo, as
células de Leydig secretam grandes quantidades de andrégenos, mnecessarios para a
espermatogénese e para o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias (Pudney,
1999). Apés a reprodugdo, ao final do ciclo reprodutivo, as células de Leydig apresentam
alteragdes citoplasmaticas, como mitocdndrias com alteragdes, intensa vacuolizacio e
lisossomos (Van Vuren & Soley, 1990, Cauty & Loir, 1995; Cinquetti & Dramis, 2003)..
Essas caracteristicas sdo acompanhadas pela reducdo da atividade da 3p-HSD e diminuigfo
dos esterdides plasmaticos ao final do ciclo reprodutivo (Shanbhag & Nadkarni, 1979; van
den Hurk et al., 1978; Borges Filho, 1987; Cuevas et al., 1993; Cinquetti & Dramis, 2003;
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Lo Nostro et al., 2004). No entanto, até o presente momento, nfo existem informacgdes
sobre a atividade 3B-HSD e sua correlagio com a ultra-estrutura das células de Leydig
durante o ciclo de teledsteos de reproducio continua.

Serrasalimus spilopleura (Ostariophysi, Characiformes, Characidae), conhecida
como pirambeba, é uma espécie de boa adaptagio a ambientes lénticos (Ledo, 1996;
Schleser, 1997). N#o ¢ migradora e encontra-se nos principais reservatérios brasileiros,
onde sua reprodugiio é continua e mais intensa nas épocas de chuvas (Lamas & Godinho,
1996; Fujihara, 1997; Teles & Godinho, 1997).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar a atividade 38-HSD durante o ciclo
reprodutivo e correlaciond-la com a ultra-estrutura das células de Leydig durante a
espermatogénese contimua de S. spilopleura. Além disso, pretende-se verificar a relaggo da
atividade 3B-HSD com a atividade fosfatasica acida (marcador de lisossomos) no

citoplasma das células de Leydig.

Material e Métodos
Os animais

Machos adultos de S. spilopleura foram coletados, mensalmente, no rio Piracicaba
(Municipio de Santa Maria da Serra, Estado de S@o Paulo, Brasil), durante o periodo de
novembro de 2003 a abril de 2005, somando ao todo 65 exemplares. Os animais foram
anestesiados com 0,1% de benzocaina, pesados ¢ seus comprimentos mensurados. Em
seguida, os animais foram sacrificados por decapitagio e seus testiculos rapidamente
removidos, pesados ¢ imersos em solugdo fixadora apropriada para cada metodologia. Os

procedimentos adotados est@o de acordo com o Comité de Ftica Animal ¢ IBAMA.

Histoquimica enzimdtica da 3§-HSD

A enzima 3 beta-hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD) est4 envolvida em
diversas etapas da biossintese dos hormdnios esteroides (Fig. 1). E responsavel pelas
converses: (1) pregnenolona em progesterona; (2) 17 o-hidroxipregnenolona em 17 q-
hidroxiprogesterona; (3) dehidroepiandrosterona em androstenediona; ¢ (4) androstenediol

em testosterona (Fig, 1) (Kime, 1993; Kobayashi et al., 1996).
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A 3B-HSD atua na hidroxila (OH), ligada em posigfio beta a0 carbono 3 do esterdide
(Fig. 2). Em uma primeira etapa, a enzima oxida a hidroxila (OH), que ao ceder seus
elétrons, converte-se em um grupamento cetona (=0) (Fig. 2). Nessa reacio de
oxidorredugio, 0 NAD™ (forma oxidada) recebe os elétrons da OH e passa para sua forma
reduzida (NADH) (Fig. 2). Em uma segunda etapa, a 3p-HSD age como uma isomerase,
isto €, transfere a dupla ligagdo do carbono 5 para o carbono 4 do esterdide, convertendo
assim os hidroxiesterdides A° em A* (Fig. 2).
A localizagdo in situ da 38-HSD e consegiientemente das células esteroidogénicas de
S. spilopleura foi conduzida através de histoquimica enzimitica segundo protocolo
modificado de Borges Filho (1987) e Lo Nostro e colaboradores (2004). O principio do
método é fazer a enzima do tecido (38-HSD) oxidar um substrato fornecido (esterdide). O
meio de incubagio contém: dehidroepiandrosterona, NAD® (beta nicotinamida
dinucleotideo — forma oxidada) e sal de tetrazélio (Nitro Blue Tetrazolium - NBT). Com a
oxidag@o do esterdide, o NAD" recebe elétrons e passa para a forma reduzida, NADH, que
por sua vez ¢ capaz de reduzir o NBT. A forma reduzida do NBT (formazan) ¢ insolivel e
de coloragio azul-arroxeada, que permite identificar o local da reagio enzimatica.
Fragmentos de testiculos de S. spifopleura foram criopreservados em solugdes crescentes
de sacarose; rapidamente congelados em nitrogénio liquido e acondicionados em freezer
(-80°C) até o momento da reagio. O material congelado foi seccionado em criostato (Sum
de espessura) e incubado por 2h (37°C) em meio contendo: 11,9 ml de tampio fosfato (pH
7,6), 900ul de nitro blue tetrazolium (NBT) (preparado com 1,0mg dissolvido em 1 mi de
agua destilada); 600ul de substrato (preparado com 4mg de dehidroepiandrosterona
dissolvidos em 1ml de dimetilsulféxido - DMSO) e 20,0mg de NAD". Apods incubagdo, o
material foi lavado em tampdo fosfato, fixado em formol Ca™ e montado em gelatina.
Como controle negativo, algumas laminas foram incubadas em (a) meio sem esterdide ou
em (b) meio sem NAD". A documentagdo foi feita em sistema computadorizado para

analise de imagens (Leica Qwin 2.5).

Microscopia eletronica de tramsmissdo (MET)
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Fragmentos de testiculos foram fixados em solugiio de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampdo Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo menos 24 horas. O
material foi pos-fixado por 2h no escuro com 1% de tetroxido de 0smioc no mesmo tampao,
contrastado em bloco com solugdo aquosa de 5% de uranila por 2 horas, desidratado em
acetona, embebido em araldite, seccionado e contrastado com solugfio saturada de acetato
de uranila em 50% de alcool e citrato de chumbo. Os exemplares foram examinados e

documentados em microscopio eletrdnico de transmissdo Phillips — CM 100.

Citoquimica ultra-estrutural: detec¢dio enzimdtica da fosfatase acida (AcPase)

Fragmentos de testiculo foram fixados em solugdo de glutaraldeido 1% em tampado
cacodilato de sédio (0,1M a pH 7,2) por uma hora a 4°C. O material foi lavado no mesmo
tamp#o e incubado por uma hora (37°C) em meio contendo: 25mg de citidina-5’-
monofosfato, 12ml de agua destilada, 10ml de tamp#o acetato (0,05M a pH 5,0) e 3mi
nitrato de chumbo 1%. Como controle negativo, alguns fragmentos foram incubados sem o
substrato da reaciio (citidina-5’-monofosfato). Apds incubagfio, o material foi novamente
fixado em solugdo de ghitaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sédio (0,1M a pH 7,2),
pos-fixado por 2 horas no escuro com 1% de tetroxido de 6smio no mesmo tampdo, lavado
varias vezes no mesmo tampio, contrastado em bloco com solugfio aquosa de 2% de uranila
por 2 horas, desidratado em acetona e incluido em araldite. Os fragmentos foram
seccionados, examinados (sem pés-conirastagio) e documentados em microscopio

eletrdnico de transmissdo Phillips — CM 100.

Resultados
Histoquimica enzimdtica (3f-HSD)

A enzima 3B-HSD ocorre no compartimento intersticial de S. spilopleura, com
diferentes intensidades entre as duas regides principais do testiculo: medular (Fig. 3a) e
cortical (Fig. 3e). Na regido medular, a atividade da 3p-HSD ¢ intensa ¢ ocorre no
citoplasma das células de Leydig (Fig. 3a,b). As células de Leydig sdo abundantes (Fig.
3b,c) e acumulam-se preferencialmente nas areas de confluéncia do compartimento

germinativo (Fig. 3b,c). A reagio da 3B-HSD também ¢ positiva nas bordas dos cistos (Fig.
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3b.d) e ao redor das células germinativas (Fig. 3b,d). Na regido cortical, a reagio da 3p-
HSD diminui e apresenta-se difusa pelo compartimento intersticial (Fig. 3¢,f). O intersticio

torna-se reduzido e as células de Leydig sdo dificeis de serem visualizadas (Fig. 3e.f).

Ultra-estrutura das células de Leydig

As células de Leydig de §. spilopleura sfio encontradas proximas a vasos sangiiineos
(Fig. 4a) e possuem nicleo levemente excéntrico, com contorno irregular, heterocromatina
difusa e nucléolo evidente (Fig. 4c,g,h.k). O citoplasma apresenta reticulo endoplasmatico
liso bem desenvolvido e grande quantidade de mitocdndrias com cristas tubulares (Fig. 4c-
f.g-1,j.k). Nas regides em que o epitélio germinativo é continuo, diferentes populagdes de
células de Leydig coexistem no intersticio de S. spilopleura (Fig. 4a,g.j). As populagdes de
células de Leydig variam em caracteristicas citoplasmaticas e nucleares, como: 1) forma e
elétron-densidade das mitocondrias (Fig. 4c-k); 2) morfologia das cristas tubulares das
mitocdndrias (Fig. 4e,i); 3) quantidade e dilatagdo das cisternas do reticulo endoplasmatico
liso (Fig. 4b-d.fj.k); 4) dilatacio do espago perinuclear (distanciamento entre as duas
membranas do envoltério nuclear) (Fig. 4b,c,{-hj k). As células de Leydig de S. spilopleura
interagem com granulocitos (Fig. 41); com nervos amielinicos (Fig. 41) e com células
midides (Fig. 5g). Fibras de coldgeno, células midides e¢ nervos mielinicos também sdo
documentados no intersticio de §. spilopleura (Fig. 4d,g h.j,5f-).

Com a espermiacio (liberagio dos espermatozdides) e a ndo reposigio imediata das
células germinativas, o epitélio germinativo torna-se descontinuo ‘e caracterizado por
trechos de células de Sertoli entremeados por cistos isolados de espermatogénias (Fig. Sa-
¢). Nessas regifes, o intersticio € representado por diferentes populagdes de células de
Leydig que possuem constantes sinais de altera¢do (Fig. 5b,d,g-j) e intensa associagio com
macrofagos (Fig. Se-g). Os sinais de alteragio sdo: 1) mitocdndrias com lesfio e figuras de
mielina (Fig. 5b,d,g); 2) acimulo gradual de vesiculas de contetido amorfo, heterogéneo e

elétron-densidade variavel (Fig. 5g-i, 6a,b) e 3) micleo mats condensado (Fig. 5j,6a).

Fosfatase acida (AcPase)
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As células de Leydig da regido cortical, com sinais de degeneragéio, exibem intensa
atividade para fosfatase 4cida no nlicleo, nas mitocondrias e em algumas vesiculas (Fig.
6¢c,d,e). As vesiculas com intensa marcagdo para fosfatase acida sdo lisossomos, enquanto
que as vesiculas menores com pouca marcagdo sdo consideradas provenientes do complexo
de Golgi (Fig. 6f,g). As mitocéndrias sdo incorporadas gradativamente por um sistema de
endomembranas, ao qual parecem fusionar as vesiculas contendo fosfatase acida (Fig 6£,g).
As mitocondrias apresentam marcagdes pontuais para fosfatase acida em sua matriz e
cristas mitocondriais (Fig. 6fg). O quadro a seguir resume os resultados encontrados na

regido medular e cortical.

Quadro resumido dos resultados.

Funcio . . Fosfatase |
predominante Células de Leydig 3p-HSD Acida (AcP)
Regido Espermatogénica REL bem desenvolvido, +++ Ausente
Medular mitocOndrias de cristas

tubulares, espago
perinuclear dilatado

Regiiio Espermiac¢io Nucleo mais condensado, + +++
Conrtical muitos vacholos, figuras Nucleo,
de mielina, mitocéndrias vacaolos, €
danificadas mitocéndrias

Nota: reaciio intensa (+++); reacéo fraca (+).

Discussao

As células de Leydig de S. spilopleura, assim como dos demais teledsteos,
localizam-se no intersticio, de forma isolada ou em grupos, e geralmente proximas aos
vasos sangiiineos (Pudney, 1999). No entanto, a localizagfio das células de Leydig pode
variar em alguns teledsteos como Poecilia reticulata (Cyprinodontiformes: Poeciliidae), em
que as células de Leydig concentram-se na periferia do testiculo, em geral, ao redor do
ducto testicular (Pudney, 1999). Em ouiros teledsteos como Glossogobius olivaceus
(Perciformes: Gobiidae), as céiulas de Leydig formam uma massa glandular central,
separada do compartimento germinativo; e em Gobius niger (Perciformes: Gobiidae), as

células de Leydig acumulam-se no mesédrquio do testiculo (Pudney, 1999).
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Em S. spilopleura, a capacidade esteroidogénica das células de Leydig ¢
comprovada através de sua ultra-estrutura, caracteristica de célula esteroidogénica, com
reticulo endoplasmatico liso abundante ¢ mitocondrias de cristas tubulares: e pela detecgio
da enzima 3B-HSD. A despeito da lipofilia também ser uma caracteristica indicativa de
célula produtora de esterdides, as células de Leydig de S. spilopleura, assim como da
maioria dos peixes teledsteos (Guraya, 1976; Guraya, 2001), nfio apresenta incluses de
lipidio.

Estudos de histoquimica enzimatica também reportam a atividade da 3p-HSD nas
células de Sertoli dos teledsteos Cymatogaster aggregata (Perciformes: Embiotocidae)
(Wiebe, 1969), Fundulus heteroclitus (Cyprinodontiformes: Fundulidag) (Bara, 1969); S.
gairdneri (Salmoniformes: Salmonidae) (van den Hurk et al., 1978) e no testiculo em
repouso de P. scrofa (Characiformes: Prochilodontidae) (Borges Filho, 1987). No entanto,
com o uso de anticorpos especificos para a via esteroidogénica dos peixes, Kobayashi e
colaboradores (1996, 1998) nfo encontram marcagio para as células de Sertoli nos
testiculos imaturos e maduros de O. miloticus (Perciformes: Cichlidae) e O. mykiss
(Salmoniformes: Salmonidae). Em S. spilopleura, a atividade da 3-HSD também foi
encontrada nas bordas dos cistos e ao redor das células germinativas. A interpretaciio desses
resultados e das observagdes supracitadas devem ser melhor investigadas antes de qualquer
conclusdo a respeito da capacidade esteroidogénica das células de Sertoli nos peixes
teledsteos.

Nos teledsteos de reprodugio sazonal, a atividade da 33-HSD & baixa nos testiculos
regredidos (repouso), isto é, nos testiculos constituidos apenas por espermatogonias e
células de Sertoli (Cinquetti & Dramis, 2003). Com a espermatogénese, a 3p-HSD tem sua
atividade aumentada, porém comega a dimimuir apos a liberagio dos espermatozoides e
chega a ser imperceptivel durante o preparo da génada para o proximo ciclo (regressio)
(Cinquetti & Dramis, 2003; Lo Nostro et al., 2004). O comportamento da 3p-HSD esta de
acordo com os niveis plasmaticos de testosterona (T) e 11-cetotestosterona (11KT) durante
o ciclo reprodutivo de machos de Centropomus undecimalis (Perciformes: Centropomidae)
(Roberts et al., 1999) e Piaractus mesopotamicus (Characiformes: Characidae) (Gazola &

Borella, 1997), que possuem elevadas concentracdes de T e 11KT durante a maturacio,
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regressdo e a classe regredida (repouso).

A reagio da 3p-HSD nas diferentes regides {medular e cortical) do testiculo de S.
spilopleura correlaciona-se a atividade da enzima durante o ciclo dos teledsteos de
reprodugio sazonal, Na regiio medular (espermatogénica), a atividade 3p-HSD ¢ intensa, e
corrobora o fato da espermatogénese ser um processo altamente dependente de andrégenos
(Miura & Miura, 2003). Na regido cortical (armazenamento - espermiagao), a atividade 3p-
HSD ¢é menor e encontra-se dispersa pelo intersticio, sugerindo que a liberagio dos
espermatozoides é um processo que ndo depende tanto dos androgenos quanto a
espermatogénese. Apesar da sazonalidade estrutural, o comportamento da 3B-HSD
manteve-se estavel durante o ciclo reprodutivo de S. spilopleura.

