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RESUMO

Dada a importincia que a piscicultura vem obtendo nos dltimos anos, como
modelo econdmico alternativo, e os escassos estudos sobre a fisiologia reprodutiva de
espécies nativas, elegemos como objeto de estudo o Rhamdia quelen, espécie abundante no
Sul da América do Sul, bem adaptada ao clima frio da regido.

Foi feita a caracterizagdo citologica e histoquimica da glandula hipéfise, no
estadio maduro do ciclo reprodutivo. Foram utilizados métodos citolégicos (Hematoxilina-
Eosina, Hematoxilina-Chumbo e Tricrdmico de Mallory) e histoquimicos como (Acido
Periddico de Shiff — PAS, Azul de Alcian pH 2,5, com seus respectivos bloqueios. A hip6fise
apresenta duas porgdes: a neuro-hipofise e a adeno-hipofise. Nesta, trés regides puderam ser
identificadas: a “Rostral Pars Distalis”, com dois tipos celulares, a “Proximal Pars Distalis”,
apresentando dois tipos celulares, sendo o tipo basofilo provavelmente gonadotrofico, e a
“Pars Intermedia”, com trés tipos celulares, totalizando sete tipos celulares adeno-hipofisarios.

Com o uso de técnicas histologicas de rotina, verificou-se o desenvolvimento
das gonadas de fémeas e machos. Assim o periodo reprodutivo foi dividido, com base no
desenvolvimento gbnadal, em quatro fases principais: repouso, maturagio, maduro e
regressdo. Os tipos de oocitos encontrados (oogdnia, obcito cromatina nucleolar, 06cito
perinucleolar, odcito cortical-alveolar e odcito vitelogénico) seguem o padrio normal para
muitas espécies de teledsteos. O ovario de Rhamdia quelen é do tipo assincronico com
desovas parceladas. As células foliculares do o6cito maduro, apresentam-se hipertrofiadas e
com caracteristicas de células que sintetizam proteina. Foram ainda identificados nos ovarios,
odcitos atrésicos e foliculos pés-ovulatorios. Esses, parecem estar envolvidos em processos de

reutilizacio de material no ovario e surgem nos estadios de pds-desova e regressdo. Os



foliculos pos-ovulatérios surgem apds a desova e apresentam caracteristicas de células
secretoras, podendo sintetizar esteroides.

Podem ocorrer ovotestis em animais da espécie Rhamdia quelen.

Os testiculos do jundia, pertencentes ao tipo lobular e espermatogonial
irrestrito, apresentam como unidade o l6bulo dentro do qual encontram-se uma série de cistos
germinativos, onde desenvolve-se a espermatogénese. Seis tipos celulares germinativos foram
identificados: espematogOnias primarias, espermatogbnias secundarias, espermatocitos
primérios, espermatocitos secundarios, espermitides e espermatozoides. As células
intersticiais ou de Leydig apresentam atividade delta-5-3-beta-hidroxiesteréide desidrogenase,
cuja maior intensidade enzimatica esteroidogénica coincide com o periodo de maduro e
regressao.

A glandula interrenal encontra-se entremeada e dispersa pelo tecido do rim
anterior e ao redor da veia cardinal posterior e seus ramos. Ndo se notou hipertrofia ou
hiperplasia do tecido interrenal em fungdo do ciclo reprodutivo. A interrenal e as células
cromafins encontram-se dissociadas. Estas estdo dispersas no tecido que circunda o rim
cefalico, externamente.

O periodo de reprodugdo do Rhamdia quelen, estende-se de outubro a marco,
durante a primavera e o verdo, com desovas repetidas principalmente de novembro a

fevereiro. O periodo de repouso ocorre nos meses mais frios do ano, junho e julho.
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INTRODUCAO



O Brasil, devido a sua extensdo tertitorial e caracteristicas geograficas,
detém boa parte dos recursos fluviais e pesqueiros disponiveis no planeta. Ha em nosso
territério uma ictiofauna muito rica em nimero de espécies, dentre as quais grande parte ainda
encontra-se desconhecida, no referente a sua biologia e classificagdo. Toda essa diversidade
representa um valioso banco genético, bem com um favoravel recurso econdmico, ainda
pouco explorado.

A piscicultura desenvolveu-se muito nos Gltimos anos, constituindo-se
atualmente numa importante atividade em crescimento. Em paises mais avangados € uma
atividade técnica bastante conhecida e explorada, devido aos investimentos em diversos
setores da pesquisa basica, o que possibilitou o desenvolvimento e acesso a novas tecnologias
nessa area de trabalho.

Os teledsteos, grupo mais abundante e diversificado dentre todos os
vertebrados, representam cerca de 96% dos peixes existentes, muitos vivendo em nossos rios
e mares (CHESTER JONES & PHILLIPS, 1986).

O fendémeno reprodutivo nos peixes € um processo bem diversificado,
sendo a classe representante das maiores variaveis biologicas dentre os vertebrados. A enorme
quantidade de gametas produzidos e langados no meio ambiente para serem fecundados
externamente, contrasta com o desenvolvimento de 6rgios especializados para a fecundagdo
interna, em algumas espécies. A reprodugdo € um processo que pode ser executado dos mais
variados modos, tais como a liberagio de feromdnios, a construgdo ou ndo de ninhos, a
realizagdo de corte, o cuidado ou ndo com a prole. Também, a migragdo reprodutiva, seja nas
formas apresentadas pela piracema em nossos rios, ou naquelas em que grandes alteragdes
osmdticas do meio se fazem necessarias (migragdo catadrénica/rio-mar, ou anadrénica/mar-
rio), nos fornecem mostras da complexidade etologica que envolve o fendmeno da

reprodugio nos peixes (HOAR et al., 1983; BORGES, 1987).



Significativas variagdes no ciclo reprodutivo dos teleosteos que habitam
em diferentes condi¢des ecologicas, bem como tendéncias marcantes em diferentes regimes
climaticos determinam o processo de desova em periodos especificos do ano (HOAR et al,
1983).

Como elementos fundamentais da biologia de numerosas espécies, 0O
tipo de desova, a fecundidade, a época e os locais de reprodugdo, assim como a idade e o
tamanho na primeira maturidade alicercam todo o diagnéstico da situagio das populag3es e de
seu possivel comportamento ante determinadas condi¢des do meio ambiente (GODINHO,
1972).

O ciclo reprodutivo anual para muitas espécies de teledsteos tem sido
descrito em termos de mudancgas no indice gonadossomatico (IGS — peso da gdnada em
relagiio ao peso total do corpo) e/ou mudangas morfologicas em ovarios e testiculos (PETER
& CRIM, 1979). Toda a complexidade da reprodugdo dos peixes ¢ refletida na vastidao de
estruturas gonadais. Entretanto a estrutura fundamental, constituida por células germinativas e
por células somaticas constituintes do tecido gonadal, é similar (NAGAHAMA, 1983).

Dois processos podem ser notados no desenvolvimento das gbnadas e
maturagio sexual em peixes. O primeiro refere-se ao desenvolvimento das gonadas de peixes
jovens até chegar a maturagio sexual, representada pela primeira desova, a partir da qual os
peixes sdo considerados adultos, sendo este processo linear e irreversivel. O segundo processo
consiste na manifestacio dos ciclos sexuais periodicos nos peixes adultos, cujas gbnadas
apresentam diferentes estagios de maturagdio em distintas épocas do ano. Este € um processo
ciclico e reversivel, que se repete de acordo com o padrdo ritmico da espécie (CALVO &
DADONE, 1972).

Em regides de clima temperado e subtropical as variagdes sazonais

refletem-se no ciclo de vida dos animais que vivem sob essas condigdes. O ciclo reprodutivo €



nitidamente afetado por essas variagBes, sendo que a maioria dos teledsteos apresenta
reproducdio sazonal, a qual se traduz em alteragdes no tamanho e aspecto das gdnadas ao
longo do ano, sendo acompanhada por uma série de mudangas morfologicas e fisiologicas. O
fotoperiodo e a temperatura sdo os principais fatores que influenciam os ciclos sazonais
(PETER & CRIM, 1979).

Os hormdnios reprodutivos, especialmente, sdo estudados de forma a
esclarecer e melhor compreender os mecanismos da diferenciacdo sexual, da regulagdo da
gametogénese e da liberagdo dés gametas (FOSTIER et al, 1983; GOETZ, 1983;

FITZPATRICK et al., 1993).