As células de Leydig passam por alteragdes estruturais e funcionais durante o ciclo
dos teledsteos de reprodugio sazonal (Borges Filho, 1987, Van Vuren & Soley, 1990,
Cauty & Loir, 1995; Cinquetti & Dramis, 2003). Durante a regressio e nos testiculos
regredidos (repouso) de O. mykiss (Salmoniformes: Salmonidae), Cauty & Loir (1995)
documentam células intersticiais com caracteristicas intermediarias de fibroblastos e de
células de Leydig. Durante a maturagio (espermatogénese), as células de Leydig
apresentam citoplasma completamente diferenciado, reticulo  endoplasmatico liso
abundante e numerosas mitocdndrias de cristas tubulares (Borges Filho, 1987, Cauty &
Loir, 1995; Cinquetti & Dramis, 2003). Com a liberagio dos espermatozéides e durante a
regressio, as células de Leydig exibem sinais de degeneracio como nucleo mais
condensado; mitocdndrias grandes, alteradas e com poucas cristas; grande quantidade de
lisossomos; figuras de mielina; intensa vacuolizacdo e geralmente estdo associadas a
macrofagos (Van Vuren & Soley, 1990; Cauty & Loir, 1995; Cinquetti & Dramis, 2003).
As alteragdes nas células de Leydig acompanham a diminui¢do dos niveis de esterdides
plasmaticos ao final do ciclo reprodutivo (Scott & Sumpter, 1989; Roberts et al., 1999,
Gazola & Borella, 1997). A correlagio dos sinais de degeneragio com a capacidade
esteroidogénica diminuida também é observada em O. mykiss (Salmoniformes:
Saimonidae) (Loir, 1990b), M. albus (Synbranchiformes: Synbranchidae) (Yeung et al,
1985) e durante a regressio testicular de alguns mamiferos (Tahka, 1988).
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Em §. spilopleura, as caracteristicas das células de Leydig sio semelhantes as
alterages sofridas pelas células de Leydig durante o ciclo dos teledsteos de reprodugio
sazonal. Na regidio medular (espermatogénica), as células de Leydig possuem
caracteristicas estruturais tipicas de células esteroidogénicas, em semelhanca as células de
Leydig dos testiculos em maturagio (Cauty & Loir, 1995, Cinquetti & Dramis, 2003).
Entretanto, diferentes populagGes de células de Leydig coexistem nessa regifio do testiculo
de S. spilopleura. Essas populagBes variam quanto a caracteristicas citoplasmaticas e
nucleares, como: tamanho, forma e elétron-densidade das mitocondrias; quantidade e
morfologia das cristas tubulares das mitocdndrias; quantidade de reticulo endoplasmatico
liso; dilatagio das cisternas do reticulo endoplasmatico liso e dilatacio do espago
perinuclear (distanciamento entre as duas membranas do envoltério nuclear).

Cavaco e colaboradores (1999) sugerem que sob a influéncia de diversos
androgenos, as células de Leydig dos juvenis de Clarias gaviepinus (Siluriformes:
Clariidae) sofrem alteragbes em sua ultra-estrutura e tem sua atividade esteroidogénica
alterada. Muitas dessas alteracdes estruturais também foram encontradas em S. spilopleura.
Essas observagSes sugerem que a existéncia das populagdes de células de Leydig em S.
spilopleura pode estar relacionada a expressiio diferencial de receptores para os diferentes
tipos de androgenos como também pode ser um reflexo das diferentes etapas da biossintese
dos hormdnios esterdides. Essas hipoteses sdo coerentes em um modelo de reproducio
continua, uma vez que a coexisténcia das diferentes etapas da espermatogénese e também
do seu controle (feedback) requerem simultaneamente diferentes tipos de androgenos.

Em S spilopleura, as células de Leydig da regiio medular que apresentam
numerosas mitocdndrias com cristas tubulares, abundante reticulo endoplasmatico liso com
cisternas dilatadas e amplo espago perinuclear sdo consideradas de intensa capacidade
esteroidogénica. Essa observagdo esta de acordo com a intensa atividade da 3B-HSD na
mesma regido do testiculo. Em mamiferos ¢ outros teledsteos, a sintese elevada de
androgenos também & atribuida a células de Leydig que possuem grande volume de reticulo
endoplasmatico liso e numerosas mitocdndrias de matriz elétron-densa e cristas tubulares
(Ewing & Zirkin, 1983; Yeung et al., 1985; Loir, 1990). A dilatagfio do espago perinuclear

¢ considerada como reflexo da atividade do reticulo endoplasmatico, isto é, sob estimulos
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hormonais, o reticulo endoplasmatico torna-se dilatado e consegiientemente © espago
perinuclear apresenta o mesmo comportamento, uma vez que os dois compartimentos estao
conectados {ver revisio em Carvalho, 2001).

Na regido cortical (armazenamento de espermatozdides), as células de Leydig de S.
spiloplenra possuem caracteristicas de células em degeneragdo como mitocdndrias
lesionadas associadas a figuras de mielina, acimulo de vesiculas elétron-densas
(lisossomos e vesiculas contendo enzimas hidroliticas) e nicleo mais condensado. Essas
caracteristicas também ocorrem nas células de Leydig ao final do ciclo dos teledsteos de
reproducio sazonal (Cauty & Loir, 1995; Cinquetti & Dramis, 2003). Em 5. spilopleura, a
intensa atividade da fosfatase dcida comprova os sinais de degeneragdo, ¢ indica marcagio
em lisossomos, vesiculas contendo enzimas hidroliticas, mitocondrias, autofagossomos € no
nicleo. Recentemente, a presenga da fosfatase acida no nlcleo tem sido reportada por
varios autores (Bowen et al., 1993; Oliveira, 1997; Cruz Landim et al.,, 2002; Custodio et
al, 2004). A atividade da fosfatase acida no nucleo foi relacionada a transcrigio de RNAr
(Oliveira, 1997). No entanto, também & possivel que essa atividade esteja relacionada a
transcri¢io de RNAr para a sintese de proteinas relacionadas ao processo de morte celular
(Bowen et al., 1993).

A intensa atividade fosfatasica 4cida nas células de Leydig da regido cortical esta
associada & baixa atividade da 3p-HSD na mesma regido do testiculo de S. spilopleura.
Esse dado indica envolvimento do sistema endossomo-lisossomo na degradagio das
enzimas esteroidogénicas, como a 3B-HSD. Cavaco e colaboradores (1999) também
documentam lisossomos e autofagossomos nas células de Leydig de C. gariepinus juvenis
iratados com andrdgenos, e os atribuem a uma remodelacgio citoplasmatica para degradar as
enzimas da via esteroidogénica (como por exempio a 3p-HSD) em resposta ao feedback
negativo e controle da sintese de esterdides gonadais.

A associagio das células de Leydig com macrofagos ¢ evidente na regido cortical do
testiculo de S. spiloplewra. Em mamiferos, fatores derivados de macrofagos parecem
modular a atividade esteroidogénica das células de Leydig (ver revisdo em Gaytan et al.,
1994). Estudos em mamiferos demonstram que citocinas pro-inflamatorias produzidas por

macrofagos, inibem a sintese de androgenos nas células de Leydig por diminuir a atividade
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das enzimas da via esteroidogénica (Sun & Risbridger, 1994; Watson et al., 1994; Hales,
1996). No entanto, os macrofagos também podem estimular a proliferagio e a diferenciagio
das celulas de Leydig durante o desenvolvimento testicular de roedores (Gaytan et al.,
1994; Hales, 1996). Nos teleosteos, Lister e van der Kraak (2002) demonstram que o fator
a de necrose tumoral (TNFa), produzide pelos macréfagos, inibe a sintese de testosterona
em diversos sitios enzimaticos, e sugerem que a regulagiio da esteroidogénese nos peixes, &
semelhanga dos mamiferos, envolve miltiplos fatores que interagem de forma paracrina e
autocrina no testiculo. As células de Leydig com sinais de degeneragiio, documentadas na
regido cortical (espermiagio) do testiculo de S. spilopleura, sugerem que, pelo menos, sob
influéncia de hormdnios e/ou citocinas, as células de Leydig passam por uma remodelacgio
citoplasmitica que envolve a ativagio do sistema lisossdmico para degradar as enzimas
esteroidogénicas (como por exemplo a 3B-HSD) e diminuir a sintese de esteroides.
Também néo ¢ descartada a possibilidade das células de Leydig da regido cortical sofrerem
morte celular (ndo apoptdtica) por autofagia. O presente trabatho também mostra que em S.
spilopleura, a espermatogénese ¢ um processo mais dependente de andrégenos do que a
espermiacao.

O presente artigo descreve a ultra-estrutura das células de Leydig e a sua correlagio
com a atividade 3p-HSD em um modelo de espermatogénese continua. Documenta
diferentes populagdes de células de Leydig na regifio espermatogénica {epitélio germinativo
continuo), e células de Leydig com caracteristicas de degeneragio na regiio de
armazenamento de espermatozoides (epitélio germinative descontinuo). Entretanto, os
resultados geram questionamentos, como: (i) as células de Leydig com caracteristicas de
degeneragdo morrem ou apenas exibem uma remodelagio citoplasmatica em resposta a um
feedback negativo? (ii) se as células de Leydig passam por remodelagio citoplasmatica,
sera que retomam sua habilidade de produzirem androgenos? e (jii) se as células de Leydig
morrem, COmo OCorTe sua renovagdo e quem seriam seus precursores? Por possuir testiculo
com diferentes regides, S. spilopleura constitui-se um modelo interessante para responder
e€ssas questdes, ¢ em especial para melhor compreender o controle da esteroidogénese nos

peixes teleosteos de dgua doce,



99

Agradecimentos

Os autores agradecem ao Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias de
Botucatu — UNESP pelas facilidades de uso e acesso; as Dras. Fabiana Laura Lo Nostro ¢
Denise Vizziano pelas sugestdes na histoquimica enzimatica da 3p-HSD e a Fundag@o de
Amparo a Pesquisa do Estado de S#o Paulo (FAPESP) pelo suporte financeiro (processos
01/01575-0, 03/11078-% ¢ 04/01262-0).

Referéncias

Bara G. (1969) Histochemical demonstration of 38, 3a, 11f and 178 hydroxysteroid
dehydrogenases in the testis of Fundulus heteroclitus. Gen Comp Endocrinol 13:189-
200,

Borges Filho OF. (1987) Caracterizagdo dos estadios de maturacio e correlagdo com
avaliacBes histoquimico-enzimaticas e ultra-estruturais das células endocrinas
testiculares, durante o ciclo reprodutivo do Prochilodus scrofa ~ Steindachner, 1881.
Tese de Doutorado, Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo.

Bowen ID, Morgan SM, Mullarkey K. (1993). Cell death in the salivary glands of
metamorphosing Calliphora vomitoria. Cell Biol. Int. Rep. 17: 13-33.

Carvalho HF. (2001) Envoltério nuclear. In: Carvalho HF; Recco-Pimentel S, editors. A
Célula 2001. Editora Manole, cap 6, p 77-87.

Cauty C, Loir M. (1995) The interstitial cells of the trout testis (Oncorhynchus mykiss):
ultrastructural characterization and changes throughout the reproductive cycle. Tissue
Cell 27(4):383-395.

Cavaco JEB, van Blijswijk B, Leatherland JF, Goos HIT, Schulz RW. (1999) Androgen-
induced changes in Leydig cell ultrastructure and steroidogenesis in juvenile African
catfish, Clarias gariepinus. Cell Tissue Res 297:291-299.

Cinquetti R, Dramis L. (2003) Histological, histochemical, enzyme histochemical and
ultrastructural investigations of the testis of Padogobius martensi between annual
breeding seasons. J Fish Biol 63:1402-1428.

Cruz Landim C, Reginato RD, Moraes RL, Cavalcante VM. (2002) Cell nucleus activity
during post-embryonic development Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae).
Intranuclear acid phosphatase. Genet Mol Res 1(2):131-138.

Cruz-Hofling MA, Cruz-Landim C. (1984) Ultrastructural and histochemical studies on the
Leydig and Sertoli cell homologues in the testis of 7riportheus elongatus (Sardinh&o)
and Mylossoma aureum (Pacu). Cytobios 41:161-174.

Cuevas ME, Collins K, Callard GV. (1993) Stage-related changes in steroid-converting
enzyme activities in Squalus testis: synthesis of biologically active metabolites via 3f-
hydroxysteroid dehydrogenase/isomerase and Sa-reductase. Steroids 58:87-94.

Custodio AM, Goes RM, Taboga SR. (2004) Acid phosphatase activity in gerbil prostate:
comparative study in male and female during postnatal development. Cell Biol Int
28(5):335-344.



100

Ewing LL, Zirkin B. (1985) Leydig cell structure and steroidogenic function. Recent Prog
Horm Res 39:599-619,

Fujihara CY. (1997) Dindmica populacional de Serrasalmus spilopleura, Kner, 1860 no
reservatorio de Jurumirim (rio Paranapanema, SP): aspectos do crescimento, estrutura
populacional, reprodugiio e nutrigio. Dissertagio de Mestrado, Instituto de Biociéncias,
UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

Garcia-Lopez A, Martinez-Rodriguez G, Sarasquete C. (2005) Male reproductive system in
Senegalese sole Solea senegalensis (Kaup). anatomy, histology and histochemistry.
Histol Histopathol 20:1179-1189.

Gaytan F, Bellido C, Aguilar E, van Rooijen N. (1994) Requirement for testicular
macrophages in Leydig cell proliferation and differentiation during prepubertal
development in rats. J Reprod Fert 102; 393-399.

Gazola R, Borella M1 (1997) Plasma testosterone and 11-ketotestosterone levels of male
pacu Piaractus mesopotamicus (Cypriniformes, Characidae). Braz J Med Biol Res
30(12) 1485-1487.

Grier HY, van den Hurk R, Billard R. (1989) Cytological identification of cell types in the
testis of Esox lucius and E. niger. Cell Tissue Res 257:491-496.

Guraya SS. (1976) Recent advances in the morphology, histochemistry and biochemistry of
steroid-synthesizing cellular sites in the testes of nonmammalian vertebrates. In Rev
Cytol 47:99-136.

Guraya SS. (2001) Comparative cellular and molecular biology of testis in vertebrates.
Trends in endocrine, paracrine and autocrine regulation of structure and functions.
Science Publishers, Inc.

Hales DB. (1996) Leydig cell-macrophage interactions: an overview. In: Payne AH, Hardy
MP, Russell LD, editors. The Leydig cell. Vienna, IL: Cache River Press. p 452-475.
Kime DE. (1993) ‘Classical’ and ‘non-classical’ reproductive steroids in fish, Rev Fish Biol

Fish 3:160-180.

Kobayashi T, Chang X-T, Nakamura M, Kajiura H, Nagahama Y. (1996) Fish 3pB-
hidroxysteroid dehydrogenase/AS- A4 isomerase: antibody production and their use for
the immunohistochemical detection of fish steroidogenic tissues. Zool Science 13:909-
914.

Kobayashi T, Nakamura M, Kajiura-Kobayashi H, Young G, Nagahama Y. (1998)
Immunolocalization of stercidogenic enzymes (P450scc, P450¢17, P450arom, and 38-
HSD) in immature and mature testes of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Cell
Tissue Res 292:573-577.

Lamas IR, Godinho AL. (1996) Reproduction in the piranha Serrasalmus spilopleura, a
neotropical fish with an usual pattern of sexual maturity. Environ Biol Fishes 45:161-
168.

Ledo ELM. (1996) Reproductive biology of piranhas (Teleostei, Characiformes). In: Val
AL, Almeida-Val VMF, Randall DJ, editors. Physiology and Biochemistry of fishes of
the Amazon. p 31-41.

Lister A, van der Krazk G. (2002) Modulation of goldfish testicular testosterone production
in vitro by tumor necrosis factor o, interleukin-18, and macrophage conditioned media.
J Exp Zool 292:477-486.



101

Lo Nostro FL, Antoneli FN, Quagio-Grassiotto I, Guerrero GA. (2004) Testicular
interstitial cells, and steroidogenic detection in the protogynous fish, Symbranchus
marmoratus (Teleostei, Synbranchidae). Tissue Cell 36:221-231.

Loir M, Margeridon A, Cauty C. (1989) Leydig cells in Myleus terneizi testes. Aquat
Living Resour 2:57-61.

Loir M. {1990a) Trout steroidogenic testicular cells in primary culture. II Steroidogenic
activity of interstitial cells, Sertoli cells, and spermatozoa. Gen Comp Endocrinol
78:388-398.

Loir M. (1990b) Interstitial cells from the testis of the trout (Oncorhynchus mykiss) in vivo
and in primary culture. Cell Tissue Res 261:133-144.

Loir M. (1999) Spermatogonia of rainbow trout. II In vitro study of the influence of
pituitary hormones, growth factors and steroids on mitotic activity. Mol Reprod
Develop 53:434-442.

Marshall AJ, Lofts B. (1956) The Leydig-cell homologue in certain teleost fishes. Nature
177:704-705.

Miura T, Miura CI. (2003) Molecular control mechanisms of fish spermatogenesis. Fish
Physiol Biochem 28:181-186.

Oliveira APML. {1997) Estudo citoquimico em glindulas salivares de triatomideos do
género Rhodnius. Dissertagdo de Mestrado, UNESP, Sao José do Rio Preto, SP, Brazil.

Pudney J. (1996) Comparative cytology of the Leydig cell. In: Payne AH, Hardy MP,
Russell LD, editors. The Leydig cell. Vienna, IL: Cache River Press. p 98-142.

Pudney J. (1999) Leydig and Sertoli cells, nonmamralian. In: Knobil E, Neill JD, editors.
Encyclopedia of Reproduction, vol. 2. San Diego, CA: Academic Press. p 1008-1020.
Roberts SB, Jackson LF, King W, Taylor RG, Grier HJ, Sullivan CV. (1999) Annual
reproductive cycle of the common snook: endocrine correlates of maturation. Trans

Amer Fish Soc 128:436-445.

Schleser DM. (1997) Piranhas: everything about origins, care, feeding, diseases, breeding,
and behavior. Barron’s Educational Series, Inc. New York 88 pp.

Scott AP, Sumpter JP. (1989) Seasonal variations in testicular germ cell stages and in
plasma concentration of sex steroids in male rainbow trout (Salmo gairdneriy maturing
at 2 years old. Gen Comp Endocrinol 73:46-58.

Shanbhag AB, Nadkarni, VB. (1979) Histological and histochemical studies on the
testicular cycle of a fresh water teleost Channa gachua (Hamilton). Anat Anz 146:381-
389,

Sitva M. (1987) Morfologia ultra-estrutural do testiculo, cinética da espermatogénese e
barreira hemo-testicular da tilapia do nilo, Oreochromis niloticus (Peixe, Ciclideo).
Tese de Doutorado, Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG.

Sun XR, Risbridger GP. (1994) Site of macrophage inhibition of luteimizing hormone-
stimulated testosterone production by purified Leydig cells. Biol Reprod 50:363-367.
Tihka KM. (1988) Effect of differential photoperiod treatment on Leydig cell ultrastructure

in the bank vole (Clethriononys glareolus, S). Gen Comp Endocrinol 71:318-330.

Teles MEQ, Godinho HP. (1997) Cicle reprodutive da pirambeba Serrasalmus brandtii
(Teleostei, Characidae) na Represa de Trés Marias, Rio Sdo Francisco. Rev Brasil Biol
57:177-184.



102

Van den Hurk R, Peute J, Vermeij JAJ. (1978) Morphological and enzyme cytochemical
aspects of the testis and vas deferens of the rainbow trout, Salmo gairdneri. Cell Tissue
Res 186:309-325.

Van Vuren JHJ, Soley JT. (1990) Some ultrastructural observations of Leydig and Sertoli
cells in the testis of Tilapia rendalli following induced testicular recrudescence. J
Morphol 206:57-63.

Watson ME, Newman RJ, Payne AM, Abdelrahim M, Francis GL. (1994) The effect of
macrophage conditioned media on Leydig cell function. Ann Clin Lab Sci 24:84-95.
Wiebe JP. (1969) Steroid dehydrogenases and steroids in the gonads of the seaperch

Cymatogaster aggregata Bibbons. Gen Comp Endocrinol 12:256-266.

Yaron Z. (1966) Demonstration of 3p-hydroxysteroid dehydrogenase in the testis of Tilapia
mossambica (Cichlidae, Teleostei). J Endocrin 34:127-128.

Yeung WSB, Adal MN, Hui SWB, Chan STH. (1985) The ultrastructural and biosynthetic
characteristics of steroidogenic cells in the gonad of Monopterus albus (Teleostei)
during natural sex reversal. Cell Tissue Res 239:383-394.



Legenda das Figuras
Figura 1. Biossintese dos horménios esterdides nos peixes.
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Figura 3. Histoquimica enzimatica para 3B-HSD nos testiculos de S. spilopleura. a-d:
Regido medular do testiculo. Notar intensa reagdo para 33-HSD no compartimento
intersticial, em particular, no citoplasma das celulas de Leydig. Marcagfes também foram
encontradas nas bordas dos cistos e ao redor das células germinativas. ¢: Os quadrados
delimitam grupos de células de Leydig. e,f: Regido cortical do testiculo. Notar fraca e
dispersa rea¢do da 3p-HSD no compartimento intersticial. Le = células de Leydig, gc =
compartimento germinativo, ic = compartimento intersticial, ge = epitélio germinativo, ¢y
= cisto, cabega de seta = marcagio na borda dos cistos e ao redor das células germinativas,

n = micleo. Barras = a,e 100pm; b 50um; ¢-d,f 10um.
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Figura 4. Ultra-estrutura das células de Leydig na regiio medular do testiculo de .S.
spilopleura. a-1: LE = célula de Leydig, C = colageno, /C = compartimento intersticial, 7C
= cristas tubulares, M = mitocdndrias, N = ntcleo, NU = nucléolo, SER = reticulo
endoplasmatico liso, BV = vaso sangiiineo. a: LE com estrela = célula de Leydig com
reticulo endoplasmatico liso dilatado. b: cabegas de setas = reticulo endoplasmatico liso
com cisternas dilatadas, sefa larga = aumento do espago perinuclear. ¢: setas largas —
mitocondrias com elétron-densidade moderada, estrela = reticulo endoplasmatico liso. d:
Notar mitocondrias (A/) com elétron-densidade intensa. e: Detalhe do citoplasma da célula
de Leydig. estrelas = mitocdndrias com elétron-densidade moderada, cabecas de setas =
granulagdes na matriz mitocondrial. f: asferiscos = mitocondrias com cristas tubulares,
setas = reticulo endoplasmatico liso ao redor das mitocondrias. g: LE com estrela = célula
de Leydig com reticulo endoplasmatico liso dilatado. h: setas brancas = mitocondrias
grandes com cristas tubulares, asterisco = reticulo endoplasmatico liso abundante. i:
Aumento da regido delimitada em h. asteriscos brancos = mitocondrias grandes, elétron-
densas e com cristas tubulares (TC). j,k: Células de Leydig com reticulo endoplasmatico
dilatado (LE com estrela). asteriscos = numerosas mitocondrias, cabecas de setas =
cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico liso, sefas pequenas brancas = mitocondrias
de outra célula de Leydig. Em conseqiiéncia da dilatagdo do reticulo endoplasmatico liso, o
espago perinuclear também fica expandido (seta). 1: estrelas sem preenchimento =
mitocondrias numerosas e elétron-densas, NA = nervo amielinico, SCH = célula Schwann,
seta larga = granuldcito, asteriscos brancos = granulos. Barras = a 3 um; b 1,5 ym; ¢ 1,4

um;d 1 pm; e 0,5 um; £2,3 um; g 2,5 um; h 1,2 um; i 0,5 pm; j 1,8 pum; k1 um; 11,6 um.
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Figura S. Ultra-estrutura das células de Leydig na regido cortical do testiculo de S.
spilopleura. a-j CA = capilar sangiiineo, LE = células de Leydig, SE = célula de Sertoli, MY
= célula midide, C = colageno, GC = compartimento germinativo, /C = compartimento
intersticial, GE = epitélio germinativo, SGA = espermatogonias do tipo A, SZ =
espermatozoides, SP = espermiagdo, £ER = hemacias, L. = lumen testicular, B}V = vaso
sangiineo. a: asterisco = inclusdes de lipidios. b: DE = epitélio germinativo descontinuo,
seta grande = fagossomos, asteriscos = vacuolos digestivos, cabega de seta = dilatagio do
espago perinuclear, estrelas = mitocdndrias sem lesdo, setas pequenas = mitocondrias
grandes. ¢: DGE = epitélio germinativo descontinuo, sefas largas = inclusdes de lipidios
nas SE, cabeca de seta = células mioides, LE com estrela = células de Leydig com reticulo
endoplasmatico liso dilatado. d: Aumento da regido delimitada em b. Detalhe de uma
célula de Leydig com sinais de degeneragdo: mitocondrias grandes (estrelas) e figura de
mielina associada (seta). Notar expansio do espago perinuclear (cabeca de seta). e:
asteriscos = células de Leydig com sinais de degeneragdo, seta larga = macrofago. f: / =
intersticio, setas largas = macrofagos, estrela = restos celulares. g: Setas largas mostram
interagdo entre célula de Leydig (LE) e macrofago (M). estrelas = acimulo de vesiculas,
estrela com cabega de seta = mitocondria lesionada. h-j: / = intersticio, estrelas = acimulo
de vesiculas de formatos e elétron-densidades diferentes, SG = espermatogonias. Células de
Leydig em degeneragdo (LE com estrela - observar mitocondrias em degeneragio ou
aumento de vesiculas contendo enzimas hidroliticas). N = nervo misto, isto €, amielinico e
mielinico. Barras = a 5,5 um; b 4,1 pm; ¢ 5 um; d S um; e 4 um; £ 5 um; g 2 pm; h 4 pm;
i2pum;j5um.
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Figura 6. Ultra-estrutura das células de Leydig na regiio cortical do testiculo de S.
spilopleura e citoquimica ultra-estrutural para fosfatase acida. a-g: LE = células de
Leydig, SE = célula de Sertoli, GC = compartimento germinativo, /C = compartimento
intersticial, DGE = epitélio germinativo descontinuo, SZ = espermatozoides, Z = lumen
testicular, M = mitocondrias, N = nlcleo. a: LE com asterisco = célula de Leydig com
sinais de degeneragdo. Notar nucleo mais condensado e intensa vacuolizacdo
citoplasmatica. b: Detalhe da regido delimitada em a. Notar intensa vacuoliza¢io (cabegas
de setas). c-g: Fosfatase acida. e,d: Controle negativo da reagio. ¢: Cabecas de setas =
mostram marcagao enzimatica no interior de vesiculas (lisossomos). f: Cabecas de setas =
mostram marcagao enzimatica no interior de vesiculas; vesiculas grandes sdo consideradas
lisossomos enquanto que as menores sdo tidas como vesiculas provenientes do complexo de
Golgi. Astericos com cabegas de setas indicam a fusdo do sistema de endomembranas e
incorpora¢do de mitocondrias. Notar que algumas vesiculas com marcagao enzimatica se
fusionam a compartimentos delimitados por membrana contendo mitocondrias. g: cabecgas
de setas = marca¢do enzimatica no interior de mitocondrias e em vesiculas pequenas,
asteriscos = fusao do sistema de endomembranas e incorpora¢io de mitocondrias.

Barras = a2 pm; b 0,4 pm; ¢ 0,8 um; d 0,4 um; e 0,2 pm; £ 0,4 um; g 0,2 um.
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CAPITULO 2

ALTERACOES  HISTOMORFOMETRICAS DO EPITELIO GERMINATIVO,
PROLIFERACAO DAS CELULAS DE SERTOLI E ATIVIDADE 38-HSD DURANTE A
ESPERMATOGENESE DESCONTINUA DE  PIMELODUS  MACULATUS

(SILURIFORMES: PIMELODIDAE).

Resumo

Os testiculos de Pimelodus maculatus estdo divididos em franjas espermatogénicas,
intermediarias e de secre¢do.A reprodugdo de P. maculatus é sazonal, isto é, os testiculos
passam progressivamente por modificagdes morfologicas e apresentam espermatozoides
somente em uma determinada etapa do ciclo reprodutivo. Cada etapa do desenvolvimento
testicular € caracterizada por uma forma de epitélio germinativo (continua ou sazonal) e por
um tipo especifico de célula germinativa. As alteragdes morfologicas e morfométricas do
epitélio germinativo permitem descrever 4 classes reprodutivas: regredida, maturagao,
maturacdo final e regressao. Na classe regredida, o epitélio germinativo é continuo e
formado apenas por espermatogonias. A maturagdo é caracterizada por predominancia de
epitélio germinativo continuo, constituido por cistos de espermatogdnias, espermatocitos e
espermatides. A maturagdo final exibe epitélio totalmente descontinuo, e limen testicular
amplo e repleto de espermatozoides. A regressao envolve a liberagdo dos espermatozoides
e o preparo da gbnada para o proximo ciclo. Apresenta epitélio germinativo descontinuo
que ¢ gradativamente repovoado por espermatogdnias. Apesar da grande quantidade de
espermatogonias, a proliferagdo espermatogonial € baixa durante a classe regredida e
atribuida a divisdo das espermatogénias tronco. A atividade proliferativa das
espermatogonias € intensa na maturagdo e depois diminui, coincidindo com a exaustio das
espermatogonias e conseqiientemente com a formagdo do epitélio germinativo descontinuo.
A proliferagdo das células de Sertoli ocorre em maior freqiiéncia na classe regredida, e

contribui para o crescimento do testiculo durante o ciclo reprodutivo. Células intersticiais
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com formato fusiforme também se dividem na classe regredida e sdio consideradas como
precursoras das células de Leydig. A atividade 3B-HSD ¢ maior na maturagio e depois

diminui na regressdo e na classe regredida.

Introducio

A despeito das diferentes estratégias reprodutivas ¢ da consequente diversidade de
morfologias gonadais, o testiculo dos peixes teledsteos ¢ caracterizado em dois tipos
(tubular anastomosado e lobular), conforme a organizagio do compartimento germinativo
na periferia testicular (Grier, 1993, Grier & Taylor, 1998; Parenti & Grier, 2004). No
testiculo tubular anastomosado, o compartimento germinativo forma uma rede altamente
ramificada de algas e tibulos que se interconectam por toda extensdo testicular (Grier,
1993; Parenti & Grier, 2004). O testiculo lobular € caracterizado por apresentar
compartimento germinativo em formato digitiforme (com fundo cego) na periferia ventro-
lateral do 6rgdo (Grier, 1993; Parenti & Grier, 2004).

A superordem Ostariophysi, série Otophysi, compreende as ordens Siluriformes (15
familias e aproximadamente 37% das espécies) e Characiformes (14 familias e
aproximadamente 33% das espécies) ¢ a ordem Gymnotiformes (cinco familias e
aproximadamente 3% das espécies) (Reis et al, 2003). Dentre os Ostariophysi, os
Siluriformes sdo considerados uma das ordens mais diversas e abundantes da fauna
Neotropical (Fink & Fink, 1981; Loir et al., 1989; Nelson, 1994, Reis et al, 2003). A
ordem Siluriformes compreende um grupo de peixes extremamente grande, diverso e
amplamente distribuido nas regifes tropicais de todo o mundo (Fink & Fink, 1981; Loir et
al., 1989; Nelson, 1994; Reis et al, 2003). Essa diversidade reflete-se na morfologia
gonadal, em especial no sistema reprodutor masculino (Loir et al., 1989). Nos Siluriformes,
o conhecimento da estrutura testicular e da anatomia das diferentes porgdes do testiculo
além de fornecer subsidios para a melhor compreenséo do padrido de evolugfio gonadal do
grupo, compde um conjunto de dados morfologicos, que juntamente com os dados
morfolégicos tradicionais (osteologicos e de partes moles), e 0s dados moleculares, podem

ser utilizados no estudo das relagdes filogenéticas entre as familias.
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Recentemente, o epitélio germinativo dos peixes foi redefinido e, readequado de
acordo com os critérios histologicos de um tecido epitelial (Grier, 2000; Grier & Lo Nostro,
2000; Grier, 2002). Nos machos dos teledsteos, o epitélio germinativo é formado por cistos,
0s quais sfo constituidos por células germinativas, em desenvolvimento parcialmente
sincronico, envoltas pelos processos citoplasmaticos das células de Sertoli (Pudney, 1995;
Callard & Callard, 1999; Schulz & Miura, 2002; Miura & Miura, 2003; Schulz, 2003). A
espermatogénese ocotre no interior dos cistos e durante suas principais fases (proliferagdo
espermatogomal, meiose dos espermatocitos, espermiogénese e espermiacio) (Schulz &
Miura, 2002; Miura & Miura, 2003; Schulz, 2003), as células germinativas e as c¢élulas de
Sertoli passam por alteragdes morfologicas que refletem o estado e a funcionalidade do
epitélio germinativo (continuo e descontinuo) (Grier & Taylor, 1998; Grier, 2000; Grier &
Lo Nostro, 2000; Grier, 2002). O epitélio germinativo continuo é formado por cistos que
estdo dispostos ao longo de toda a membrana basal (Grier & Taylor, 1998; Grier, 2000;
Grier, 2002; Lo Nostro et al., 2003). Trata-se de um epitélio ativo, com constante produgio
de células germinativas (Grier & Taylor, 1998). O epitélioc germinativo descontinuo é
resultado da espermiagiio (liberagio dos espermatozoides para o amen testicular) e da ndo
reposigdo de imediato das células germinativas, o que gera regides de células de Sertoli
entremeados a poucos ¢ dispersos cistos de espermatogdnias (Grier & Taylor, 1998; Grier,
2000, Grier, 2002; Lo Nostro et al., 2003). Funcionalmente, trata-se de um epitélio que
deixa de produzir células germinativas e assume fungio de armazenamento de
espermatozéides (Grier & Taylor, 1998).