GONADOTROFINAS

O processo reprodutivo em peixes € controlado pelas gonadotrofinas
(GtH), a maturagdo dos gametas, que s6 ocorre na maturidade sexual, é mediado por
hormodnios esterdides, e a ovulagio e a desova podem ser reguladas por fatores ndo
esteroidogénicos (GOSWAMI et al., 1985).

Assim, como nos demais vertebrados, a reprodugdo em teledsteos €
controlada pelo eixo hipotalamo-hipofise-gonada. Diretamente relacionados com a
reprodug@o, nucleos hipotaldmicos secretam dois neuro-horménios: um liberador de
gonadotrofina (GnRH), que agindo sobre a hipdfise, promove a liberagio do horménio
gonadotrofico (PETER ef al., 1986), e o outro, a dopamina atua na grande maioria dos peixes
inibindo a liberagdo de gonadotrofina pela mesma gldndula (CHANG et al., 1984).

Nos teleosteos, de maneira geral, foram descritas diferentes formas de
GnRH. Sherwood e Lovejoy (1989), reuniram dados sobre os tipos de GnRH até entdo
conhecidos para teledsteos, os quais podem se apresentar em formas semelhantes aos dos

mamiferos, das aves, € mesmo outras formas, caracteristicas de peixe.



A natureza dos hormdnios gonadotroficos dos peixes e sua fungdo no
controle da reprodugfo, ainda ndo esta totalmente compreendida. Estudos iniciais em peixes,
identificaram apenas um tipo de gonadotrofina, semelhante ao hormdnio luteinizante dos
mamiferos, particularmente importante durante a gametogénese € a maturagio (FONTAINE
& DUFOUR, 1987). Um s6 tipo de horménio gonadotrofico foi relatado para varios
teledsteos, dentre eles a carpa comum Cyprinus carpio (Burzawa-Gerard, 1971, 1982) e
Rhamdia hilarii (VAL-SELLA et al.,1988).

Nos peixes salmonideos, similarmente a outros vertebrados, ha
evidéncias da existéncia de duas gonadotrofinas. Uma delas, produzida principalmente
durante os estagios iniciais de desenvolvimento gonadal, é similar ao hormdnio foliculo
estimulante dos mamiferos, a GtH 1. A outra gonadotrofina, a GtH 2, é sintetizada nas fases
finais da maturagio sexual, sendo homoéloga ao hormdnio luteinizante (SUZUKI et al., 1988;
KAWAUCHI et al., 1989, NOZAKI et al., 1990, TRUDEAU, 1993). Para varias outras
espécies de peixes também foram estudadas e identificadas duas gonadotrofinas: Seriola
dumerilii do mediterrdneo (GARCIA et al., 1997), Carassius auratus (TRUDEAU, 1993),
dentre outros, como os peixes da familia Cianidaes (COPELAND & THOMAS, 1993).

Os primeiros estudos para identificagdo dos tipos celulares da glandula
hipofise foram feitos por métodos citoquimicos e histoquimicos. Foram assim descritos tipos
celulares adeno-hipofisarios em peixes, semelhantes aqueles encontrados em mamiferos
(SHRIVASTAVA & SWARUP, 1980; CAMBRE e al., 1986; TOUBEAU et al., 1991).

Mais recentemente, o uso de técnicas de imunohistoquimica tém
proporcionado um grande avango nas investigagGes sobre a morfologia funcional dos
teledsteos, relacionada a varios sistemas, particularmente o reprodutivo (FANTODII ef al.,
1990). A imunohistoquimica tém sido amplamente usada, a fim de detectar a presenga ¢ a

localizagdo dos varios hormdnios hipofisarios e até mesmo demonstrar a similaridade



molecular entre os horménios dos peixes e dos tetrapodas (TOUBEAU etal, 1991, POWER,
1992; SPECKER et al., 1993).

Nos teleosteos estudados, verificou-se que a agio gonadotrofica sobre o
desenvolvimento gonadal se faz de modo indireto através da biossintese de esteroides. Destes,
0 17 B-estradiol, a testosterona e a 17a-20B-di-hidroxi-4-pregen-3-one s3o apontados como
hormonios encarregados de mediar as varias etapas da gametogénese, como o crescimento € a
maturagdo dos odcitos nas fémeas, a espermatogénese e espermia¢do nos machos. Nas
fémeas, os esterdides sdo sintetizados nas células foliculares dos odcitos (revisado em

ANDRADE 1993).

GONADA FEMININA

Nas fémeas de teleosteos, Wallace e Selman (1981) dividem o processo
de desenvolvimento do odcito (cogénese) em quatro fases: fase de crescimento primario que é
independente de gonadotrofinas;, fase de formagdo das vesiculas de vitelo; fase de
vitelogénese e fase de maturaggo. As trés ultimas fases sdo dependentes de gonadotrofinas.

O crescimento primdrio, inicia-se com a transformag@io da oogbnia em
o6cito primario, onde os cromossomos comegam o processo de divisdo meidtica. O foliculo
primario ¢ estabelecido. Durante a fase de crescimento inicial ocorre um aumento
significativo no volume do od6cito e muitas organelas membranosas sdo elaboradas dentro do
ooplasma. Muitos estudos indicam que a fase de crescimento primario ocorre independente da
influéncia hipofisaria, consequentemente, em animais hipofisectomizados os odcitos ndo
crescem além de um tamanho critico. Esse tamanho critico € espécie-dependente e é constante
dentro de uma mesma espécie. Uma vez alcangado esse tamanho, o odcito esta totalmente
envolvido pelo foliculo completo, que é constituido de uma camada simples de células

denominadas foliculares ou granulosas, que sdo imediatamente rodeadas por uma camada de



células cohjuntivas, constituindo-se assim as células da teca (SELMAN & WALLACE,
1983).

O crescimento do odcito ocorre principalmente durante a fase de
vitelogénese, que compreende a incorporagdo de vitelo nos odcitos em desenvolvimento. As
proteinas do vitelo sdo sintetizadas primariamente no figado, e transportadas pelo sistema
vascular até o ovario, onde sdo depositados nos o6citos como vitelo. O vitelo deposita-se de
duas formas: vesiculas de vitelo, que sfo estruturas de tamanho relativamente grande e
formato irregular, e granulos de vitelo, que sdo estruturas arredondadas e de tamanho variavel
dependendo da etapa do desenvolvimento. A deposigdo de vitelo ¢ normalmente seqiiéncial,
ocorrendo primeiro a formagdo de vesiculas de vitelo (WEBSTER & WEBSTER, 1974;
HARVEY & HOAR, 1980).

A principal substdncia extra-ovariana que compde o vitelo é a
vitelogenina, uma glicoproteina derivada predominantemente do figado. A vitelogenina é
seqiiestrada pelo odcito via endocitose e subseqiientemente processada. A formagdo do vitelo
protéico deriva da clivagem proteolitica da vitelogenina (SELMAN & WALLACE, 1986;
NAGLER & IDLER, 1992).

O inicio da vitelogénese é marcado pelo aparecimento de esferas de
vitelo dispostos na periferia do ooplasma. Ao longo do processo de vitelogénese, essas esferas
de vitelo aumentam e se distribuem pelo ooplasma e, freqiientemente, fusionam-se entre si.
No final da vitelogénese a parte central do odcito é ocupado por uma massa fluida de vitelo
(SELMAN & WALLACE, 1986).

Em teleosteos superiores, o vitelo torna-se segregado dentro do
citoplasma e concentra-se no interior do ovo, enquanto o citoplasma é encontrado na

superficie formando uma fina capa citoplasmatica. Os lipidios podem estar presentes na forma



de grandes ou pequenas gotas de gordura dentro da massa de vitelo, dependendo da familia
(BALINSKI, 1981).

As células foliculares parecem nﬁo contribuir diretamente para a
formagéo do vitelo em teledsteos. No periodo vitelogénico, os foliculos tornam-se capazes de
responder aos niveis endogenos de hormdnios (SELMAN & WALLACE, 1986).