Nos teledsteos adultos, a proliferagiio das células de Sertoli tem sido descrita por
varios pesquisadores (Billard, 1969; Grier, 1993; Koulish et al., 2002; Vilela et al., 2003;
Shulz et al., 2003; Lo Nostro et al., 2003; Chaves-Pozo et al., 2005; Schulz et al., 2005) ¢
tornecido subsidios para compreender as sucessivas gerages de células de Sertoli a cada
periodo reprodutivo (Koulish et al., 2002; Lo Nostro et al., 2003), o crescimento testicular
(Vilela et al., 2003; Shulz et al , 2005) e para aumentar a produciio espermética final das
espécies (Matta et al., 2002). Na maioria das espécies estudadas, as células de Sertoli
proliferam em associagiio aos cistos de espermatogdnias, porém, também podem se dividir

em cistos de espermatdcitos e espermatides (Billard, 1969; Koulish et al., 2002; Vilela et
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al., 2003; Shulz et al., 2005). Com excegdo do bagre africano, Clarias gariepinus

(Siluriformes: Clartidae) (Schulz et al., 2003; Shulz et al., 2005), ndo existem informagdes
sobre a proliferacio das células de Sertoli em teledsteos mais primitivos de estrutura
testicular tubular anastomosado.

P. maculatus (Lacépede, 1803) pertence a ordem Siluriformes e a familia
Pimelodidae, considerada uma das familias mais abundantes e diversas dentre os peixes de
couro. E uma espécie de ampla distribuicio, sendo encontrada em varias bacias
hidrograficas da América do Sul (Godoy, 1987; Bazzoli et al., 1997). Sua reprodugdo ¢é
sazonal com desova parcelada no periodo de outubro a janeiro (Godinho et al., 1974,1977,
Fenerish, 1975), podendo ser antecipada ou atrasada, uma vez que esta na dependéncia de
uma série de fatores como cheias prolongadas, temperatura elevada e permanente, e
turbidez pequena (Azevedo, 1972).

Durante os altimos cingiienta anos, o ciclo reprodutivo dos petxes teledsteos tem
sido documentado através de pardmetros como indice gonadossomatico, volume gonadal,
anatomia e histologia das gdnadas. Apesar das variaveis supracitadas e das descrigdes
existentes serem Gteis para determinar o periodo reprodutivo, algumas questdes, como 0s
mecanismos de crescimento gonadal, regresséo, renovacdo celular a cada ciclo reprodutivo
e as alteragles das células esteroidogénicas testiculares precisam ainda ser melhor
exploradas.

Sendo assim, elegendo P. maculatus como modelo experimental, os propésitos do
presente trabalho sdo: (1) descrever a anatomia das diferentes porgdes do testiculo; (2)
analisar a estrutura testicular conforme a organizagdo do compartimento germinativo; (3)
descrever o ciclo reprodutivo de P. maculatus através das alteragbes morfologicas e
morfométricas do epitélio germinativo; {4) documentar e quantificar, através do antigeno
nuclear de proliferagio celular (PCNA), o mimero médio de células em proliferagio
{espermatogdnias, células de Sertolt e células intersticiais) durante cada etapa do ciclo; (5)
detectar por histoquimica enzimatica (3f-HSD) as células esteroidogénicas testiculares e

analisar seu comportamento durante o ciclo reprodutivo.

Material e Métodos
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Os animais

Machos adultos de P. maculatus foram coletados, mensalmente, no rio Piracicaba
(Municipio de Santa Maria da Serra, Estado de Sdo Paulo, Brasil), durante o periodo de
fevereiro de 2004 a abril de 2005, somando ao todo 80 exemplares. Os animais foram
anestesiados com 0,1% de benzocaina, pesados e seus comprimentos mensurados. Em
seguida, os animais foram sacrificados por decapitacio e seus testiculos rapidamente
removidos, pesados e imersos em solugdo fixadora apropriada para cada metodologia.
Animais na mesma faixa de comprimento foram considerados para o calculo do indice
gonadossomatico (IGS = [peso das gdnadas/peso total do animal] x 100). Apds observagio
histologica, os valores do IGS de cada classe reprodutiva foram agrupados e tratados
estatisticamente através do programa GraphPad Instat (3.06) por analise de variincia
(ANOVA) seguida de teste de comparagBes multiplas de Tukey. A freqiéncia de cada
classe reprodutiva também foi estimada durante o periodo de estudo. Os procedimentos

adotados estio de acordo com o Comité de Etica Animal e IBAMA.

Histologia

Os testiculos de P. maculatus foram fixados em solugio de 2% glutaraldeido ¢ 4%
paraformaldeido, em tampdo fosfato Sorensen (0,1M a pH 7.2) por pelo menos 24 horas. O
material foi desidratado, infiltrado e incluido em resina Technovit 7100 (Jung HistoResin).
Cortes transversais, longitudinais e seriados das porgdes cranial, mediana e caudal do
testiculo foram obtidos com 3um de espessura e corados em Hematoxilina Férrica/Eosina €
PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow (Quintero-Hunter et al,, 1991). A anatomia testicular
foi fotografada e as sec¢des histologicas analisadas e documentadas através de sistema

computadorizado para andlise de imagens (Leica Qwin 2.5).

Andlise estereoldgica

A proporgio dos componentes testiculares durante o ciclo reprodutivo foi realizada
através da contagem de pontos sobre campos histologicos de acordo com metodologia
proposta por Weibel (1978). A porcentagem de cada componente foi determinada pela

formula: [mimero de pontos sobre um determinado componente testicular/miimero total de
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pontos sobre o campo histologicolx 100. Conforme padronizagdo preliminar, foram
utilizados 5 animais por classe reprodutiva, sendo que para cada exemplar foram
quantificados aleatoriamente 5 campos histologicos distintos de 3pm de espessura. Os
componentes testiculares foram contados em objetiva de imersdo com reticulo de 130
pontos (13x10). Ao todo foram contados 650 pontos por animal e 3.250 pontos por classe
reprodutiva. No compartimento germinativo, as estruturas quantificadas foram:
espermatogOnias (primarias e secundarias), espermatocitos (primarios e secundarios);
espermatides; espermatozdides (sempre na luz do compartimento germinativo); células de
Sertoli e luz do compartimento germinativo. No compartimento intersticial, granulocitos €
componentes intersticiais (células de Leydig, células midides, vasos sangiiineos e outros)
também foram quantificados. Os dados obtidos foram tratados estatisticamente através do
programa GraphPad Instat (3.06) por analise de variincia (ANOVA) seguida de teste de

comparagdes multiplas de Tukey.

PCNA (proliferating cell nuclear antigen)

O PCNA ¢ altamente conservado {(ver Chiefft et al., 2001) e considerado o marcador
mais utilizado para se detectar proliferagdo celular nos testiculos dos vertebrados: em
peixes - Anguilla japonica (Miura et al.,, 1999; Miura et al., 2002), S. marmoratus (Lo
Nostro et al., 2003); em anfibios - Cynops pyrrhogaster (salamandras) (Yazawa et al,
2000); em répteis - Podarcis s. sicula (lagartixas) (Chieffi et al., 2001); e em mamiferos
(Kang et al., 1997). Fragmentos de testiculos de P. maculatus foram fixados, processados
em parafina, seccionados, desparafinizados e preparados para reacdo imuno-histoquimica
do PCNA conforme as especificagdes do fabricante (Novocastra — NCL-PCNA). Como
controle negativo, algumas ldminas tiveram o anticorpo primério omitido e substituido por

TBS.

Estimativa do mimero médio de células em proliferacio
0O numero médio de células em profiferagio foi estimado através da contagem de
células imunoreativas ao PCNA por campo histolégico, semelhante & metodologia de

Chaves-Pozo e colaboradores (2005). Para tanto, foram utilizados 5 animais por classe
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reprodutiva, sendo que para cada exemplar foram contados aleatoriamente 5 campos
histologicos distintos (cada campo tem 17mm’ de 4rea) em objetiva de imersio, totalizando
25 campos para cada classe reprodutiva. Os dados obtidos foram tratados estatisticamente
através do programa GraphPad Instat (3.06) por analise de varidncia (ANOVA) seguida de

teste de comparagGes muitltiplas de Tukey.

Histoquimica enzimdtica da 3f-HSD

Fragmentos de testiculos de FP. maculatus, provenientes de diferentes classes
reprodutivas, foram criopreservados com solugdes crescentes de sacarose, rapidamente
congelados em nitrogénio liquido ¢ acondicionados em freezer (-80°C) até 0 momento da
reagdo. O material congelado foi seccionado em criostato (Sum de espessura) e incubado
por 2h (37°C) em meio contendo: 11,9 ml de tampéo fosfato (pH 7,6); 900ul de nitro blue
tetrazolium (NBT) (preparado com 1,0mg dissolvido em 1 ml de agua destilada); 600pl de
substrato (preparado com 4mg de dehidroepiandrosterona dissolvidos em 1ml de
dimetilsulféxido - DMSO) e 20,0mg de NAD". Apés incubagio, o material foi lavado em
tampdo fosfato, fixado em formol Ca'? e montado em gelatina. Como controle negativo,

algumas laminas foram incubadas em (1) meio sem esterdide ou em (2) meio sem NAD".

Resultados
Anatomia e Estrutura Testicular

Os testiculos de P. maculatus sio pares e formados por franjas de formato e nimero
variavel (Fig. 1A-D). As franjas conectam-se cranialmente ao ducto testicular principal (Fig
1A-D) e caudalmente a um ducto comum, denominado de ducto esperméatico (Fig. 1A-D).
O ducto espermatico ¢ formado pela fusdo lateral do ducto principal de cada testiculo (Fig.
IB) e exterioriza-se através da papila urogenital. De acordo com os tipos de franjas, os
testiculos de P. maculatus estdo divididos em 3 regides: (1) cranial com franjas
exclusivamente espermatogénicas; (2) intermediaria ou de transigfio, constituida por franjas
intermediarias; e (3) caudal, formada apenas por franjas secretoras (Fig. 1A,B).

As franjas espermatogénicas ocupam grande parte da porgio cranial dos testiculos

de P. maculatus (Fig 1A-D). Sdo numerosas, com formato variavel (Fig 1A-D) e
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apresentam-se divididas em dois compartimentos; o germinativo € o intersticial separados
por uma membrana basal (Fig 1E). O compartimento germinativo disposto na forma de
alcas e tibulos é revestido pelo epitélio germinativo (Fig. 1E). Trata-se de uma estrutura do
tipo tubular anastomosado, como demonstrado na Figura 1E. O compartimento intersticial ¢
formado por um tecido conjuntivo frouxo, que € uma extensio do tecido conjuntivo
subjacente a capsula testicular (Fig. 1E).

As franjas intermediérias ou de transic#o distribuem-se na regido intermediaria do
testiculo entre as franjas espermatogénicas e as franjas secretoras (Fig. 1A,B). De dificil
distincio anatdmica (Fig. 1CD), as franjas intermediarias sdo dotadas de intensa
musculatura lisa e epitélio simples clibico que se organiza em tibulos e algas (Fig. 1F,]).
Proximo ao ducto espermitico, as franjas intermedidrias possuem luz repleta de
espermatozoides, enquanto que na regido oposta (distal), a luz encontra-se parcialmente
obliterada ¢ sem nenhuma secregio (Fig. 1F). As caracteristicas supracitadas sugerem um
papel de armazenamento de espermatozoides nas franjas intermediarias (Fig. 1F).

As franjas secretoras ocorrem na regifo caudal do testiculo e tém aspecto mais
esbranquigado do que os outros tipos de franjas (Fig. 1A,B,C). Apresentam epitelio em
diferentes etapas da biossintese ¢ acimulo de secreglo (Fig. 1G,H). Inicialmente, o epitélio
secretor é simples cilindrico e a secregdo ¢é liberada de forma apdcrina (parte do citoplasma
desprende-se do epitélio) (Fig. 1G.J). Progressivamente, o epitélio torna-se simples cubico
e a secregdio € constituida por granulagdes heterogéneas (Fig. 1G,K). Ao final do processo,
o epitélio secretor ¢ simples pavimentoso e a secregiio ¢ mais abundante, homogénea e
finamente granular (Fig. 1H,L). A secregdo ¢ acidofila (Fig. 1K,L) e nfio reage ao PAS
(Fig. 1GH,]), o que indica, respectivamente, carater basico e auséncia de polissacarideos
neutros em sua composigio. Alguns poucos espermatozoides podem ser encontrados no
interior das franjas secretoras (Fig. 1G,H,J-L).

As caracteristicas anatdomicas do testiculo de P maculaius alteram-se
significativamente durante o ciclo reprodutivo (Fig. 1A,B,C,D). Nos testiculos regredidos
(inicio do ciclo reprodutivo), as franjas espermatogénicas sio estreitas e afiladas, enquanto
que as caudais, também afiladas, ndo apresentam nenhum tipo de secrecdo (Fig. 1C).

Durante a matura¢fio, os testiculos possuem franjas caudais pouco desenvolvidas e em
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processo de formagdo de secregdo (Fig. 1B). Na maturacio final, os testiculos sdo bem
desenvolvidos; com franjas espermatogénicas e intermediarias repletas de espermatozéides
(Fig. 1E,F) e franjas caudais com grande quantidade de secrecdio (Fig. 1H). Na regressio,
os testiculos tém anatomia semelhante a dos testiculos regredidos (Fig.1D), com excegio

das franjas caudais que ainda possuem alguma secrecio.

Ciclo Reprodutivo — Alteragies no epitélio germinativo

As alteragBes histologicas e morfométricas do epitélioc germinativo permitem
descrever 4 classes reprodutivas ao longo do ciclo de P. maculatus: regredida; maturaciio;
maturagdo final, e regressio. Variagdes no IGS também acompanham as alteragdes do
epitélio germinativo em cada classe reprodutiva (Grafico 1). A dinamica da reprodugio de
P. maculatus pode ser observada pela distribuicio das classes reprodutivas durante o
periodo de estudo (Grafico 2). O periodo reprodutivo de P. maculatus é longo e concentra-

se principalmente entre os meses de dezembro a julho (Gréafico 2).

Classe Regredida

Na classe regredida, os testiculos de P. maculatus apresentam franjas reduzidas,
com compartimento germinativo na forma de tibulos anastomosados (Fig. 2AB). O
compartimento germinativo é constituido apenas por espermatogdnias e células de Sertoli
(Fig. 2C-G) (Grafico 4). Possui luz obliterada, embora, possa conter espermatozoides
residuais (Fig. 2F,G) (Grafico 4). O compartimento germinativo é separado do tecido
intersticial através de uma membrana basal nitida ao PAS (Fig. 2C-G). O intersticio ¢
proeminente (Gréficos 3 ¢ 7) e com intensa vasculariza¢do (Fig. 2C,H-I). As células de
Leydig sdo encontradas proximas a vasos sangiiineos (Fig. 2C), em especial, aos vasos da
capsula testicular (Fig. 2H-J). Uma grande quantidade de granulécitos também é notada no
intersticio dessa classe reprodutiva (Fig. 2C,H-J) (Grafico 7). Muitos granuldcitos estio
associados a grupos de células de Leydig (Fig. ZH-J).

A proliferagfio espermatogonial ¢ evidenciada através de figuras mitéticas (Fig. 2D-
inset) e também pela imuno-histoquimica do PCNA (Fig. 10). As espermatogdnias

apresentam marcagio nuclear para 0 PCNA e sua atividade proliferativa é considerada
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baixa em relagio as demais classes reprodutivas (Grafico 5). As células de Sertoli também
tém reacdio ao PCNA (Fig. 10) (Graficos 5 e 6). A divisdo desse tipo celular, em sua maior
parte, ocorre quando as células de Sertoli estdo associadas a espermatogOnias ndo marcadas
ao PCNA, ou seja, associadas a espermatogdnias que ndo estio em prolifera¢io (Fig.
10D.E). A proliferagio das células de Sertoli é intensa (Graficos 5 ¢ 6), e resuita em um
nimero elevado de células de Sertoli por espermatogdnia (Fig. 2C. E-inset). Células
intersticiais de formato fusiforme também sio imunoreativas a0 PCNA (Fig. 10CF). A
proliferagio das células intersticiais também foi documentada junto da regido da capsula
testicular (Fig. 10F). O nimero médio de células intersticiais em proliferagio € elevado
nesta etapa reprodutiva (Grafico 5).

A localizagiio da 3p-HSD concentra-se ao redor das espermatogénias (Fig. 14A,B).
Nio foram detectadas atividades de 3-HSD no intersticio (Fig. 14A,B).

Classe de Maturagdo

A maturagio caracteriza-se pelo inicio da espermatogénese. O epitélio germinativo
¢ constituido por cistos de espermatogdnias, espermatocitos e espermatides (Fig. 5)
(Grafico 4). Em P. maculatus, a maturagio apresenta predomindncia de epitélio
germinativo continuo na porgo distal das franjas; e epitélio germinativo descontinuo na
porgio proximal (proxima & regifo do ducto testicular principal) (Fig.3). No entanto, em
etapas mais avancadas da maturagio, a situagio inverte-se: epitélio descontinuo e repleto de
espermatozobides na porgdo distal; e epitélio continuo na regido proxima ao ducto testicular
principal (Fig. 4). Essas observagdes indicam que a espermatogénese ocorre mais de uma
vez em cada porgdo da franja. Franjas em diferentes etapas de maturagdo também sdo
documentadas em P. maculatus (Fig. 3A).