Em vista da importancia desta fase de crescimento no desenvolvimento
do odcito, o envolvimento de horménios no controle do aumento de proteinas no odcito tem
sido muito estudado (ANAND & SUNDARARAJ, 1974; CAMPBELL & IDLER, 1976;
BRADLEY & GRIZZLE, 1989; TYLER ef al., 1992). As gonadotrofinas sio os maiores
efetores endocrinos no controle de desenvolvimento ovariano em teledsteos. Alguns estudos
mostram que as gonadotrofinas estimulam a esteroidogénese ovariana (CRIM et al. 1975;
CAMPBELL & IDLER, 1976; GOSWAMI et al., 1985, TYLER et al., 1992). Na primeira
fase da vitelogénese, a produgdo de vitelogenina pelo figado € estimulada por estrogenos
(17B-estradiol). Na segunda fase, a incorporag¢do de vitelogenina pelos odcitos ¢ estimulada
por gonadotrofinas, ou seja, as gonadotrofinas estimulam o aumento de vitelogenina durante a
vitelogénese (TYLER et al., 1992). Sendo assim, as gonadotrofinas tém influéncia indireta
sobre a primeira fase, uma vez que estimulam a sintese de estrogenos, e influéncia direta
sobre a gonada na segunda fase da vitelogénese (CAMPBELL & IDLER, 1976). Sistemas de
cultivos de odcitos in vitro, mostram que hormdnios gonadotréficos estimulam a maturagio
meidtica em oocitos de foliculos intactos, mas ndo naqueles desfoliculados (GOETZ, 1983).
Tal fato sugere que as gonadotrofinas podem promover a maturagio estimulando a sintese,
feita pelas células foliculares, de um esteréide que age diretamente sobre os odcitos (revisado
em NAGAHAMA, 1988). Completada a maturagio do odcito, as gonadotrofinas estimulam a

produgdo de progestagenos que irdo induzir a ovulagio.



Segundo Anand e Sundararaj (1974) a hipofisectomia em peixes
teledsteos inibe a vitelogénese, mas o tratamento com preparagdes de gonadotrofinas de
mamiferos ou de peixes é capaz de restaurar o processo.

Em varios animais, a vitelogénese cessa quando o odcito atinge seu
desenvolvimento total, ou seja na maturagio. Durante a fase de maturagio (redugio da
meiose) ocorrem varias modificagdes no nucleo e no citoplasma do odcito, tais como: a
quebra da vesicula germinal, a condensag¢8o cromossdmica, a extrusdo do primeiro corpusculo
polar e a hidratagdo do odcito, que promove um crescimento adicional. Estas mudangas
ocorrem antes da ovulagdo, e sdo pré-requisitos para o sucesso da fertilizagio (SELMAN &

WALLACE, 1983; GOETZ, 1983).

GONADA MASCULINA

Nos machos, as gonadotrofinas e horménios esterdides, estdo presentes
no plasma durante o processo de espermatogénese. A GtH 1 esta envolvida na gametogénese
e esteroidogénese, enquanto a GtH 2 estd envolvida nos estagios de maturagdo final da
gametogénese. As gonadotrofinas sdo responsaveis por estimular a sintese de esterdides
(androgénios, estrogénios e progestinas) que atuam regulando a gametogénese, as
caracteristicas sexuais e o comportamento reprodutivo (SCHULZ et al., 1995; CYR &
EALES, 1996; ARCAND-HOY & BENSON, 1998).

Nos teleosteos a organizagdo estrutural dos testiculos sofre variagdes
inter-especificas. Na literatura havia uma maneira diversificada de interpretagio quanto ao
modo de organizagdo do testiculo em peixes. Grier et al (1980) apds revisio sobre a
estrutura testicular em teledsteos, e utilizando como critério a localizagio das
espermatogdnias ao longo do tlibulo, sugeriram dois modelos: um espermatogonial restrito e

outro espermatogonial nio restrito (Fig. 1).
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Figura 1: Diagrama esquemdtico ilustrando a espermatogénese em
teledsteos. A: GOnada masculina com organizagdo testicular do tipo ndo restrito caracterizado
pela presenca de espermatogdnias (PG) ao longo do comprimento do 16bulo; célula de Sertoli
(SC); cistos (C); espermatozdides (SP). B: Gdnada masculina com organizacio testicular do
tipo restrito onde as espermatog6nias (PG) estdo confinadas na por¢do distal do 16bulo; ducto

eferente (ED). (Modificado de GRIER, 1993).

Segundo o modelo espermatogonial restrito, as espermatogbnias
encontraram-se somente na terminagdo distal dos tdbulos, sendo que, durante a
espermatogénese € conseqiiente espermiogénese, ocorre migragao cistica em dire¢do ao ducto
deferente. Neste modelo ndo hd lume tubular. Este modelo restringe-se ao grupo dos
Atheriniformes, sendo um dos exemplos a Poecilia latipinna (BILLARD et al., 1982).

Os testiculos do tipo irrestrito, encontrados na maioria dos teledsteos,
sd0 compostos por numerosos 1ébulos, 0s quais estdo separados uns dos outros por uma

delgada camada de tecido conjuntivo fibroso (ROOSEN-RUNGE, 1977). Este modelo
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apresenta uma distribuig¢fio de espermatogénias similar aquela observada nos mamiferos, onde
as mesmas ocorrem ao longo do comprimento total do tubulo testicular.

As células germinativas dispde-se em cistos lobulares, os quais
rompem-se no final da espermatogénese, promovendo a liberagdo das células germinativas no
lume tubular, de onde sdo langados no ducto espermético e, posteriormente, para o meio
ambiente. O modelo aparece em Salmoniformes, Perciformes e Cypriniformes (GRIER et al.,
1981).

Funcionalmente, os testiculos dos teledsteos, assim como nos outros
vertebrados, sdo responséveis tanto pela formagio de gametas masculinos como pela secregio
de esteroides. Destes horménios dependem, o desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias, a primeira matura¢io (nos imaturos) e a maturagio germinativa em cada ciclo
gonadal (nos adultos).

Os testiculos de muitos teledsteos sdo estruturalmente compostos por
compartimentos lobular e intersticial. No compartimento intersticial, Fostier er al.(1983)
consideram trés tipos celulares diferentes como responsaveis pela esteroidogénese testicular:
as células intersticiais ou de Leydig, as células de Sertoli e as células epiteliais dos ductos
deferentes testiculares.

No compartimento lobular do testiculo sdo encontrados dois tipos
celulares: células de Sertoli e células germinativas. O desenvolvimento das células
germinativas ocorre dentro de cistos que revestem internamente os tubulos seminiferos
(MOSER, 1967; GRIER, 1975; GRIER et al., 1978; SILVA & GODINHO, 1989).

A célula de Sertoli em teledsteos apresenta uma terminologia variada.
Inicialmente foram descritas e denominadas células periféricas lobulares, mas também sdo

chamadas por muitos autores de: células somaticas intralobulares, células do tecido
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conjuntivo, células cisticas especiais, células foliculares e células cisticas intralobulares
(revisado em BORGES, 1987).

Em muitos teledsteos as paredes dos cistos sdo formadas por células de
Sertoli, e dentro de cada cisto as células estdo na mesma fase da espermatogénese (MOSER,
1967, GRIER, 1975; GRIER et al., 1978, SILVA & GODINHO, 1989; PUDNEY, 1995;
PORAWSKI, 1999).

Tipo celular esteroidogénico para muitas espécies de teledsteos, a célula
de Sertoli, possui caracteristicas ultra-estruturais comparaveis as células de mamiferos
(BILLARD et al., 1972; GRESIK, 1975; GRIER & LINTON, 1977, NAGAHAMA et al.,
1978). Também sio atribuidos outros papéis a essas células como, fagocitose dos corpos
residuais das espermatides e de espermatozoéides residuais (GRIER, 1976; GRIER et al.,
1980) e um provavel papel nutritivo (GRIER, 1981).

O compartimento intersticial, consiste de células intersticiais especiais,
células musculares, fibroblastos, além de vasos sangiiineos e linfaticos. As células
responsaveis pela secre¢do de hormdnios sexuais tém sido descritas em ambos os
compartimentos. No entanto, hi na literatura, diferentes terminologias aplicadas a essas
células.

As células intersticiais, presentes no intersticio testicular (NICHOLLS
& GRAHAM, 1972), sdo também chamadas por muitos autores de células de Leydig, devido
a homologia com as células de mamiferos. Essa correlagdo foi estabelecida por meio de
estudos histoquimicos para detecgdo de lipidios e colesterol. Entretanto, outros autores
afirmam que a lipofilia e a sudanofilia no sdo critérios suficientes para estabelecer esta
homologia, uma vez que a lipofilia nfio é restrita a este tipo celular (GURAYA, 1976a;
GRIER & LINTON, 1977) ou mesmo lipidios podem estar ausentes em alguns teledsteos

(NICHOLLS & GRAHAM, 1972). Assim, célula intersticial, seria a terminologia mais aceita
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(FOSTIER et al., 1983). Por outro lado, Bara (1969) estudando as células de Leydig de
Fundulus heteroclitus mostrou por meio da histoquimica, que estas células apresentam reagio
positiva para a esterdide desidrogenase. Além disso, as células de Leydig de Oryzas latipes,
embora nio tenham demonstrado evidéncias histoquimicas, mostraram caracteristicas ultra-
estruturais que evidenciam atividade esteroidogénica (GRESIK ez al., 1975).

S8o poucas as informagdes a respeito da atividade esteroidogénica de
cada um dos tipos de células endodcrinas testiculares, durante o ciclo reprodutivo dos
teledsteos. As pesquisas nestes topicos propiciam um maior entendimento do controle
endocrino da reprodugdo, podendo auxiliar, de certa forma, o desenvolvimento de técnicas de

piscicultura (revisado em BORGES, 1987).

INTERRENAL E CELULAS CROMAFINS

Além do eixo hipotalamo-hipofise-génada, foi relatada a presenga de
um outro eixo de controle hormonal nos teledsteos, o hip6fise-interrenal, ativado em resposta
a quase todos os tipos de estresse ambiental (DONALDSON,' 1981).

O sistema adrenal de peixes consiste em duas glindulas: interrenais e
células cromafins, ambas localizadas junto ao tecido renal.

Em telebsteos, a interrenal sé pode ser distinguida histologicamente,
pois trata-se de um tecido e ndo de um 6rgdo distinto. Geralmente é encontrada associada a
veia cardinal posterior e aos seus ramos, ou intrincada entre o tecido renal geralmente na
regido do rim anterior ou cefalico. Essas células produzem vérios horménios corticosterdides.
Ha varios graus de associago entre o sistema adrenal de peixes e componentes homélogos a
regido medular e cortical da glandula adrenal dos mamiferos (MILANO et al., 1997).

A homologia entre o tecido interrenal dos teleosteos e¢ a glindula

adrenal dos mamiferos foi estabelecida por Giacomini em 1902 (revisado em MILANO et al.
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1997). A glandula interrenal correspondente ao cortex adrenal dos mamiferos, e estrutura-se
sob a forma de estratos de células epiteliais, dispostas ao longo da veia cardinal posterior ¢ de
seus ramos, no interior do rim cefélico ou pronefro. As células cromafins, caracteristicas da
medula adrenal, também foram observadas ao longo da veia cardinal, proximas ou entre as
células do tecido interrenal.

Estudos posteriores realizados por Oguri e Hibiya (1957), Oguri (1960),
Nandi (1962,1965) e Hooli e Nadkarni (1975), mostraram que a morfologia do tecido
interrenal e das células cromafins era freqlientemente varidvel, mesmo quando se
examinavam espécies filogeneticamente proximas.

Além dessas diferengas interespecificas na forma, o tecido interrenal e
as células cromafins ainda podem sofrer modificagdes por causa fisiolégica, notadamente no
decorrer do ciclo reprodutivo de espécies migradoras (ROBERTSON & WEXLER 1960;
McBRIDE & VAN OVERBEEKE 1969; DONALDSON 1981; DIXIT & AGRAWALA
1975).

Fungdes importantes sdo atribuidas aos corticosterdides durante alguns
tipos de estresse como, uma alteragdo no balango hidromineral (MATTY, 1985) e acdo
imunossupressora (SCHRECK e al., 1989). Os corticosterdides também podem ter papel
relevante na reprodugdo e na mobilizagdo energética. Isto porque durante a maturagdo
gonadal, algumas espécies de peixes cessam a alimentagdo e os niveis de cortisol se elevam,
aumentando a utilizagdo das reservas de gordura e a proteélise periférica. Desta maneira, os
estoques energéticos tornam-se disponiveis, ocorrendo a liberagio de glicose com sua
consequiente utilizagio (SUNDARAJAJ et al., 1982).

Sundararaj e Goswami (1977) propuseram uma interagdo hipofise-
interrenal-ovario para o bagre indiano. Inicialmente foi sugerido para esta espécie, que a

gonadotrofina atuaria sobre a glindula interrenal para que esta, em resposta, produzisse
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esteréide maturacional, o qual induziria a maturagdo final dos odcitos. Em estudos
posteriores, SUNDARARALJ et al. (1985) verificaram que a maturagdo final dos odcitos
envolve tanto a agfo gonadotrofica sobre a interrenal como sobre o ovario. A primeira,
proporcionando a secre¢do de um esterdide indutor da maturagdo final e a segunda,
proporcionando a secre¢do de um esterdide nos odcitos vitelogénicos. Deste modo
gonadotrofina e corticosteroide atuariam sinergicamente sobre a maturaggo final dos o6citos.

O cortisol € o esterdide mais importante dentre os corticosterdides
secretados pela glandula interrenal dos teledsteos (CHESTER JONES & PHILLIPS, 1986).
Os esteroides sendo formados a partir do colesterol, sdo estocados no citoplasma das células
interrenais (GORBMAN, 1986).

Ha relatos, sobre as modificagGes na secre¢do de corticosterdides e na
morfologia apresentada pelas células interrenais, em fungdo do ciclo reprodutivo de
teledsteos. ElevagGes nos niveis de cortisol por exemplo, durante o periodo de desova, tém
sido reportadas para algumas espécies (COOK et al., 1980; PICKERING & CHRISTIE, 1981,
LAMBA et al., 1983; BRY, 1985).

Mudangas celulares da interrenal durante a fase reprodutiva, foram
estudadas em salmonideos. A mortalidade pos-desova do Oncorhynchus nerka (salmio do
pacifico) tem sido associada a hiperplasia do tecido interrenal. (ROBERTSON & WEXLER,
1960; VAN OVERBEEKE & MCBRIDE, 1971; CHESTER JONES & PHILLIPS, 1986).

As células cromafmms, geralmente encontram-se associadas a interrenal
nos teledsteos, mas essa associagdo pode variar conforme a espécie. Coupland (1965, 1972)
definiu as células cromafms como tendo origem da neuroectoderme. Estas células sdo
inervadas por fibras simpaticas pré-glanglionares, capazes de sintetizar, secretar e estocar
catecolaminas, os horménios adrenalina e noradrenalina. Essas células tém seu nome derivado

da aparéncia da granulagdo castanha amarelada, resultante da oxidag¢3o intracelular das
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catecolaminas quando coradas com sais de cromo ou dicromato (revisado em REID et al.,
1998).

Quanto a localizagdo das células cromafms existem algumas
divergéncias entre as diversas classes animais. Nos mamiferos, passaros e répteis as células
cromafms sdio encontradas na regido medular da glindula adrenal. Em anfibios as células
cromafins estfio localizadas em associagio com o sistema nervoso simpatico na superficie
ventral do rim e, em anuros formam uma massa distinta na superficie do rim (revisado em
REID et al., 1998). Em teledsteos as células cromafins estdo localizadas geralmente ao redor
da veia cardinal posterior em associagio com o tecido linfoide, na regido do rim anterior

(NANDI, 1962; 1965; MILLANO et al., 1997; REID et al., 1998).

O JUNDIA

E uma espécie de bagre nativo do sul da América do Sul, sendo um dos
peixes mais conhecidos e adaptados ao clima frio da regifio sul. A espécie pertence a familia
Pimelodidae, dentro da subfamilia Heptapterinae. Este grupo passou por uma revisdo
completa em 1998 quando foi amplamente estudado por Bockmann. A partir dai sugere-se
optar pela mengdo da subfamilia em referéncia a este peixe, pois provavelmente a familia seja
desmembrada e¢ o género Rhamdia deva integrar o grupo Heptapteridae. A familia
Pimelodidae inclui um conjunto muito grande de peixes de interesse comercial,
compreendendo formas muito diversificadas, sendo que o tamanho varia de 40 a 120 cm. E
uma das maiores familias de bagres da América do Sul.

Uma revisdo sistematica do grupo foi realizada recentemente e a
determinagdo € que a espécie Rhamdia quelen possui ampla distribuigio (SILFVERGRIP,

1996).
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No Rio Grande do Sul o jundid — Rhamdia sp. é um peixe promissor
entre as espécies cultivadas, além de ser um dos preferidos nas mesas da regido. O nome
jundia é uma designagdo de muitos peixes da ordem Siluriformes, e talvez para os indigenas
significasse o0 mesmo que bagre. Segundo o Catalogo de Gosline para toda a América de Sul e
Central, o género Rhamdiq conta com 66 espécies (MEZZALIRA et al., 1997).