A ocorréncia de sucessivos ciclos espermatogénicos em cada porcio da franja ¢
atribuida a cinética do epitélio germinativo (Fig. 5); em especial ao rapido funover das
espermatogdnias. As espermatogdnias basais do epitélio proliferam e chegam a formar uma
camada continua abaixo do estrato que est2 em maturagio (Fig. 5B,C.E). Quando os cistos
do estrato superior sofrem espermiagdo, o epitélio ndo chega a ficar descontinuo em fungdo

do estrato basal de espermatogdnias (Fig. 5D,F,G), que pode novamente reiniciar o ciclo
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espermatogénico. A cada ciclo espermatogénico, a luz do compartimento germinativo
torna-se progressivamente ampla e repleta de espermatozdides (Fig. SAF).

Na andlise quantitativa, os espermatocitos sfio as células germinativas em maior
quantidade, seguida das espermatogdnias, espermatozoides e espermatides (Grafico 4). Em
relagdo a classe regredida, a luz do compartimento germinativo aumenta (Grafico 4), e em
contrapartida, o intersticio diminui em fun¢io do desenvolvimento dos cistos (Graficos 3 e
7). Os granulbcitos também estdio presentes nesta etapa do ciclo, porém em menor
quantidade do que na classe regredida (Grafico 7).

Quanto ao PCNA, a maturagio é o periodo de maior proliferagio das
espermatogbnias (Fig. 11) (Grafico 5). Esse dado ¢ atribuido a rapida reposigio do epitélio
e ao recrutamento das espermatogdnias para os sucessivos ciclos espermatogénicos. As
células de Sertoli tém atividade mitotica diminuida em relagio 4 classe regredida (Graficos
5 e 6). A proliferagio das células de Sertoli ndo foi documentada em cistos de
espermatocitos € espermatides (Fig. 11). Os espermatdcitos possuem marcagdes nuclear e
citoplasmatica para o PCNA (Fig. 11A-D). As espermatides apresentam apenas marcagfo
citoplasmatica para o PCNA (Fig. 11B,D,E). Nao foram encontradas células intersticiais
em proliferagiio (Fig. 11).

A 3B-HSD localiza-se ao redor de espermatogdnias e também no citoplasma das

celulas intersticiais, encontradas préoximas da capsula testicular (Fig. 14 C,D D-inset).

Classe de Maturacdo Final

Na maturagdo final, a atividade proliferativa das espermatogonias diminui,
coincidindo com a exaustio das espermatogdnias e consegiientemente com a formagio do
epitélio germinativo descontinuo (Fig. 6A-D,7) (Graficos 4 € 5). A maturagio final é
diagnosticada por apresentar franjas de epitélio totalmente descontinuo, luz ampla e repleta
de espermatozdides (Fig. 6A-D,7) (Grafico 4). O epitélio germinativo € constituido por
trechos de células de Sertoli eniremeados por poucos e isolados cistos de espermatogénias
(Fig. 7B-F). As células de Sertoli possuem fagossomos como evidéncia da fagocitose de
espermatozéides mnviaveis (Fig. 7C,D,F,G). Quantitativamente, 0s espermatozoides sio as

células germinativas mais abundantes dessa classe reprodutiva (Grifico 4). O intersticio
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encontra-se bem reduzido (Fig. 6,7) (Graficos 3 ¢ 7), ¢ com a menor quantidade de
granulocitos em relagdo as demais classes reprodutivas (Grafico 7). O repovoamento do
epitélio parece ocorrer, gradativamente e lentamente, das extremidades veniro-laterais em
direcio ao centro da franja (Fig. 6AE). Além disso, € possivel que a liberagio dos
espermatozoides ocorra a partir dessa classe reprodutiva (Grafico 1).

Quanto ao PCNA, dispersas ¢ poucas espermatogdnias mostram-se em proliferacdo
(Fig. 12). Cistos isolados de espermatécitos e espermatides apresentam marcagio
citoplasmatica e/ou nuclear a0 PCNA (Fig. 12C). Poucas células de Sertoli proliferam (Fig,.
12D) (Graficos 5 e 6). A proliferagio das células de Sertoli ocorre quando niio formam
cistos, isto é, no epitélio germinativo descontinuo (Fig. 12D). Células intersticiais nfo
foram encontradas em proliferacio (Fig. 12) (Grafico 6).

A 3B-HSD localiza-se, de forma ténue, ao longo de todo o epitélio descontinuo, ou
seja, no citoplasma das células de Sertoli (Fig. 14E-G). Poucas células intersticiais
apresentam reagdo a 3p-HSD (Fig. 14E-G).

Classe de Regressdo

A regressiio & caracterizada pela liberagio dos espermatozodides e gradual reposigao
do epitélio germinativo (Fig. 8,9) (Grafico 4). As evidéncias morfologicas € quantitativas
desses processos sdo: redugio da luz testicular; diminuicio da quantidade de
espermatozoides, e aumento do numero de espermatogdnias (Fig. 8,9) (Grafico 4). A
reposicio do epitélio germinativo ocorre a partir das extremidades veniro-laterais em
direcio ao centro da franja (Fig. 8B.C). Assim, na periferia ventro-lateral, o epitélio ¢
continuo € composto por apenas espermatogOnias e células de Sertoli (Fig. 8B,C,9E),
enquanto que na regifo central, o epitélio ¢ descontinuo e formado por trechos de células de
Sertoli entremeados a cistos de espermatogdnias (Fig. 8B,C,9A-D). Com a liberagéo dos
espermatozoides, o intersticio torpa-se, progressivamente, desenvolvido (Fig. 9F) (Graficos
3 e 7). Em alguns exemplares, o intersticio encontra-se desorganizado, com granulécitos ¢
células de nicleo central e citoplasma repleto de vacuolos PAS positivos (Fig. 9C). Células

de Leydig dispersas e associadas a granuldcitos também podem ser notadas (Fig. 9A-D).
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Fagocitose de espermatozoides residuais e figuras mitdticas s3o comuns nesta etapa do

desenvolvimento testicular (final de regressdo/inicio de classe regredida) (Fig. 9F).

O numero de espermatogOnias em proliferaciio é numericamente menor em relagio
a classe anterior, embora, ndo exista diferenga estatisticamente significativa entre elas (Fig.
13) (Grafico 5). As células de Sertoli proliferam pouco no epitélio germinativo descontinuo
(Fig. 13E) (Gréficos 5 e 6). Células intersticiais de micleo arredondado a alongado também
se dividem nessa classe reprodutiva (Fig. 13 C,D} (Grafico 5). A localizagdo da 3p-HSD

ocorre de forma similar ao da classe regredida.

Discussio

A ordem Stluriformes compreende um grupo de peixes extremamente grande,
diverso e amplamente distribuido nas regides tropicais de todo o mundo (Fink & Fink,
1981; Loir et al., 1989; Nelson, 1994; Reis et al., 2003). Essa diversidade reflete-se na
morfologia gonadal, em especial no sistema reprodutor masculino (Loir et al, 1989).
Algumas familias dos Siluriformes apresentam testiculo saculiforme, com ou sem regido
secretora caudal: sem porgdo secretora — Helogeneidae, Aritdae (Loir et al., 1989) e alguns
Loricariidae como Ancistrus triradiatus (Mansour & Lahnsteiner, 2003); com porgio
secretora — Loricariidae, Callichthyidae (Loir et al., 1989). Em outras familias, o testiculo é
dividido em: (1) franjas espermatogénicas [incertis sedis, Conorhynchos conirostris (Cruz
& Santos, 2004), Aspredinidae (Mansour & Lahnsteiner, 2003)]; (2) franjas
espermatogeénicas craniais e franjas secretoras caudais [alguns Bagridae como Chrysichthys
nigrodigitatus (Loir et al., 1989), alguns Pimelodidae como ITheringichthys labrosus (Santos
et al., 2001)]; (3) franjas mistas, com porgdo espermatogénica ¢ secretora na mesma franja
falguns Bagridae como Mysfus armatus (Mansour & Lahnsteiner, 2003)]; (4) franjas
espermatogénicas craniais, franjas secretoras caudais e franja modificada para
armazenamento de espermatozoides [Heptapteridae (Loir et al., 1989)}; e (5) franjas
espermatogénicas, franjas secretoras, franjas de armazenamento de espermatozoides e uma
estrutura central e ampla de aparéncia de “favo de mel” (“honeycomb”) denominada de
vesicula seminal ou ampola [Auchenipteridae (Loir et al., 1989; Meisner et al., 2000)}. Em

P. maculatus, os testiculos estio divididos em franjas espermatogénicas craniais, franjas
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intermediarias de armazenamento de espermatozoides e franjas secretoras caudais. A
atividade secretora das franjas caudais dos testiculos do Pimelodidae parece estar presente
apenas durante a maturaciio testicular (Santos et al., 2001; Cruz & Santos, 2004). Estudos
histoquimicos, conduzidos por Cruz e Santos (2004), apontam a secre¢éio encontrada em .
maculatus e 1. labrosus como constituida principalmente por glicoproteinas neutras e
glicoconjugados acidos. Nesse estudo, também com P. maculatus, a secregio das franjas
candais, além de ndo reagir ao método de detecgio de polissacarideos neutros, apresenta
forte reacdo aos corantes acidos, expondo o seu cardter basico. Outros trabalhos (ver
revisio em Mansour et al., 2004) tém mostrado que a secregdo encontrada nos testiculos
dos teledsteos € constituida principalmente por mucoproteinas, mucopolissacarideos,
esteroides e ferormdnios, gque aumentam o volume de sémen durante a maturagio,
contribuem para a motilidade dos espermatozoides, atragdo das fémeas e conseqlientemente
para a fertilidade.

Entre os Siluriformes, as estruturas de armazenamento de espermatozéides surgem
pela primeira vez nos testiculos dos Pimelodidae (Loir et. al., 1989). Loir e colaboradores
(1989) reportam uma franja modificada curta, de parede musculosa e repleta de
espermatozoides nos testiculos de P. ornafus e em P. blochii. Essa estrutura, de dificil
localizagfo, também presente nos testiculos de P. maculartus, ndo foi documentada em /.
labrosus (Santos et al., 2001; Cruz & Santos, 2004).

A presenga de Orglos acessorios nos testiculos dos teledsteos, como vesiculas
seminais ou estruturas de armazenamento de espermatozoides também tém sido utilizada
como um carater morfoldgico nos estudos sobre a sistematica e filogenia de alguns grupos
de peixes, em especial nos Situriformes (Loir et al, 1989). Nos Siluriformes, o
conhecimento da estrutura testicular e da anatomia das diferentes porgdes do testiculo além
de fornecerem subsidios para a melhor compreensiio do padrdo de evolugdo gonadal do
grupo, compde um conjunto de dados morfologicos, que juntamente com os dados
morfoldgicos tradicionais (osteoldgicos e de partes moles), e os dados moleculares, podem
ser utilizados no estudo das relagtes filogenéticas entre as familias.

As alteragdes histologicas do epitélio germinativo e 0s estagios de desenvolvimento

das células germinativas permitem descrever 5 classes reprodutivas (regredida, maturagdo
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inicial, maturacio intermediaria, maturagio final e em regressio) durante o ciclo
reprodutivo dos Perciformes, como em Centropomus undecimalis (Grier & Taylor, 1998;
Taylor et al, 1998), Cynoscion nebulosus (Brown-Peterson & Warren, 2001),
Rachycentron canadum (Brown-Peterson et al., 2002) e Padogobius martensi (Cinquetti &
Dramis, 2003); dos Synbranchiformes, como em Synbranchus marmoratus (Lo Nostro et
al., 2003); e dos Siluriformes, como em Pseudoplatystoma fasciatum (Batlouni et al.,
2006). Com base nas alterages morfologicas ¢ morfométricas do epitélio germinativo, 4
classes reprodutivas (regredida, maturagio, maturagio final e regressio) foram descritas
durante o ciclo reprodutivo de P. maculatus. Essa classificacio difere, em partes, da
proposta dos trabalhos supracitados, em fungZo do tipo de reprodugdo e da estrutura
testicular.

A classe regredida de P. macuwiatus ¢ semelhante ao documentado em C.
undecimalis (Grier & Taylor, 1998; Taylor et al., 1998), C. nebulosus {Brown-Peterson &
Warren, 2001), R. canadum (Brown-Peterson et al., 2002), 8. marmoratus (Lo Nostro et al.,
2003) e P. martensi (Cinqueiti & Dramis, 2003). O compartimento germinativo de P.
maculatus ¢ formado por corddes de espermatogonias e células de Sertoli. Como resultado
da liberagfio dos espermatozdides do ciclo anterior, a luz testicular é praticamente
obliterada, embora alguns espermatozodides residuais possam ser encontrados na luz
remanescente. Lo Nostro e colaboradores (2003) classificam o lamen testicular da classe
regredida em dois tipos: “descontinuo” e “continuo”. O lamen “descontinuo” ¢
caracterizado por constrigbes do compartimento germinativo e com  poucos
espermatozoéides residuats em seu interior. O lamen “continuo” ocorre quando ©
compartimento germinativo nfio apresenta constrigdes e possui grande quantidade de
espermatozoides residuais. O tipo de limen permite inferir a maneira como os
espermatozoides foram liberados e consegiientemente o tipo de reproduciio. Em S
marmoratus, a liberagdo dos gametas ¢ parcelada (Lo Nostro et al, 2003), com
colabamento parcial do érgdo, e portanto, limen “descontinuo”. Em modelos de reproducio
continua, a liberacio dos espermatozoides € constante, e portanto, liimen “continuo”. Em P.

maculatus, as caracteristicas do Mimen permitem inferir que a liberagio dos
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espermatozoides é parcelada, como reflexo do testiculo colabado e com raros trechos de luz
durante a classe regredida.

O periodo de maturagio dos Perciformes, como C. undecimalis (Grier & Taylor,
1998; Taylor et al., 1998), C. nebulosus (Brown-Peterson & Warren, 2001), R. canadum
(Brown-Peterson et al, 2002), P. martensi (Cinquetti & Dramis, 2003);, e dos
Synbranchiformes, como S. marmoratus (Lo Nostro et al., 2003) ¢ dividido em maturagdo
inicial, maturagio intermediiria e maturacio final. Em P. maculatus, o periodo de
maturagio compreende as classes de maturagio e maturagio final. Isso ocorre devido a
diferenca entre a estrutura testicular dos Percomorpha e de P. maculatus (Ostariophysi). Os
Percomorpha possuem testiculo do tipo lobular, em que o compartimento germinativo
termina em fundo cego (digitiforme) nas extremidades ventro-laterais do testiculo (Parenti
& Grier, 2004). Nos Ostariophysi, o testiculo possui uma rede de tibulos que se
anastomosam desde a periferia até o ducto testicular (Parentt & Grier, 2004). Por essa
diferenga anatdémica, o processo de maturagio ndo € igual entre os Percomorpha e o0s
Ostariophysi. Nos Percomorpha estudados, a maturacdo inicial € caracterizada por um
epitélio germinativo continuo ao longo de toda extensdo dos ldbulos (Grier, 2002). Na
maturacdo intermediaria, a espermiacdo seguida de ndo reposi¢do de células germinativas
torna o epitélio germinativo descontinuo na regifio proxima ao ducto, enquanto que nas
extremidades (junto da capsula testicular) o epitélio é ainda continno (Grier, 2002). Na
maturagio final, o epitélio germinativo descontinuo atinge toda extensdio dos ldbulos
(Grier, 2002). Em P. maculatus, a porgdo distal das franjas exibe epitélio germinativo
continuo; a parte apical (proxima ao ducto testicular) apresenta epitélio descontinuo, com
luz ampla e cheia de espermatozdides. Por outro lado, em etapas mais posteriores, a
situagio inverte-se: com epitélio descontinuo e repleto de espermatozdides na porgéo distal,
e epitélio continuo na regiio proxima ao ducto testicular. Essas observagdes sugerem que o
ciclo espermatogénico em P. maculatus é assincrdnico ¢ ocorre mais de uma vez em cada
porgiio da franja. A ocorréncia de sucessivos ciclos espermatogénicos em cada porgio da
franja deve-se & cinética do epitélio germinativo, em especial ao rapido funover das
espermatogdnias, como nas analises morfoldgicas e pela detecgiio do PCNA. O periodo de

maturagio testicular em P. maculatus, apresenta, portanto caracteristicas peculiares, as
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quais indicam apenas duas classes (maturagdo e maturagio final) e ndo trés classes (em
maturagfo imicial, matura¢io intermediaria e matura¢do final) como nos Perciformes e
Synbranchiformes supracitados (Grier, 2002; Lo Nostro et al., 2003).

A correlagdo entre o indice gonadossomatico e as classes reprodutivas também
permite inferir sobre a freqiiéncia de liberagdo dos espermatozoides. Em C. undecimalis
(Grier & Taylor, 1998; Taylor et al., 1998), o IGS atinge seu maior valor na maturacio
intermediaria e diminui na maturagdo final. Em S. marmorarus (Lo Nostro et al., 2003), o
IGS tem seu maior valor na maturagio final e diminui progressivamente até a regressdo. As
diferencas de IGS observadas enire C. undecimalis (Grier & Taylor, 1998; Taylor et al,,
1998) e S. marmoratus (Lo Nostro et al., 2003) refletem diferentes freqiiéncias de liberagio
de espermatozobides. A freqiiéncia em C. undecimalis é elevada (1.6 dias) (Grier & Taylor,
1998, Taylor et al, 1998) e a liberagdo dos espermatozdides ja ocorre na classe de
maturago intermediaria. Em S. marmoratus (Lo Nostro et al., 2003) a freqiiéncia é baixa e
a liberagiio dos espermatozdides ocorre a partir da classe de maturagfio final. Os dados de
P. maculatus sugerem que a liberagio dos espermatozdides ocorre a partir da maturagio (a
matura¢io apresenta maior valor de IGS, porém estatisticamente ndo difere do IGS da
maturagdo final). Assim, a freqiéncia de liberagfio de espermatozdides em P. maculatus
deve ser elevada.

Também € possivel relacionar o IGS e o nimero de espermatogdnias em
proliferagdo. A atividade proliferativa das espermatogdnias é baixa na classe regredida e
atribuida a divisdo das espermatogdnias tronco. Durante a espermatogénese, o nimero de
espermatogOnias em proliferagio ¢ grande, e indica que as espermatogdnias estdo
constantemente sendo recrutadas para o ciclo espermatogénico. Esse dado reflete-se em um
IGS elevado, como também ocorre em Spaurus aurata {Chaves-Pozo et al., 2005). Na
maturagfo final, a atividade proliferativa das espermatogonias diminui, coincidindo com a
exaustio das espermatogdnias ¢ a formagio do epitélio germinative descontinuo. No
entanto, o repovoamento do epitélio germinativo ocorre, gradativamente, das extremidades
ventro-laterais em direcdo ao centro da franja. Ao final da regressio todo o epitélio estd

continuo ¢ formado por espermatogénias para reiniciar, novamente, o ciclo reprodutivo.
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Na classe regredida de P. maculatus, as células de Sertoli também expressam o
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). Varios trabalhos tém reportado a divisdo
das células de Sertoli, em peixes adultos (Billard, 1969; Grier, 1993; Koulish et al., 2002,
Lo Nostro et al., 2003; Vilela et al., 2003; Schulz et al., 2003; Chaves-Pozo et al., 2005
Schulz et al., 2005). A divisdo das células de Sertoli € considerada como responsavel direto
pelo aumento do testiculo a cada ciclo reprodutivo (Schulz et at., 2005} e pelo aumento da
produgio espermatica (Matta et al, 2002). Nos mamiferos, as células de Sertoli ndo
proliferam em animais adultos (Franga & Russell, 1998), o que limita sua produgio
espermatica. Em S. marmoratus, a divisio das células de Sertoli ocorre quando estdo
associadas a cistos de espermatogdnias durante a classe regredida (Lo Nostro et al., 2003).
Em Thalassoma bifasciatum (Koulish et al, 2002) a divis8o da célula de Sertoli é
encontrada em cistos de espermétides; e em Oreochromis niloticus (Vilela et al., 2003,
Schulz et al., 2005) ha um aumento gradual de células de Sertoli durante o inicio da
espermatogénese, com seu numero estabilizado nos cistos de espermatécitos. Em P.
maculatus, a proliferagio das células de Sertoli é intensa durante a classe regredida e
ocorre, em geral, quando as células de Sertoli estdo associadas a espermatogdnias que ndo
se dividem. Esse resultado sugere que a proliferagdio das células de Sertoli antecede a
proliferacdo espermatogonial, no intuito de garantir um nimero adequado para suportar o
posterior crescimento do cisto. A proliferagiio das células de Sertoli no testiculo regredido
de P. maculaius também contribui para o crescimento testicular e conseqliente aumento da
produgiio espermatogénica a cada ciclo reprodutivo.

Nos peixes teledsteos, o niimero de células de Sertoli influencia a produgio final de
espermatozoides (Matta et al., 2002). O controle da divisdo das células de Sertoli tem sido
investigado em peixes de interesse econdmico (Matta et al,, 2002; Schuiz et al., 2005).
Matta ¢ colaboradores (2002) mostram que os hormdnios tireoidianos influenciam na
diferenciagdo e proliferagio das células de Sertoli de O. miloticus. O hipotireoidismo
neonatal transitorio induzido aumenta o periodo de proliferagio das células de Sertoli e
conseqilentemente o numero de células de Sertoli por cisto. Schulz e colaboradores (2003)
mostram, experimentalmente que a 11-KT (cetotestosterona) e o FSH estimulam a

proliferagdo das células de Sertoli em individuos adultos de Clarias gariepinus. Esses
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dados, apesar de substanciais, ainda ndo s#o suficientes, para o entendimento dos
mecanismos de proliferagdo das células de Sertoli dos peixes.

Na classe regredida de P. maculatus, células intersticiais de aspecto fusiforme
respondem a marcagiio pelo PCNA. A proliferagio de células intersticiais também foi
documentada em testiculos regredidos de trutas (Oncorhynchus mykiss) (Bouma et al,
2003) quande submetidos i vifro ao estradiol 17-f (E2). Bouma ¢ Nagler (2001) detectam
receptores de estrogeno em células intersticiais (Bouma & Nagier, 2001) € sugerem o papel
do E2 na proliferacdo e diferenciagio de células de Leydig dos testiculos regredidos. Em P.
maculatus, as células fusiformes em divisdo sdo atribuidas como precursores das células de
Leydig, que sob determinados estimulos (provavelmente o E2) proliferam e se diferenciam
em células esteroidogénicas.

A maior propor¢io de granuldcitos ocorre na classe regredida de P. maculatus. Esse
dado sugere (1) que os granulocitos podem ser capazes, também nos peixes, de produzir
interleucina IL-1f, um regulador positivo para proliferagio de espermatoglnias como
comprovado em mamiferos (ver revisdo — Chaves-Pozo et al, 2005) e/ou (2) que os
granulocitos seriam capazes de estimular a esteroidogénese nas células de Leydig como
também visto em mamiferos (ver revisao — Cinquetti & Dramis, 2003).

A atividade da 33-HSD ¢ baixa durante a classe regredida de P. maculatus e intensa
durante a matura¢fio. Este dado também tem sido relatado em outros teledsteos (ver
Kobayashi et al., 1996; Lo Nostro et al., 2004; Cinquetti & Dramis, 2003). Na classe
regredida, a 3f-HSD esta ausente no intersticio €, no compartimento germinativo parece
localizar-se ao redor das espermatogdnias, ou seja, no citoplasma das células de Sertoli. A
38-HSD também foi detectada nas células de Sertoli durante o ciclo reprodutivo de Salmo
gairneri (van den Hurk et al., 1978). No entanto, a capacidade esteroidogénica das c€lulas
de Sertoli nos peixes € ainda incerta e necessita ser melthor investigada. Na maturacio de P.
maculatus, a 3B-HSD localiza-se ao redor de espermatogdnias e nas células de Leydig do
intersticio. Durante a maturagio final até a regressiio, a intensidade da 3B-HSD diminui,
concentrando-se em grupos de céiulas de Leydig e muito fracamente no epitélio
descontinuo. As observacdes de marcacio para a 3f-HSD durante o ciclo de P. maculatus

sugerem que a espermatogénese/espermiogénese (maturagio) e a liberagio dos
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espermatozoides (maturagfo final) séo mais dependentes de androgenos do que a regressdo

testicular e a proliferagcdo espermatogonial.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Os testiculos de P. maculatus. A-L: Cépsula testicular (#c); célula muscular lisa
{smc), compartimento germinativo (gc); compartimento intersticial (7c); ducto espermatico
(sd), ducto testicular principal (md); espermatozoides (5Z); framja (frg), franja
espermatogénica (sp frg), franja intermediaria (int frg), franja secretora (scr frg); porgao
espermatogénica (sp), por¢io intermediaria (inf); porgdo secretora (scr), tabulos
anastomosados {(ar). A,C: Testiculo em maturacio final. B: Testiculo em maturacio. D:
Testiculo regredido. ¥: Franja intermediaria. Asterisco mostra luz colabada e sem secre¢io.
G,H: Franja secretora em diferentes etapas da biossintese e acimulo de secregéo (scr frg™).
G: Asterisco indica secregdo granular;, asferico duplo mostra secrecio homogénea e
abundante. H: Asterisco mostra secre¢do homogénea ¢ abundante. I: Detathe da regido
delimitada em F. Asterisco indica o epitélio de revestimento da franja intermediaria. J:
Aumento da regidio delimitada em G. Asterisco mostra que parte do citoplasma da célula
destaca-se para formar a secregio (secre¢iio apocrina). K: Detalhe da regifio delimitada em
G. Epitéhio secretor (asterisco), secregio (asterisco duplo). L: Aumento da regifo
delimitada em H. Epitélio secretor (asterisco), secregio (asterisco duplo). E,GH.J:
PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. F,L,K,L: Hematoxilina/Eosina. C,D: Barra= 1,0cm;
E,G,H: Barra= 100pm; F: Barra= 200pm; LJ-L: Barra= 10um.
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Figura 2. Classe regredida de P. maculatus. A-J: Capsula testicular (1¢); células de Leydig
{fe), célula micide (my), células de Serwohi (5), compartimento  germinativo  (go),
compartimento intersticial (ic); espermatogonias (g), espermatozoides residuais (57); franja
espermatogémca (frgr), granulocitos (gr), membrana basal (hm); metafase (m), bulos
anastomosados (ar); vaso sangiineo (bv). G-inset: Fagossomo (cabega de seta) no interior
da celula de Sertoli. A-J: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. A: Barra= 50um, B: Barra=
30pm; C-J: Barra= 10pm.
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Figura 3. Classe de maturagio em P maculams. A-D: Dueto testicular principal (md);
epitélio  germinative  continuo  {cge);  epitélio  gemminativo  descontinuo  (dge);
gspermatozoides (S7); franja cspermatogénica (frg owu fer), franja espermatogénica em
maturagio assincronica (fre*); regido distal (o); regifio proximal (p). [: Regido delimitada
em C. A-D: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. A, C: Barra= 200um; B: Barma= 30pm;
D: Barra= S0pm.
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Figura 4. Classe de maturagio em P. macnfatus. A-C: Epitélio germinativo continuo {cge);
epitélio germinativo descontinuo (dge); espermatozoides (57); franja espermatogénica (frg
ou fory: franja espermatogénica em maturacdo assincronica (frg*): regifio distal (d); regido
proximal (), C: Regido delimitada em A. A-C: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. A-C:
Rarra= 200pwm.
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Figura 3. Classe de maturagiio em P, maculams. A-G: Capsula testicular (re). células de
Leydig (fe), celula mioide {my), células de Sertoli (3), compartimento intersticial (ic),
divisdo celular {); epitélio germinativo continuo (cge); epitélio germinative descontinuo
(dge), espermatides (s7), espermatocitos (sc), espermatogdnias (g). espermatozoides (57),
fagossomo (fir), granulocitos (gr). A: Cabega de sera indica corpos apoptoticos de células
germinativas fagocitados pelas celulas de Sertoli C: Cabepas de sefas indicam que os
cistos de espermatogdmias formam um estrato basal no epitélio germinativo. Notar cistos
apicais de células germinativas em desenvolvimento mais avangado. D: Espermiagiio nas
regides de estratificaciio (cabega de seia). Observar que o epitélio nido se torna descontinuo
F: Regido sem estranficagiio. A cabega de seta mostra que a espermiagio deste cisto
resultara em um epitého germinativo descontinuo. A-G: PAS+Hematoxilina+Metanil

Yellow. A-G: Barra= 10pm,
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Figura 6. Classe de maturagio final em P maculains. A-E: Compartimento intersticial
(icy: epitélio germinative descontinuo (dge). espermatocitos (sc): espermatogomas (g)
espermatozdides (52); franja espermatogémica (fre). A: Cabegas de setas indicam o
repovoamento do epitélio germinativo das extremidades ventro-laterais em diregio ao
centro da franja. A-E: PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. A: Barra= 200pm; B: Barra=
SOpm; C-E: Barra= 30pm.
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Figura 7. Classe de maturaciio final de P macrlams. A-G: células de Leydig (fe), célula
midgide (my); celulas de Seroh (s), divisio celular (&), compartimento intersticial {ic),
epitelio  germinative  descontinuo  (dee),  espermatides (s7), espermatogdnias ()
espermatozdides (S82); fagossomo {fg); membrana basal (hm). Notar que progressivamente
a espermiagio torma o epitélio germinativo descontinuo por toda sua extensdo. A-G:

PAS+Hematoxilina*Metanil Yellow A-G: Barra= 10um
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Figura 8. Classe de regressio em P, maculatus. A-C: Epitélio germinativo continuo (cge ),
epitélio germinativo descontinue (dee); espermatogonias (g); espermatozoides (S£). franja
espermatogénica (frg) regifio distal (o), regido proximal (p). A: Asterico mosira que o
repovoamento do epitélio germinativo ocorre das extremidades ventro-laterais em diregdo
ao centro da franja. A-C: PAS+HematoxilinatMetanil Yellow. A: Barra= 200pm; B,C:
Barra= 30pm.
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Figura 9. Classe de regressio em P, macwlarus. A-F: Células de Leydig (fe): célula midide
(), celulas de Sertoli (5), compartimento intersticial (ic); compartimento intersticial
proeminente e desorganizado (ic*), epitého  germinative continuo  (cge); epitélio
germinativo descontinuo (dye), espermatogonias (g), espermatozoides (57), fagossomo
(f2), granuldaitos (gr), metafase (m); vaso sangiineo (bv). C: Cabega de seta indica célula
intersticial com citoplasma  vacuolizado e PAS positivo E: Cabegay de  setas
dpostasasterisco mostram a tendéncia de constngio do compartimento germinative em
resposta 4 hberagio dos espermatozoides. F: Asferiscos mostram a constricio do
compartimento genminative, como evidéncia da liberaglio dos espermatozéides. A-F:

PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. A-F: Barma= 10pm.
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Figura 10. PCNA durante a classe regredida de P. macufatus. A<F: Capsula testicular (1¢)
celulas de Sertoli (). celulas intersticiais (sc); compartimento germinativo (ge), epitélio
germinative continuo (cge), espermatogonias (g), vaso sangiineo (bv). D,E: Notar que a
prohiferagio das células de Sertoli ocorre em geral quando estio associadas a

espermatoganias que nio ¢stio em processo de divisiio, A-F: Barra= 10um.
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Figura 11. PCNA durante a classe de maturagho em P. macudatis. A-E: Células de Sertoli
(s): epitélic germinativo continuo (cge); espermatides (st):  espermatdcitos  (sc);
espermatogonias (g). A-E: Barra= 10pm.
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Figura 12. PCNA durante a classe de maturagio final em P macularus. A-E: Celulas de
Sertoli (s); compartimento intersticial (ic): epitélio germinative  descontinue (dge).
espermaldcitos (s¢); espermatogonias (g); espermatozdides (5£). A-E: Barra= 10pm.
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Figura 13. PCNA durante a classe de regressio em I maculaius. A-E: Cdpsula testicular
(1e): células de Sertoli (s): células intersticiais marcadas com PCNA (ic*), compartimento
intersticial (ic): epitélio germinative continuo (cge); epitélio germinativo descontinuo
(dge): espermatogonias (g); espermatozoides (SZ). A-E: Barra= 10um.
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Fignra 14. Atividade 3B-HSD. A-G: Cépsula testicular (/) células de Leydig (fe®):

compartimento  germinative (ge); compartimento intersticial (i) espermatogonias (@):
espermatozdides (57 granulocitos {gr). As cabegas de selas mostram  marcagao
enzimdtica no compartimento germinativo. A,B: Regredido: C,D: Matragio; E-G:
Maturagio final. A-DLF,G: Barra= 10pm: E: Barra= 30pm,
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Grifico 1: Indice gonadossomatico (IGS) de cada classe reprodutiva (média £ erro
padrio). Os valores entre paréntesis indicam o nimero de exemplares amostrados em cada
classe reprodutiva, Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p =
0,05)
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Grafice 2: Frequéncia reprodutiva durante o periodo de estudo Os valores no interior das
barras indicam o nmero de exemplares de cada classe reprodutiva
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Grifico 3: Proporgio total do compartimento germinativo e do intersticial durante o ciclo
reprodutivo de P. macularus.

mm Spermatogonia

70 + Spermatocytes
% b mm Spermatids
80 + DR = Spermatozoa
N 1 Othears
- Tesficular Lumen
50 T .
w01 @ T
30 -
20
b
10 ¢
. a. | . b ‘ b a
n ] T 1 1
Regressed Maturation Final Maturation Regression

Griafico 4: Proporcio dos tipos de células germinativas em cada classe reprodutiva de .
maculatus (média + erro padrio). A variagio do limen testicular também esta mostrada.
Letras diferentes para cada pardmetro indicam diferenga estatisticamente significativa (p <
0,05).
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Grifico S: Estimativa do nimero de células em proliferacio por drea testicular (média +
erro padrdio). Letras diferentes para cada par@metro indicam diferenga estatisticamente
sigmficativa (p < 0,05).
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Griafico 6: Proporgdo e estimativa da quantidade de células de Sertoli em cada classe
reprodutiva (média + erro padrio). Letras diferentes para cada pardmetro indicam diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Grifico 7: Proporgio das células intersticiais (células de Leydig, células midides ¢ outras)
e de granulocitos para cada classe reprodutiva (média + erro padrdo). Letras diferentes para
cada parimetro indicam diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).
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CAPITULO 3

IMUNO-HISTOQUIMICA DAS CELULAS PRODUTORAS DE FSH E LH DURANTE A
ESPERMATOGENESE  CONTINUA DE  SERRASALMUS  SPILOPLEURA
(CHARACIFORMES: CHARACIDAE) E DESCONTINUA DE PIMELODUS

MACULATUS (SILURIFORMES: PIMELODIDAE).