Um dos jundias mais conhecidos é o Rhamdia quelen. Dulcicola, com
poucas espécies estuarinas, os adultos sdo bentonicos e sdo encontrados livres na natureza nas
lagunas e nos pogos fundos dos rios, escondidos entre as pedras e troncos, de onde saem a
noite a procura de pequenos peixes, insetos, larvas e vermes, que constituem a sua
alimentagfio. Em cativeiro apresenta uma boa conversgo alimentar. Desovam em regides rasas
com pouca ou nenﬁuma correnteza (BOCKMANN, 1998; MEZZALIRA et al., 1997).

Um somatorio de fatores como a poluigio desenfreada, o desmatamento
ciliar, a pesca irracional, ¢ mesmo a demanda insuficiente de pescado de espécies
consideradas nobres, nos projeta para outras perspectivas da aquicultura nacional, preocupada
ndo somente com a preservagio da fauna ictica, como também na sua exploragdo racional. A
criagio de peixes pode se tornar mais uma fonte de proteina, de baixo custo na propriedade
rural, de modo a satisfazer o consumo crescente da industria da aquicultura.

Para que possamos explorar o cultivo de espécies nativas, bem
adaptadas ao nosso clima frio, desfavoravel ao crescimento e reprodugdo de muitas espécies
de peixes exoticas, é imprescindivel o conhecimento da ecologia e fisiologia reprodutiva das
nossas espécies. Esse conhecimento pode favorecer a implementagio plena e satisfatoria do
cultivo de espécies nativas de interesse econdmico e adaptadas ao clima.

Em nosso trabalho, elegemos o jundiad como objeto de estudo, visando

um melhor conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva desse representante nativo da nossa
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ictiofauna, bem adaptado ao clima frio da regido Sul e com promissoras perspectivas de

utiliza¢do na aquicultura.
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OBJETIVOS

Este trabalho propOe-se a atingir os seguintes objetivos, estudando

fémeas e machos adultos de Rhamdia quelen:

OBJETIVO GERAL

Dada a importancia que a piscicultura vem obtendo nos Gltimos anos,
como modelo econdmico alternativo, € os escassos estudos sobre a fisiologia reprodutiva,
principalmente de espécies nativas, é nosso objetivo conhecer aspectos relevantes da

fisiologia reprodutiva do jundia, para aprimoramento das técnicas de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Determinar a organizagdo estrutural e citologica da hipofise

utilizando métodos histologicos e histoquimicos.

2 — Estudar a distribui¢do anatdmica e a morfologia da glandula

interrenal e células cromafins, utilizando métodos histologicos.

3 — Estabelecer as possiveis mudangas nas células da glindula

interrenal, em fungdo do ciclo reprodutivo.
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4 - Caracterizar morfologicamente a gdnada de fémeas, em relagdo aos

estadios de maturagéo gonadal.

5 - Caracterizar morfologicamente a génada de machos, em relagdo aos

estadios de maturagio gonadal.

6 - Identificar as células enddcrinas testiculares através de técnicas
histoquimicas para esterdide desidrogenase e sua atividade relacionada aos estadios do ciclo

reprodutivo.



MATERIAL E METODOS
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1 - MATERIAL

Foram utilizados 210 jundias (Rhamdia quelen) de ambos 0s sexos,
provenientes da Estagdo de Piscicultura da Fundagio Universidade de Passo Fundo (UPF),
RS. O jundia é um bagre, espécie nativa do sul da América do Sul sendo relativamente
abundante em nossos rios. Apesar de bem adaptada e resistente ao frio, a espécie desenvolve-
se methor em épocas mais quentes, quando apresenta boa conversdo alimentar. Atinge entre
300 e 400g em seis a sete meses de cultivo. Apresenta carne firme sem espinhos
intramusculares, sendo bastante apreciada (SAINT-PAUL,1986).

Com o intuito de se observar a influéncia de certos fatores ambientais
sobre a fisiologia reprodutiva dos jundias, foram obtidos dados relativos & temperatura do ar,
fotoperiodo e precipitagio pluviométrica da regido de coleta (Figura 2). O levantamento
dessas variaveis foi efetuado pela EMBRAPA - RS (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria). As curvas anuais dos referidos pardmetros sdo utilizadas na andlise final da
curva de maturagdo gonadal do Rhamdia quelen.

Os animais utilizados neste trabalho foram fémeas e machos adultos
(Fig. 5), coletadas no periodo de julho de 1998 a agosto de 2000, agrupados nas vérias fases
do ciclo gonadal. Também foram coletados machos e fémeas imaturos.

Todos os espécimes estudados nasceram na propria UPF. Os
reprodutores foram mantidos em sistema de cultivo em viveiros de 100 m? (Fig. 6), com
profundidade média de 1 m e com renovagdo de 4gua de 6 litros por minuto. Foram
alimentados com ra¢do comercial para reprodutores (42% de Proteina Bruta) na taxa de 1 a
2% da biomassa, duas vezes ao dia, mantidos sob temperatura e fotoperiodo naturais.

Os peixes imaturos foram mantidos em tanques de concreto de 1,5 m’

com profundidade de 80 cm, alimentados periodicamente durante as 24 horas diarias através
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de alimentador automatico, sendo a ra¢io a mesma usada para os reprodutores, porém
triturada.

As razdes para a escolha da estago de piscicultura da Universidade de
Passo Fundo foram: a disponibilidade de dados de controle dos animais (idade, sexo e
maturidade) a disponibilidade de dados relativos as variagdes sazonais do ambiente e as
condicBes satisfatérias de coleta. O que permitiu maior controle no desenvolvimento das

técnicas de processamento das amostras.

2 - METODO

2.1 Procedimento de coleta

No primeiro ano as coletas foram mensais, no segundo ano ocorreram
em meses representativos dos estadios: julho, setembro, novembro, fevereiro, abril, junho e
agosto, sendo capturados seis machos e seis fémeas em cada coleta. A captura dos adultos foi
feita com rede de arrasto passada suavemente no tanque sempre as 8:00 da manhd. Os animais
jovens (imaturos) foram capturados com auxilio de puga.

Os peixes foram anestesiados em tricaina (MS222 - Finquel ®-
Sandoz) na dose de 300 mg/l, tamponada com 600 mg/l de NaHCO;, e mortos por se¢do

medular.

2.2 Obtencio dos dados biométrices

De cada exemplar, machos e fémeas, foram aferidos: o comprimento

total (distdncia em cm entre as extremidades anterior e posterior do animal) através de régua,
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0 peso total e o peso gonadal obtidos utilizando-se balanga (Marte) com sensibilidade de 1
mg (Tabela I e II). Esses dados foram utilizados para obtengdo do indice gonadossomatico
(IGS). O IGS é um parimetro de indicagdo do estagio de maturagio gonadal em diversas
espécies animais, sendo calculado a partir da relagéo entre o peso da gonada e o peso total do
animal de acordo com a f(’)rmula.:

IGS = peso da gonada/ peso total do animal x 100

2.3 Obtencio das gonadas e rins cefilicos

As gbnadas e rins, de machos e de fémeas, foram retirados através de
uma secgio longitudinal na regido ventral do animal, desde o poro genital até a abertura do
opérculo. Tanto as gdnadas como os rins cefalicos de machos e fémeas, apos serem cortados
em pedagos de 5 mm de espessura, foram fixados imediatamente em Boiiin ¢ formol a 10%
para processamento histologico de rotina, e em nitrogénio liquido para histoquimica.

Os testiculos e os ovarios foram ainda fixados em glutaraldeido a 3%
em tampdo fosfato 0,2 M pH 7,4, e processados respectivamente, para Microscopia Eletronica

de Varredura e Microscopia Eletronica de Transmissdo através de técnicas de rotina (Anexo

1).
2.4 Obtencio da hipéfise
Com auxilio de um saca-bocado retirou-se a porgdo superior da caixa

craniana, expondo-se o encéfalo, o qual foi removido e dele destacada a hipofise. Esta foi

fixada imediatamente para histologia em liquido de Bouin, durante 24 horas e para
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Microscopia Eletrénica de Varredura, em glutaraldeido a 3% em tampéo fosfato 0,2 M pH

7,4, durante 48 horas (Anexo 1).

2.5 Processamento histolégico

Apos a fixagdo, as estruturas destinadas 4 inclusdo em paraplast (rins
cefalicos, ovarios, testiculos e hipdfise), foram conservadas em alcool a 70% para o
processamento das amostras pelos métodos histologicos de rotina. As gdnadas fixadas em
formol a 10%, foram mantidas a 4 °C, imersas em sacarose a 30%, para cortes em criostato.

Das hipofises foram obtidos cortes seqiienciais, sagitais e tranversais de
3 a 7 um de espessura, que foram corados pelos métodos da Hematoxilina-Eosina (H.E.),
Tricrémico de Mallory e Hematoxilina-Chumbo (HPb) (Anexo 2).