Consideracao inicial

Nesse capitulo, as células gonadotropicas de Serrasalmus spilopleura e de
Pimelodus maculatus foram caracterizadas e suas variagBes em relagfo ao ciclo reprodutivo
continuo  (espermatogénese continua) de S spilopleura e descontinuo/sazonal
(espermatogénese descontinua) de P. maculatus foram avaliadas através de imuno-
histoquimica, utilizando os anticorpos anti B-LH e anti B-FSH de salmio (gentilmente
cedidos pelo Dr. H. Kawauchi, School of Fisheries Sciences, Kitasato University, Iwate,
Japan). Essa metodologia foi realizada no Laboratério de Endocrinologia de Peixes
(ICB/USP), sob orientagdo da Dra. Maria Inés Borella.

Materialt e Métodos

Machos adultos de S. spilopleura e P. maculatus foram coletados, mensalmente, no
rio Piracicaba (Municipio de Santa Maria da Serra, Estado de Sdo Paulo, Brasil), durante o
periodo de novembro de 2003 a abril de 2005. Os animais foram anestesiados com 0,1% de
benzocaina, pesados, e seus comprimentos mensurados. Em seguida, os animais foram
sacrificados por decapita¢iio e seus testiculos retirados ¢ pesados para o célculo do indice
gonadossomatico (IGS = [peso das gonadas/peso total do animal] x 100), Para analise do
ciclo reprodutivo, animais na mesma faixa de comprimento foram considerados para
analise histologica e para o IGS. Os procedimentos adotados estio de acordo com o Comité
de Ftica Animal e IBAMA.

Apds abertura da caixa craniana, a hipofise foi retirada juntamente com o encéfalo e

fixada por 20-24 horas em liquido de Bouin, desidratada, diafanizada e infiltrada em
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paraplast segundo técnicas histologicas de rotina. Secgdes seriadas de Sum foram obtidas e,
apos desparafinizados, os cortes foram corados com Tricromico de Mallory e PAS+Alcian
Blue. Para as reacSes imuno-histoquimicas, as sec¢des histologicas foram processadas de
acordo com o método SABC (Streptavidin-Biotin-peroxidase Complex). O material foi
desparafinizado, hidratado e submetido ao bloqueio da peroxidase endégena com 3% de
peroxido de hidrogénio (H20z) em tampao PBS (pH 7,6) por 10 minutos. Os cortes foram
lavados em tampdo PBS e o bloqueio inespecifico foi realizado com 5% de leite em po
desnatado (Molico ®, sem adicio extra de Ca'?) em tampdo PBS por 15 minutos. O
material foi incubado por 24 horas a 4°C com os anticorpos primarios nas diluigBes
especificadas na Tabela 01. Apds incubagio, as lAminas foram lavadas em PBS, incubadas
com anticorpo secundario biotinilado por 30 minutos, lavadas novamente em PBS e
incubadas com o reagente SABC (Streptavidin-Biotin-peroxidase Complex) por mais 30
minutos. Apés lavagem em PBS, o material foi revelado com 0,05% de DAB (3',3-
diaminobenzidina) em tampdo PBS contendo 0,03% Hz0;. As ldminas foram desidratadas,
montadas e analisadas em sistema computadorizado de captura de imagens (Pixera). Como
controle negativo, algumas liminas tiveram o anticorpo primario omitido e substituido por
PBS.

Tabela 01: Anticorpos primarios utilizados na hipofise de S. spiloplewra e P. maculatus.

Anticorpos utilizados Fonte Cadige Diluicio
Chum salmon p-FSH* Dr. Kawauchi 8510 1:1000
Chum salmon B-LH* Dr. Kawauchi 8506 1:1000

* Nota: Os anticorpos sdo monoclonais e foram produzidos em coelhos.

Resultados e Discussio
Hipdfise e células gonadotrdpicas de S. spilopleura ¢ P. maculatus

As hipofises de S. spilopleura e de P. maculatus sio divididas em duas regides; a
neuro-hipofise e a adeno-hipofise (Fig. 1A,F). A neuro-hiptfise ¢ constituida pela pars
nervosa que penetra e se ramifica no interior da adeno-hipofise (Fig. 1AF). A adeno-

hipéfise ¢ subdividida em “rostral pars distalis” (RPD), “proximal pars distalis” (PPD) e



160

“pars intermedia” (P1), de acordo com as caracteristicas tintoriais de suas células
produtoras de horménios (Fig. 1A,F). A RPD ocupa a porgio mais rostral ou anterior da
glandula, envolvendo o pedimculo hipofisario, logo que este penetra na adeno-hipofise
(Fig. 1A,F). A PPD situa-se entre a RPD ¢ a PI, e caracteriza-se por ser mais basofila do
que as outras regides da hipofise (Fig. 1AF). A PI localiza-se na por¢fio mais caudal ou
posterior da glandula e recebe a maior quantidade dos ramos da neuro-hipofise (Fig. 1A,F).
Essa distribuigdio € semelhante a4 enconirada para varios teledsteos (BALL & BAKER,
1969; PRASADA RAO, 1969; FENERISH, 1975; VAL-SELLA, 1977, RUBAL ET AL,
1984; VAL-SELLA et al., 1986a,b, BORELLA, 1987,1993; GARCIA-HERNANDEZ et
al., 1996; VISSIO et al.,, 1997, PANDOLFI et al., 2001; SHIMIZU et al., 2003; LAIZ-~
CARRION et al., 2003; GRANDI et al, 2003; CALA et al., 2003; WELTZIEN et al,
2004).

As células gonadotrépicas sfo as mais abundantes na PPD de S. spilopleura e P.
maculatus. Sdo globosas, com nicleo excéntrico e citoplasma basofilo dotado de vacuolos
que variam de acorde com o ciclo reprodutivo (Fig. 1E,H,2B,D,F,3B-F). Quanto a reagio
histoquimica PAS + Alcian Blue, as células gonadotropicas de S. spilopleura e P.
maculatus sio mais reativas ao PAS do gue ao Alcian Blue, o que indica maior contetdo de
polissacarideos neutros do que acidos (Fig. 1B,C). Por outro lado, as células tireotropicas,
também baséfilas, porém de aspecto fusiforme, reagem mais ao Alcian Blue do que ao PAS
(Fig. 1B,C). Essas caracteristicas também sdo compartilhadas por outros teledsteos {ver
revisdo em WELTZIEN et al., 2004). Estudos em microscopia eletronica de transmissio
(VAL-SELLA & SESSO, 1980ab;, KANEKO et al., 1986; QUESADA et al., 1988;
PARREIRA, 1998, 2002) revelam que as células gonadotropicas dos peixes teledsteos
possuem citoplasma repleto de grinulos elétron-densos, complexo de Golgi bem
desenvolvido e cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico rugoso. Os vactiolos
documentados na microscopia de luz correspondem as cisternas dilatadas do reticulo
endoplasmatico rugoso (VAL-SELLA & SESSO, 1980ab; KANEKO et al, 1986
QUESADA et al, 1988, PARREIRA, 1998, 2002). Esses vaciolos sdo exclusivos das

células gonadotropicas e estfio relacionados com o ciclo reprodutivo (VAL-SELLA &
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SESSO, 1980a,b; KANEKO et al., 1986, QUESADA et al, 1988; PARREIRA, 1998,
2002).

As células gonadotropicas de S. spilopleura e P. maculatus sio imunorreativas aos
dois anticorpos utilizados, anti-gonadotropinas de salmfo: $-FSH e B-LH (Fig. 1D,G4,6).
Pela imuno-histoquimica, as células gonadotropicas distribuem-se principalmente na PPD
(Fig. 1D,G,4A,B,6AB), embora em P. maculatus, em menor quantidade, ¢ em S.
spilopleura também podem ser encontradas na PI (Fig. 1G,4A B), & semelhanga de outros
teleosteos (CAMBRE et al., 1986, GARCIA-HERNANDEZ et al., 1996; VISSIO et al,
1997; SEGURA-NOGUERA et al., 2000; CALA et al, 2003; SHIMIZU et al, 2003).
CAMBRE e colaboradores (1986) atribuem a localizag#o das células gonadotropicas na PI
como uma projecio da PPD em comseqiiéncia da grande quantidade de células
gonadotropicas durante a maturagdo gonadal. As células gonadotropicas de S. spilopleura e
P. maculatus sio mais reativas ao B-LH de salmdo do que ao B-FSH de salmdo (Fig.
4A B,6A B). Com 8-FSH de salmio, as secgdes histologicas apresentam mais reagio de
fundo (background) do que com o anticorpo anti §-LH (Fig. 4AB,6A.B), apesar das
reaghes terem seguido o mesmo protocolo, e varias diluigdes dos anticorpos terem sido
testadas.

Em S. spilopleura € P. maculatus, as células do saco vasculoso, orgio vascularizado
e de posigio caudal A hip6fise, também sio marcadas com o anticorpo anti B-LH de salméo
(Fig. 1D,G). VAL-SELLA e colaboradores (1986a,b) documentam a mesma marcagio nas
células do saco vasculoso de Colossoma mitrei (atual Piaractus mesopotamicus)
(Characiformes: Characidae) com o anticorpo para LH humano. As fungBes do saco
vasculoso ainda sdio desconhecidas ¢ a sua possivel atividade gonadotrépica, como
documentado em S. spilopleura, P. maculatus e P. mesopotamicus, deve ser melhor
investigada.

Durante o ciclo reprodutivo de S. spiloplenra e P. maculatus, as células
gonadotropicas apresentam variagSes quanto ao numero (avaliagdo qualitativa),
caracteristicas tintoriais e quantidade de vacuolos (avaliagfio qualitativa) (Fig. 2B,D,F,3B-
F).
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Ciclo reprodutivo continuo — S. spilopleura

S. spilopleura possui espermatogénese continua, ou seja, 0s espermatozoéides sdo
produzidos e liberados constantemente durante o ciclo reprodutivo. Os testiculos nio
passam por grandes modificagBes morfoldgicas durante o ano, e apresentam todos os tipos
de células germinativas em todas as etapas do ciclo. Esta caracteristica define o padriio de
1GS denominado no presente trabalho de constante, pois apesar de ocorrerem oscilagdes do
IGS, estas nfo s#o estatisticamente significativas, com excegdo de alguns picos,
caracterizados pelas condigdes ambientais mais favoraveis e maior quantidade de
espermatozoides. Os testiculos exibem uma sazonalidade estrutural, definida pela presenca
de uma regifio medular (espermatogénica) e uma regido cortical (armazenamento de
espermatozoides) (Fig. 2A). A regido medular possui epitélio germinativo continuo, isto é,
os cistos de espermatogdnias, espermatocitos € espermatides estdo distribuidos por toda
extensdo da membrana basal. E um epitélio com intensa produgio de células germinativas,
A regifio cortical ¢ também espermatogénica, porém tem como principal fungio o
armazenamento de espermatozobides (Fig. 2A). Apresenta epitélio germinativo descontinuo,
isto &, trechos de células de Sertoli entremeados a cistos de células germinativas. E um
epitélio que deixa de produzir células germinativas e passa a ter fungfio de armazenamento
de espermatozoides. Essa morfologia ¢ tipica dos exemplares em que o IGS nfo oscila
durante o ciclo reprodutivo (Fig. 2E). Em condi¢Ses ambientais favoraveis, a regidio cortical
torna-se mais desenvolvida e com maiores extensdes de epitélio germinativo descontinuo
(Fig. 2C). A fungdo de armazenamento de espermatozdides se sobrepde a espermatogénese.
O limen testicular € amplo e repleto de espermatozdides (Fig. 2C), o que se reflete em um
IGS elevado (Fig. 2E).

A hipéfise foi avaliada em relacfio aos testiculos de animais com IGS estavel (como
setembro/04, novembro/04, fevereiro/05) e em relagio aos testiculos de animais com IGS
elevado (outubro/04, janeiro/05). No grupe de IGS estavel (como novembro/04), a maioria
das células gonadotropicas € globosa, com nucleo excéntrico e citoplasma basofilo (Fig.
2B). Células gonadotropicas com vaciolos também sdo observadas, porém em menor
quantidade (Fig. 2B). No grupo de animais com IGS elevado (como em outubro/04 e

janeiro/05), as células gonadotropicas contém aparentemente menor gramulagio
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citoplasmatica e sdo encontradas com diferentes graus de vacuolizagio (Fig. 2D,F). Células
sem vactiolos também estio presentes, porém em menor quantidade (Fig. 2D,F).
Qualitativamente, é possivel inferir uma correlagio positiva entre o I1GS e o grau de
vacuolizagio das células gonadotropicas, ¢ negativa entre o IGS e a concentragio de
granulos cttoplasmaticos (Fig. 2D-F).

Nos dois grupos de IGS, as células gonadotropicas exibem marcagdo semelhante ao
anticorpo anti B-LH de salmdo (Fig. 4C,E). Entretanto, existe uma relagio inversa entre o
grau de vacuolizagio e a marcagiio imuno-histoquimica, isto €, células com intensa
vacuoliza¢iio aparentemente exibem menor marcacio ao anticorpo (Fig. 4E,G-1). A reagdo
limita-se ao citoplasma, e em geral, ndo ocorre no interior dos vactolos apesar de poucas
granulagBes marca¢des no seu interior (Fig. 4E,G-I). A diferenca de imunorreatividade
entre as células gonadotropicas também & documentada em outros peixes como Anguilia
anguilla {Anguilliformes: Anguillidae) (OLIVEREAU & NAGAHAMA, 1983), Seriola
dumerilii (Perciformes: Carangidae) (GARCIA-HERNANDEZ et al., 1996) e Prochilodus
scrofa (Characiformes: Curimatidae) (PARREIRA, 1998, 2002). Para o anticorpo anti p-
FSH de salmfio, as células gonadotrdpicas mostram-se mais reativas no grupo em que o
IGS é elevado (Fig. 4F), comparando-se com o grupo com 1GS estavel (Fig. 4D).

Os resultados indicam que as células LH de S. spiloplenra devem atuar tanto na
espermatogénese como na liberagio dos espermatozoides. Essas conclusdes corroboram as
tradicionais fun¢des do LH nos peixes teledsteos (ver revisdo em SHIMIZU et al., 2003).
As células FSH de 8. spilopleura por estarem repletas de granulos, devem ser recrutadas a
liberar hormdnio produzido quando o IGS ¢ clevado, isto €, a0 mesmo tempo em que o5
testiculos estdo preparados para liberar seus espermatozoides. Em Fundulus heteroclitus
(Cyprinodontiformes: Fundulidae), as cétulas FSH tambem possuem maior marcagdo no
periodo que antecede a liberagio dos gametas (SHIMIZU et al, 2003). SHIMIZU e
colaboradores (2003) sugerem que o FSH desempenhe fungio nas etapas finais do
desenvolvimento gonadal de F. heteroclitus. Por outro lado, em salmonidios, o FSH atua
nas etapas iniciais do desenvolvimento gonadal (NOZAKI et al, 1990 e revisdes em
SHIMIZU et al., 2003 ¢ WELTZIEN et al, 2004). Em S. spilopleura, o ¥SH podernia

desempenhar papel no periodo que antecede a liberagio dos espermatozoides, como
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também na proliferagio das células de Sertoli, freqliente no epitélio germinativo
descontinuo que ¢ caracteristico de IGS elevado (capitulo 1). Nos teledsteos, assim como
nos mamiferos, a proliferagio das células de Sertoli é dependente do FSH (SCHULZ et al,,
2003). Nos peixes teledsteos, o papel do FSH ¢ ainda incerto, embora é possivel que seja
variavel entre os seus diferentes representantes (SHIMIZU et al., 2003; WELTZIEN et al.,
2004).