Os cortes dos rins cefalicos, transversais e seriados, de 3-7 um de
espessura foram corados pelo método de HE., para localizagio do tecido da interrenal e
reagdio cromafin para localizagdo das células cromafins (Anexo 2).

Os ovarios cortados transversalmente em espessura de 3 a 5 um, foram
corados utilizando-se H.E. e Tricromico de Mallory.

De cada testiculo foram feitos cortes transversais e longitudinais de 3 a
5 um de espessura, representativos das regides testiculares anterior, mediana e posterior, que
foram corados utilizando-se H.E. e Tricromico de Mallory.

A analise histologica do material foi feita em micrpscépio de luz
(Zeiss), e a documentagdo fotografica das ldminas histologicas foi feita em fotomicroscopio

Optiphot-2 Nikon equipado com cAmera fotografica Nikon FX-35 DX.



26

2.6 Métodos histoquimicos
2.6.1 Hipofise

Os métodos histoquimicos (Anexo 2) empregados para a caracterizagio
dos diferentes tipos celulares da adeno-hipofise foram: Acido Periddico de Schiff (PAS)
(McMANUS, 1946) e Azul de Alcian pH 2,5 ou “Alcian Blue” (AB) pH 2,5 (STEEDMAN,
1950).

Para controle e maior detalhamento da pesquisa histoquimica de
polissacarideos (Anexo 2), os seguintes métodos foram aplicados: acetilagdo + PAS
(MCMANUS & CASON, 1950); acetilagio + saponificagio + PAS; PAS apés tratamento
com amilase salivar (LISON, 1960); metilagio +AB pH 2,5 (TERNER & LEV, 1963);
metilagdo + saponificagio + AB 2,5 (TERNER & LEV, 1963) e hidrélise 4cida seguida de

AB pH 2,5 (QUINTARELLI ef al., 1961).
2.6.2 Ovirio

Os ovarios fixados em formol a 10% e seccionados em criostato numa
espessura de 15-20 pm, foram submetidos & técnica de Sudan Negro para detecgdo de lipidios
(LISON, 1960; PEARSE, 1968). Também foram corados com Acido Periodico de Shiff
(PAS) e PAS apos tratamento com amilase salivar, para pesquisa de polissacarideos (Anexo

2).
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2.6.3 Testiculo

Com o intuito de identificar o tecido endécrino gonadal, foram
empregadas metodologias para detecgdo das enzimas delta-5-3-beta-hidroxiesteroide
desidrogenase (A’ 3B-HED) e 17-beta hidroxiesteroide desidrogenase (178-HED), as quais
estdo diretamente envolvidas na biossintese dos hormdnios esteroides.

A delta-5-3-beta-hidroxiesterdide desidrogenase participa de importante
etapa na biossintese dos horménios esterdides dos vertebrados, sendo ativa na conversdo de
pregnenolona para a progesterona € na conversio da dehidroepiandrosterona para a
androstenediona (MORSE & HELLER, 1973; HOYER & ANDERSEN, 1977), isto &,
conversio A’ 3-B-hidroxiesterdides para os A* 3-cetosterdides.

A 17-B-HED ¢ essencial no metabolismo dos 17-B-hidroxiestertides
(Ex.: testosterona e 17-B-estradiol). Esta enzima realiza a conversio reversivel da testosterona
para a A* androsteono-3-17-diona (STOKA et al., 1971).

Os fragmentos de testiculo foram imersos em isopentano ¢ congelados
em nitrogénio liquido para cortes em criostato em espessura de 15-20 pum, e submetidos a
técnica para investigagdo da atividade das hidroxiesterdide-desidrogenases (Anexo 2).

A técnica consiste na remogdo, pela enzima, de ions hidrogénio do
substrato e sua transferéncia ao longo da via oxidativa. O hidrogénio liberado é captado pelas
coenzimas NAD (nicotinamida fosfato) ou NADP (nicotinamida difosfato) ou a propria
enzima desidrogenase pode atuar como um aceptor, neste caso nenhuma coenzima ¢é
requerida. Os fons hidrogénio sdo transferidos para um sal de tetrazolium, o NBT (nitro blue
tetrazolium). A redugdo do sal de tetrazolium pelo hidrogénio produz um deposito de

formazan, o qual pode ser visualizado no sitio de atividade da enzima pela cor azul
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(BANCROFT, 1996). O controle da técnica foi feito abolindo-se o substrato do meio de
incubagdo (Anexo 2).

Os testiculos também foram submetidos a técnica de Sudan Negro para
deteccio de lipidios, para auxiliar na investigagio das células esteroidogénicas do tecido

enddcrino testicular (Anexo 2).



RESULTADOS
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1 — HIPOFISE

1.1 - Caracteristicas gerais da hipéfise

A hipéfise de Rhamdia quelen esta situada na sela turcica na base do
diencéfalo (Fig. 7), sendo ligada a este pelo pedunculo infundibular.

Com auxilio da microscopia eletronica de varredura, observa-se que o
revestimento da superficie hipofisaria é liso, mas na regido ventral ou inferior da glandula
nota-se um pequeno sulco onde se alojam vasos e nervos de maior calibre (Fig.20 A e B).
Parece que ¢ através da regido ventral da hipofise, que os vasos de maior calibre penetram no
interior da glandula (Fig. 21).

Na regidio dorsal ou superior da hipéfise, na face de inser¢do no
diencéfalo, nota-se um sulco superficial. O sulco esta localizado na regido da “Rostral Pars
Distalis”, onde também esta localizado o ponto de inser¢do com a neuro-hipofise (Fig. 22 A e
B). Na por¢io mediana da glandula, encontra-se a “Proximal Pars Distalis” e na regido mais
inferior, esta localizada a “Pars Intermedia” (Fig. 22 B).

Microscopicamente, podem ser distintas duas por¢des: neuro-hipofise e
adeno-hipéfise. A neuro-hipofise corresponde a parte do pedunculo que se situa no interior da
hipofise, sendo constituida de tecido nervoso. Esta, penetra na adeno-hipofise pelo lado
dorsal, através da “Rostral Pars Distalis”, e ramifica-se por todas as regides da glindula
(Fig.23 e 21).

Na adeno-hipofise, podem ser diferenciadas trés regides, de acordo
com: a localizagdo, a relagdo com a neuro-hipofise e os tipos celulares .encontrados. Séo elas:
“Rostral Pars Distalis” (RPD), “Proximal Pars Distalis” (PPD) e “Pars Intermedia” (PI) (Fig.

23). Todas as regides da adeno-hipofise possuem ramos nervosos € vasos sanguineos.
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A RPD esta situada na regido dorsal da glandula, e é por onde penetra o
pedunculo hipofisario (Fig. 23) e nessa regido situam-se as ramificagdes maiores ou principais
da neuro-hipéfise. E constituida por células dispostas em palicada ao redor dos vasos
sanguineos e ramos neuro-hipofisarios, e por células em arranjo cordonal (Fig. 24 A e B).
Vasos sanguineos sdo encontrados nessa regido geralmente proximos ao tecido nervoso.

A PPD esta localizada na porgdo mediana dorsoventral da hipdfise, e
compdem-se de cordbes celulares envolvendo os delicados ramos neuro-hipofisarios e vasos
sangiiineos a eles associados (Fig. 23 e 26).

A PI ocupa a posig¢do ventral na glindula, e apresenta numerosas mas
pequenas ramifica¢cdes da neuro-hipofise. Nessa regido ha muitos vasos sangiiineos por entre

os corddes celulares (Fig. 23 e 28).

1.2 - Caracteristicas citolégicas e histoquimicas dos tipos celulares adeno-

hipofisarios

A descrigdo dos tipos celulares adeno-hipofisarios foi feita utilizando-se
hipéfises de fémeas de jundia no estadio maduro.

Nas trés regides da adeno-hipofise foram avaliados dados celulares
quanto a: morfologia, localizagdo topografica, afinidade tintorial, bem como a resposta aos
métodos histoquimicos. Puderam assim, ser identificados sete tipos celulares que sdo descritos

a seguir.

“Rostral Pars Distalis” (RPD)
Diferenciam-se nesta regido 2 tipos celulares, caracterizados pela

coloragio Tricromica de Mallory e Hematoxilina e Eosina.
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Tipo 1
Esse tipo celular apresenta citoplasma com granulos grosseiros
basofilos, distribuidos de maneira desigual. As células apresentam-se formando grupos
celulares arranjados de maneira peculiar ao redor dos ramos maiores ¢ médios da neuro-
hipéfise e, eventualmente, ao redor dos vasos sangiiineos. Sdo células poliédricas, volumosas,
com nucleo esférico, centralizado, claro e com nucléolo aparente. Sdo células basoéfilas,
quando coradas pelos métodos da Hematoxilina-Eosina (Fig. 24 A) e Tricromico de Mallory

(Fig. 24 B). Reagem positivamente a0 método da Hematoxilina-Chumbo (Fig. 25 A e B).

Tipo I
Predominantes na regido, os agrupamentos celulares estdo dispersos
por toda a RPD. Formam corddes celulares que se dispde em camadas (paligada) adjacente
aos ramos neuro-hipofisarios, e vasos sangiineos principalmente. Estas células sdo
poliédricas ou alongadas, volumosas, com nucleo esférico, claro e central, com nucléolo
aparente. O citoplasma é preenchido por uma granulagdo grosseira, cuja abundancia varia de
uma célula para outra. S3o células aciddfilas, quando coradas pelos métodos do Tricromico de

Mallory e da Hematoxilina-Eosina (Fig. 24 A e B).

Nenhum desses dois tipos celulares reagiu positivamente aos métodos
histoquimicos utilizados para detec¢do de polissacarideos e/ou glicoproteinas, portanto

admite-se que ndo ha componentes dessa natureza nas granulagdes citoplasmaticas.
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o_3q7.967'8
“Proximal Pars Distalis” (PPD) '

Tipo I

Seus extensos corddes celulares estdo dispersos por toda a PPD, sendo
as células mais abundantes dessa regido da adeno-hipofise. S3o poliédricas, com nucleo
esférico, central, claro e nucléolo evidente. Apresentam granulagio abundante e grosseira,
sendo células basofilas (Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Mallory) (Fig. 26 A e B).

Com relagdio a pesquisa histoquimica, estas células sdo positivas a
reagio de Acido Periodico de Shiff (PAS) (Fig. 27 A) indicando a presenga de polissacarideos
e glicoproteinas neutras. A reagdo com Azul de Alcian pH 2,5 (Fig. 27 B) demonstrou que
estas células apresentam polissacarideos e/ou glicoproteinas com grupos acidos. Entretanto a
intensidade de reagdo pode variar de uma célula para outra no caso do PAS. Na reacdio com
Azul de Alcian pH 2,5 notou-se que as células da regido periférica da PPD apresentam-se
mais fortemente marcadas. As reagdes apresentam-se positivas apos tratamento com amilase
salivar, acetilagdo + saponificagio + PAS e metilagdo + saponificagio + Azul de Alcian pH
2,5.

Tipo II

Aparecem individualizadas, distribuidas ao acaso pela regido. Sdo
células grandes, ovaladas, ou fusiformes. Possuem granulagio fina de natureza acidofila
principalmente (Fig. 26 A), podendo-se encontrar também granulos baséfilos, dividindo lugar
no citoplasma, sendo entdo células de natureza anfofila evidenciadas pela coloragio com
Tricrémico de Mallory (Fig.26 B). O nucleo esférico estd na maioria das vezes excéntrico e

sendo claro o nucléolo ¢ evidente. Este tipo celular reage com a Hematoxilina-Chumbo

(Fig.25 B).
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Pars intermedia

Tipo 1
Aparecem em agrupamentos celulares dispersos pela PI. O citoplasma €
levemente basofilo quando coradas pelos métodos da Hematoxilina-Eosina e de Tricrdmico
de Mallory. Possui uma granulagdo fina, cuja quantidade varia de uma célula para outra. O

nucleo esférico é central e o nucléolo é evidente (Fig. 28 A e B).

Tipo I1
Sdo células grandes, poliédricas, com granulos grosseiros de natureza
acidofila, podendo apresentar alguns também basofilos sendo de natureza anfofila. Essas
células nio formam corddes e apresentam-se dispersas por toda a PI, geralmente
individualizadas O nucleo esférico e claro, é deslocado para um dos pélos da célula, o
nucléolo é evidente (Fig. 28 A e B). Essas células reagem com a Hematoxilina-Chumbo (Fig.

29).

Tipo III
Sdao cromdfobas, menos freqiientes aparecem em pequenos grupos
celulares ou isoladas. Poliédricas, o nucleo é esférico, claro e central, o nucléolo ¢ bem
evidente. S3o semelhantes na forma as células tipo I desta regido, mas com os limites

celulares mais bem definidos (Fig. 28 B).
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2 - OVARIO

2.1 - Caracteristicas gerais do ovario

Os ovarios de jundia compdem-se de estruturas pares, localizados
caudalmente a vesicula gasosa. Encontram-se ligados & parede dorsal do celoma, através do
MmesoVvario.

Os ovarios sdo alongados e sua extremidade posterior continua-se
através de um oviduto. Os dois ovidutos unem-se formando um duto comum, que se abre
para o exterior através da papila urogenital. A superficie do orgdo apresenta-se lisa. O
tamanho, a coloragdo e a vascularizagio superficial variam de acordo com o estadio do ciclo
de maturagio.

Os ovarios estdo envoltos por um tecido capsular, cuja espessura mais
ou menos uniforme em torno da gonada, pode variar conforme o estadio de maturagdo do
ovario.A capsula é ricamente vascularizada, sendo que sua parede é composta

predominantemente por células musculares lisas e tecido conjuntivo.

2.2 - Fases de desenvolvimento dos odcitos

No ovario de jundia, os odcitos néo se desenvolvem sincronicamente, e
assim s30 encontrados simultaneamente, odcitos em varios estagios de maturagdo. Os tipos de
odcitos, foram classificados de acordo com o critério e nomenclatura propostos por Rai

(1965), Wallace e Selman (1981) e Wallace (1985):

a) Oogonias (Fig. 30) — Sdo células pequenas com citoplasma pouco

corado, nicleo grande com cromatina dispersa, € um ou dois nucléolos aparentes. A partir

na



36

destas, originam-se as células correspondentes aos odcitos em inicio de desenvolvimento. As
oogdnias geralmente sio encontradas em pequenos grupos celulares entremeadas no

conjuntivo das lamelas ovarianas, onde pode-se observar estas células em processo de mitose

(Fig. 31).

b) Odcito cromatina-nucleolar (Fig. 30) — Representam a fase inicial de
crescimento dos odcitos, possuem citoplasma escasso e claro, nicleo grande com um ou mais

nucléolos proeminentes associados a feixes de material cromatinico.

¢) Odcito perinucleolar (Fig. 32, _35, 39, 43) — No seu estagio inicial,
estas células sdo poliédricas e apresentam citoplasma fortemente baséfilo. Com o crescimento
do o6cito o micleo também aumenta de tamanho e apresenta multiplos nucléolos
arredondados de diferentes tamanhos. Os nucléolos dispostos caracteristicamente na periferia
nuclear conferem o nome a esse tipo celular. Uma fina camada folicular envolvendo o odcito,
formada por células pavimentosas j4 pode ser visualizada. No estagio perinucleolar mais
avancado (Fig. 39, 40), os odcitos apresentam-se maiores, arredondados e com citoplasma
mais claro. O nicleo grande, contém nucléolos ovalados adjacentes a membrana nuclear, e
material cromatinico evidente. Nesta fase, o envelope folicular comega a tornar-se mais
evidente e mais alto, e aparecem as células da teca, formando uma unica camada. Entre o
epitélio folicular e o odcito observa-se uma camada acelular fortemente acidofila e PAS
positiva, denominada zona pelicida. Também chamada membrana vitelina ou corona radiata,
esta camada torna-se proeminente nas células em estagio maturacional mais avangado (Fig. 32

€34 A).

d) Odcito cortical-alveolar (Fig. 32, 40, 41) - Neste estagio a
caracteristica predominante que o diferencia dos odcitos anteriores, além do seu maior

tamanho, é o aparecimento de estruturas citoplasmaticas esféricas. Inicialmente sdo pequenas
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semelhantes a ou vesiculas, com aspecto aparentemente vazio e de formato irregular. Tais
estruturas ndo se coram com corantes utilizados de rotina (H.E. e Mallory), mas sdo positivas
para Sudan Negro, sendo entdo esse primeiro vitelo de natureza lipidica. A medida que estas
vesiculas aumentam em niimero e tamanho, dispdem-se na periferia do citoplasma, conferindo
um aspecto alveolar ou reticulado. Essas estruturas sao comumente denominadas vesiculas de
vitelo (grandes de formato irregular). No inicio desta fase ja podem ser visualizados granulos
de vitelo (arredondados de tamanho variavel) (Fig. 33 e 34 A). O nucleo apresenta nucléolos
dispostos perifericamente, e o material cromatinico é menos evidente que na fase anterior.
Neste estigio, a zona pelicida apresenta-se mais espessa (Fig. 32). O envoltorio folicular
compdem-se de duas camadas celulares nitidas em arranjo epiteliide: internamente uma
camada de células foliculares cubicas com um nucleo central avantajado, chamadas de
células da granulosa e, externamente outra camada formada por células pavimentosas,

chamadas de células da teca (Fig. 33, 35).