Ciclo reprodutivo sazonal — P, maculatus

P. maculatus apresenta reprodugiio sazonal (espermatogénese descontinua), isto €,
o0s testiculos maturam progressivamente e a liberagdo dos espermatozoides ocorre somente
em uma determinada época do ciclo reprodutivo, em geral, dependente das condigBes
ambientais favoraveis. Nesse modelo, cada etapa do desenvolvimento testicular ¢
caracterizada por uma forma de epitélio germinativo (continuo ou descontinuo) € por um
tipo especifico de célula germinativa (Fig. 3A,5). Na classe regredida, o epitélio
germinativo € continuo e formado apenas por cistos de espermatogdnias (Fig. 5B). A classe
de maturagdio ¢ caracterizada pelo inicio da espermatogénese, quando o testiculo exibe
epitélio germinativo continuo constituido por cistos de espermatogdnias, espermatdcitos e
espermatides (Fig 5D). A maturacio final apresenta epitélio germinativo totalmente
descontinuo e limen testicular amplo ¢ repleto de espermatozdides (Fig. 5F). A regressdo
envolve parte da liberagio dos espermatozodides e corresponde ao preparo da gdnada para o
proximo ciclo reprodutivo (Fig 5H), sendo caracterizada por epitélio descontinue que
gradativamente é repovoado por espermatogbnias.

Na classe regredida, as células gonadotiropicas estéo distribuidas de forma irregular
e em pequena quantidade na PPD de P. maculatus (Fig. 3B). Células pouco basdfilas
também podem ser observadas (Fig. 3B). Na maturagfio, as células gonadotrépicas
mostram-se globosas, com nlcleo excéntrico e citoplasma com intensa basofilia (Fig. 3C).
Células gonadotropicas, em diferentes graus de vacuolizac@o, sdo encontradas proximas a
PI de P. maculatus (Fig. 3D). Na maturagdo final, as células gonadotrépicas sdo pouco
baséfilas e com alguns vaciolos em seu citoplasma (Fig. 3E). Na regressio, as células

gonadotropicas estdo distribuidas de forma irregular e em pequena quantidade (Fig. 3F).
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Sdo pequenas e ndo possuem vacolos (Fig. 3F). Células pouco basofilas também sdo
observadas nessa regido (Fig. 3F).

De um modo geral, e em analise qualitativa; as classes de regressdo e regredida
possuem poucas células gonadotropicas ativias; a maturagfo exibe maior quantidade de
células gonadotropicas vacuolizadas; e a maturagio final ¢ caracterizada por células
gonadotropicas pouco basofilas, isto é, que tiveram sua secregio depletada. Esses
resultados estdio de acordo com as observagdes histologicas e ultra-estruturais das cé€lulas
gonadotrépicas durante o ciclo dos Siluriformes Rhamdia hilarii (Heptapteridae) (VAL-
SELLA, 1977, VAL-SELLA & SESSO, 1980a,b) e Heteropneustes fossilis
(Heteropneustidae) (SUNDARARAJ, 1960); dos Characiformes Prochilodus scrofa
(Curimatidae) (BORELLA, 1987, PARREIRA, 1998, 2002); dos Salmoniformes Salmo
gairdneri (atual Oncorhynchus mykiss) (Salmonidae) (ROBERTSON &WEXLER, 1962) ¢
Oncorhynchus nerka {Salmoniformes: Salmonidae) (VAN OVERBEEKE & MCBRIDE,
1967); dos Perciformes Tridentiger obscurus {(Gobitdae) (KANEKO et al., 1986), e outros.
Nesses estudos, as células gonadotropicas vacuolizadas ocorrem em maior quantidade
durante o estigio maduro (que antecede a liberagio dos gametas). Os vaciolos
correspondem as cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico rugoso (VAL-SELLA,
1977: VAL-SELLA & SESSO, 1980ab; KANEKO et al., 1986; PARREIRA, 1998, 2002).
O significado funcional das cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico rugoso
permanece ainda desconhecido. Alguns autores sugerem que a dilatagio € devido 4 sintese
continua do horménio, mas com deficiéncia no sistema de transporte para o complexo de
Golgi (YOUNG & BALL, 1982; PARREIRA, 1998, 2002).

Durante o ciclo de P. maculatus, a proliferagio espermatogonial e a regresséo
testicular parecem ser pouco influenciadas pelas células gonadotropicas, enquante que a
espermatogénese e a liberagio dos espermatozodides sdo extremamente dependentes da
atividade gonadotrépica. Essas inferéncias comoboram os niveis plasmaticos de
testosterona (T) e 1lceto-testosterona (11-KT) durante o ciclo reprodutive sazonal dos
teledsteos: baixos durante a regressdo ¢ a classe regredida, e elevados durante a maturagio
e a maturagio final (SCOTT & SUMPTER, 1989; GAZOLA & BORELLA, 1997,
ROBERTS et al., 1999).
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Quanto as rea¢des imuno-histoquimicas, as células gonadotropicas de P. maculatus
530 mais reativas aoc anticorpo anti S-LH de salmfo do que ao B-FSH de salmio (Fig.
6A,B). Com o anticorpo anti f-FSH de salmio, a reagio de fundo (background) € maior do
que com B-LH de salmfo (Fig. 6A,B). Esta questio pode ser em funcio da baixa
especificidade apresentada por este anticorpo devido as grandes diferencas nas moléculas
de FSH nos diferentes grupos de peixes. Os resultados indicam que o FSH ¢ o LH estdo
presentes durante todo o ciclo de P. maculatus. No entanio, a quantidade aparente de
células gonadotropicas varia consideravelmente durante as etapas do desenvolvimento
testicular (Fig. 5). Na classe regredida, as células FSH e LH parecem estar em pequena
quantidade (Fig. 5A), e aumentam durante a maturagio (Fig. 5C) e maturagdo final (Fig.
SE). A maturagdo parece ter maior quantidade de céluias gonadotrépicas em relagio 4
maturagdo final (Fig. 5C,E). Na regressdo, o nimero de células FSH e LH parece diminuir
(Fig. 5G). Os dados obtidos sugerem maior envolvimento das gonadoiropinas na
espermatogénese (maturagdo) e na liberacio dos espermatozéides (maturagdo final). As
variagbes das células LH em P. maculatus também sio documentadas para as células LH de
Salmo gairdneri irideus (Salmoniformes: Salmonidae) (NOZAKI et al., 1990a,b);, Mugil
cephalus (Perciformes: Mugilidae) (MOUSA & MOUSA, 2000); e Fundulus heferoclitus
(Cyprinodontiformes: Fundulidae) (SHIMEZU et al., 2003).

Dualidade das ceélulas gonadotrdpicas de S. spilopleura e P. maculatus: uma ou duas
células produtoras de FSH e LH?

Duas formas de gonadotropinas (GTH 1 ¢ GTH I) foram isoladas da hipofise dos
salmonidios (SUZUKI et al., 1988a,b). GTH I ¢ GTH Il sZo homologas aos hormonios FSH
e LH dos tetrapodes, respectivamente (ver revisio em WELTZIEN et al, 2004). Mais
recentemente, o isolamento de duas gonadotropinas, quimicamente distintas, tem sido
observado em varios teledsteos (KOIDE et al., 1993, GARCIA-HERNANDEZ et al., 1997,
ver revisio em WELTZIEN et al., 2004). Nos teledsicos, a existéncia de duas
gonadotropinas (FSH e LH) € evidente (WELTZIEN ¢t al,, 2004) e com diferentes papéis
durante o ciclo de vida dos peixes (NOZAKI et al.,, 1990ab; SHIMIZU et al., 2003,
WELTZIEN et al., 2004), Entretanto, ainda n#io esti claro se uma Gnica célula produz FSH
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e LH, como ocorre nos mamiferos, ou se existem dois tipos de células gonadotropicas;
células produtoras de FSH e células produtoras de LH (WELTZIEN et al., 2004). O uso de
anticorpos especificos para a subunidade B (B-FSH e B-LH) tem mostrado que o FSH e o
LH sfio sintetizados em células gonadotropicas diferentes, como documentado nos
teledsteos Salmo gairdneri iridens (NOZAKI et al., 1990ab), Oncorhynchus mykiss
(NAITO et al, 1991), Xiphophorus maculatus (KIM et al., 1994), Alosa sapidissima
(LAIZ—CARRION et al., 2003) e outros. Por outro lado, a existéncia de uma unica c€lula
produtora de gonadotropina também € reportada, como em Clarias gariepinus (KOIDE et
al, 1992), Seriola dumerili (GARCIA-HERNANDEZ et al, 1996) e Odontesthes
bonariensis (VISSIO et al,, 1997). Em sec¢les histologicas adjacentes de S. spilopleura e
P. maculatus, o uso de anticorpos anti B-FSH de salmio e §-LH de salmio revela diferentes
padrdes de imunorreatividade (Fig. 4A,B,6), porém algumas células gonadotropicas sdo
marcadas com os dois anticorpos ao mesme tempo (Fig. 4A,B,6). Esse resultado sugere que
em S. spilopleura e P. maculatus, pelo menos uma populagio de célula gonadotropica
produza tanto FSH como LH. No entanto, mais estudos sdo necessarios para que esta

questdo seja totalmente esclarecida.
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Figura 1. A hipofise ¢ as células gonadotropicas de Serrasalmus spilopleura e Pimelodus
maculatus. A-H: “pars intermedia” (Pl), “proximal pars distalis” (PPD); “rostral pars
distalis” (RPD); células gonadotrépicas (GTH); células tireotropicas {15H); neuro-hipofise
{NH); saco vasculoso (87); vactiolos nas células gonadotropicas (cabegas de setas).

Barra = A,B,D,F,G 200um; C,H 40um; E 20um.






Figura 2. Varnagio morfologica das células gonadotropicas durante o ciclo reprodutivo
continuo de & spiloplenra. A-F: “proximal pars distalis® (PPD); células gonadotropicas
(s TH), celulas somatotropicas (GH), vacuolos das células gonadotropicas (cabegas de
setas) AC: PAS+Hematoxilinat+Metanil Yellow, BJLF: Trncromico de Mallory. E:
Indice Gonadossomatico de 5. spifoplewra. Notar comelagio positiva entre o 1GS e o grau

de vacuolizagiio das células gonadotropicas. Barra = A 300pm; B,D,F 20um; C 200um.
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Figura 3. Vanacio morfologica das células gonadotropicas durante o ciclo reprodutivo
sazonal de P. macwlats. A-F: “pars intermedia™ (£f), “proximal pars distalis™ (PFD),
células gonadotropicas (G TH), vacoolos das células gonadotropicas (cabegas de setas). B-
F: Tricromico de Mallory, A: Indice Gonadossomatico de . maculatus. Letras diferentes
indicam diferenca estabsticamente significativa. E: MNotar células gonadotropicas com

pouca basofilia. Barra ~ B 50um; C-F 20um.
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Figura 4. Reagoes imuno-histoquimicas (-LH de salmio e f-FSH de salmio) durante o
ciclo reprodutivo continuo de 8. spiloplenra. A-T: “pars intermedia™ (P7); “proximal pars
distalis” (PPD); “rostral pars distalis™ (RP). neuro-hipofise (NH). AB: Seccbes
hstologicas adjacentes, A com anticorpo anti B-LH de salmiio ¢ B com anticorpo anti i
F5H de salmdo. A cabega de sefa indica regido de co-localizacio entre f-LH e f-FSH
MNotar gue existe um padrio de imunorreatividade diferente entre as duas secgoes
histologicas. C,D: Reagdes imuno-histoquimicas no grupo de animais com 1GS constante.
E.F: Reacdes imuno-histogquimicas no grupo de animais com 1GS elevado. As cabegas de
setas indicam os vacuolos no interor das células gonadotropicas. G-1: Regides delimitadas
em E. Motar relagio inversa entre marcagido e vacuolizagdo, células vacuolizadas reagem
menos ao anticorpo anti -LH de salmio. Cabegay de sefas indicam vaciolos nas células

gonadotropicas, Barra = AJB 200pm; C-F 20um; G-1 10pm
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Fignra 5. Reagdes imuno-histogquimicas (B-LH de salmio) durante o ciclo reprodutivo
sazonal de P. maculatus. A-H: “pars intermedia” (Pf); “proximal pars distalis” (FPD);
“rostral pars distalis” (RP0); epitélio germinativo continuo (EGC), epitélio germinative
descontinuo (EC:72). As células LH estio em pequena quantidade na classe regredida;
aumentam durante a maturagio ¢ a maturagio final, ¢ diminuem na regressio. A,CE.G:
Reagdo imuno-histoquimica com  anticorpo anti B-LH  de  salmao; B,D,F.H:

PAS+Hematoxilina+Metanil Yellow. Barra — ACE,G: 200um; B,DJF.H: 50um
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Figura 6. Reagdes imuno-histoquimicas (f-LH de salmio e f-FSH de salmio) em P
macrlatus: dualidade das células gonadotropicas. A-F: “pars intermedia™ (P[), “proximal
pars distalis™ (£}, “rostral pars distalis” (RPI)). Cabegas de sefas indicam co-localizagio
entre [i-LH e p-FSH. Notar co-localizagiio entre os grupos af-a2; bi-b2; cf-c2, di-d2; el-
e2. Com o anticorpo anti [-FSH de salmdo, as secqies histologicas apresentam mais
marcagdo de fundo (background) do que com P-LH de salmio. A,C,E: Reagiio imuno-
histoquimica com anticorpo f-LH de salmio; BJDLF: Reagdo imuno-histoquimica com

anticorpo anti f-FSH de salméo. Barra ~ A,B: 200pum; C-F: 20um
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CONCLUSOES GERAIS

Nossos estudos permitem concluir que:

1.

Na espécie Serrasalmus spilopleura, de reprodugdo continua, o epitélio germinativo
organiza-se em esiratos; cistos basais de espermatogdmas e cistos apicais de células
germinativas em desenvolvimento mais avangado. A estratificacdo € resultado da
capacidade das células de Sertoli em formar mais de um tipo de cisto e constitui-se
uma estratégia para manter constante a producdo de espermatozodides. Em
Pimelodus maculatus, de reprodugdo sazonal, quatro etapas sdo documentadas:
regredida, maturacio, maturagio final e regressdo. Na classe regredida, o epitélio
germinativo € continuo e formado apenas por espermatogbnias. A maturagio
caracteriza-se pela predominéncia de epitélio germinativo continuo, constituido por
cistos de espermatogOnias, espermatocitos e espermatides. Na maturagio final, o
epitélio € totalmente descontinuo, € o limen testicular € amplo e repleto de
espermatozoides. A regressdo envolve a liberagdo dos espermatozoides e o preparo
da gbnada para o proximo ciclo. Exibe epitélio germinativo descontinuo que €

gradativamente repovoado por espermatogonias.

Em relagdo a atividade proliferativa, em §. spilopleura, as espermatogdnias se

dividem durante todo o ciclo espermatogénico, o que garante a continuidade
processo ao longo de todo o periodo reprodutivo. O rapido funover das
espermatogdnias também ¢ responsavel pela estratificagdo do epitélio germinativo.
As células de Sertoli proliferam quando ndo formam cistos ou quando em
assocla¢do a cistos de espermatogdnias que ndo se dividem. A proliferagio das
células de Sertolt antecede a proliferacio espermatogonial, no intuito de garantir o
crescimento do cisto e contribuir para o crescimento testicular a cada periodo
reprodutivo. Em P. maculatus, a proliferagio das espermatogonias € intensa durante
a maturacio e depois diminui, coincidindo com a exaustdio das espermatogdnias e
conseqiientemente o predominio do epitélio germinativo descontinuo. Na classe
regredida, apesar da grande quantidade de espermatogénias, a atividade

proliferativa é baixa e atribuida a divisdo das espermatogdnias tronco. As células de



Sertoli proliferam em maior freqiiéncia na classe regredida, o que contribui para o
crescimento do testiculo durante o ciclo reprodutivo. Células intersticiais fusiformes
também se dividem na classe regredida e sio consideradas como precursores das

células de Leydig.

Quanto 2 atividade esteroidogénica, em §. spilopleura, as células de Leydig da
regifio medular (espermatogénica) tém intensa atividade 3B-HSD, abundante
reticulo endoplasmatico liso e numerosas mitocdndrias com cristas tubulares. As
células de Leydig da regifio cortical (espermiacZo) tém baixa atividade 3B-HSD e
caracteristicas de degenera¢dio como vacuolizagdo citoplasmatica, mitocOndrias
alteradas, figuras mielinicas e intensa atividade para fosfatase acida. A
espermatogénese ¢ mais dependente dos androgenos do que o processo de liberagéo
dos espermatozéides. Em P. maculatus, a atividade 3-HSD € intensa na maturagdo
e na maturagdo final, ¢ depois diminui na regressdo e na classe regredida. Os
processos de espermatogénese e liberagio de espermatozdides sio dependentes de

androgenos.

Em § spilopleura, as células produtoras de LH sfo requeridas durante a

espermatogénese e na liberago dos espermatozéides; as células produtoras de FSH
sio mais ativas na liberagio dos espermatozoides (epitélio descontinuo) e
provavelmente constitui o estimulo necessario para a proliferacdo das células de
Sertoli. Em P. maculatus, a quantidade de células FSH e LH vara
consideravelmente em cada etapa do desenvolvimento testicular. As células LH e
FSH estio em maior quantidade durante a maturagdo e a maturagio final, e depois
diminuem na regress3o ¢ na classe regredida. A espermatogénese ¢ a liberacdo dos
espermatozoides sio mais dependentes da atividade gonadotrépica do que os

processos de proliferagdo espermatogonial e regressdo testicular.