e) Odcito vitelogénico (Fig. 33) — Estes odcitos sdo maiores que 0s
anteriores. Os granulos de vitelo caracteristicos dessa etapa, sio bem evidentes. Inicialmente
mostram-se como pequenas inclusdes esféricas na periferia do citoplasma. Possivelmente
através da fusdo de granulos menores, formam grénulos de vitelo maiores, que se dispersam
pelo citoplasma em disposi¢do centripeta. O nicleo (vesicula germinal) apresenta contorno
irregular, e posigio levemente excéntrica. A zona pelicida apresenta-se em seu
desenvolvimento méximo e mostra acidofilia intensa. As células foliculares granulosas s&o
cibicas na maturagio e mais altas, hipertroficas, num tipico epitélio cilindrico no obcitos

maduros.

No citoplasma das células da granulosa no estadio maduro nota-se uma

granulagio fina, o que da ao citoplasma um aspecto pouco homogéneo. A ultra-estrutura

>S5 (
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dessas células mostra o citoplasma carregado de granulos de secregdo claros, pouco
eletrondensos, em nitida fusdo. E entre eles a presenga de ribossomos livres, sob a forma de
polirribossomos. O reticulo endoplasmatico granular (REG) mostra-se particularmente

carregado de ribossomos aderidos a sua membrana (Fig. 34 B).

f) Obcitos atrésicos (Fig. 35, 43) — Sdo estruturas modificadas de
odcitos em qualquer fase de desenvolvimento, onde o nicleo aparece em desintegra¢do, o
citoplasma perde a caracteristica homogénea, ¢ em estdgio avangado aparecem vactiolos de
tamanho variado indicando reabsor¢do. Quando presentes, os granulos de vitelo estdo em
fusio evidente, e ha um nitido descolamento entre a camada de células foliculares interna
(granulosa) e a externa (teca). Entre as camadas surge assim um espago preenchido por
material amorfo de natureza glicoproteica, sendo positivo para a reagéo de acido periddico de

Shiff (PAS) e negativo para Sudan Negro.

g) Foliculo pés-ovulatorio (Fig. 36, 42) — Origina-se a partir de
foliculos vazios (pos-desova), sendo delimitado por um epitélio simples cilindrico, as células
da granulosa e, outra camada de células pavimentosas, a teca. Bem vascularizado, o foliculo
apresenta-se muitas vezes contorcido e encerra em seu interior material amorfo PAS positivo.
As células da granulosa sofrem alteragdes ao longo do ciclo reprodutivo mas, as células da
teca parecem nio se alterar. A auséncia da zona pelicida no foliculo pés-ovulatério sugere
que esta estrutura, ou foi liberada com o o6cito como ocorre nos mamiferos, ou desintegrou-

S€.

A ultra-estrutura das células da granulosa (Fig. 37 e 38), mostra um
reticulo endoplasmatico granular (REG) bem desenvolvido. As mitocdndrias com cristas
tubulares, sdo encontradas em todo o citoplasma celular, embora aparegam em maior nimero

concentradas no polo basal da célula, juntamente com o REG e o nucleo claro. Ribossomos
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livres sdo encontrados distribuidas por todo o citoplasma, sob a forma de polirribossomos.
P6de-se observar também granulos de secrecdo, lipidios, e complexo de Golgi desenvolvido,
além de vesiculas de fagocitose contendo material amorfo no interior. Verificou-se também a
presenga de demossomos (complexo juncional) entre as células vizinhas. O nucleo claro e
central, mostrou cromatina com aparéncia granular homogeneamente distribuida pelo

nucleoplasma.

2.3 - Caracterizacéo dos estadios de maturacio da gonada feminina

O objetivo deste trabalho foi a determinagdo dos estagios de
desenvolvimento gonadal em peixes adultos (maduros) e jovens (imaturos).

As fémeas de jundia coletadas durante o periodo de julho de 1998 a
agosto de 2000, foram agrupadas de acordo com os resultados das analises macroscopicas e
microscopicas dos ovarios.

Os ovarios de animais imaturos sdo pouco volumosos e estreitos, de cor
ambar, sem vascularizag@o aparente. Os ovarios de peixes imaturos, apresentam as mesmas
caracteristicas microscopicas dos ovarios de peixes em repouso, que sera descrito a seguir.
Nestes sdo encontradas oogdnias e 00citos perinucleolares iniciais somente, € o envoltério
capsular € delgado.

Utilizando-se a classificagdo de Lima et al. (1991), os animais adultos
foram classificados em 4 grupos, de acordo com o desenvolvimento gonadal: Repouso (R),
Maturacio (Ma), Maduro (Md) e Regressio (Rg).

Nc; repouso, periodo relativo aos meses de junho e julho (inverno), o
IGS ¢ baixo (Tabela I, Fig. 3 e 4), os ovarios s3o estreitos, pouco volumosos de coloragio

ambar translucida, e pouco vascularizados (Fig. 11). Os odcitos ndo sdo visualizados
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macroscopicamente. Microscopicamente s3o observadas oogbnias, oocitos perinucleares
iniciais e avangados, estes predominam em tamanho (Fig. 39).

O estadio de maturac¢io, ocorre nos meses de agosto e setembro (final
de inverno e inicio de primavera) e pode ser sub-dividido em maturag@o inicial e final. Na
maturagdo inicial, o IGS sofre um ligeiro aumento em relagdo ao periodo de repouso, mas
aumenta muito, e rapidamente, até o final do estddio, podendo até chegar a valores
equivalentes aos do estadio maduro (Tabela I, Fig.3 e 4). Os ovarios sdo maiores que no
estagio anterior, apresentam coloragdo amarelada e vascularizagdo mais aparente (Fig. 8).
Macroscopicamente alguns pequenos odcitos ja podem ser visualizados. Microscopicamente
podemos observar oog6nias em processo de mitose (Fig. 31), alguns odcitos perinucleolares
iniciais e avangados e, 0o0citos em cortical-alveolares cujo aparecimento caracteriza o inicio
do periodo de maturagdo. Estes predominam no ovario nio em numero, mas em tamanho (Fig.
40). No final deste estadio, ja podem ser visualizados, além dos odcitos em cortical-
alveolares, alguns oocitos vitelogénicos.

No estadio maduro, periodo compreendido entre os meses de outubro a
margo (primavera e verdo), quando ocorrem desovas repetidas, o IGS aumenta de forma
significativa (Tabela I, Fig.3 e 4). Os ovarios est3o totalmente desenvolvidos, sdo bastante
volumosos, apresentando coloragdo amarelo intenso, sendo ricamente vascularizados (Fig. 9).
Macroscopicamente podemos observar o ovario totalmente tomado por odcitos. Os tipos
celulares observados microscopicamente sdo: raras oogonias, alguns poucos odcitos
perinucleolares e cortical-alveolares nos espagos lamelares, sendo que a maior parte do ovario
¢ preenchida por oocitos vitelogénicos (Fig.41) Estes oodcitos vitelogénicos sdo totalmente
tomados por granulos de vitelo, positivos tanto para PAS quanto para Sudan Negro.

No aspecto geral do ovario, outros tipos de odcitos sio menos notados

devido ao grande nimero e tamanho dos odcitos vitelogénicos. Estes apresentam células da
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granulosas mais altas neste estddio do que no estadio anterior, formando um epitélio
caracteristico cilindrico, com reagdo positiva para PAS e negativa para Sudan Negro.

Neste estadio a capsula ovariana encontra-se muito fina e é facilmente
rompida, deixando fluir os odcitos maduros. Alguns peixes quando capturados, liberam
odcitos maduros apos leve pressdo abdominal.

Imediatamente apos a desova sdo encontrados, além de odcitos em
varios estagios de desenvolvimento e oocitos atrésicos, estruturas que neste trabalho
chamamos de foliculos pds-ovulatério. Tais estruturas sdo resultantes do envoltério celular do
oocito maduro rompido (Fig. 36, 42), e aparecem na maior parte da vezes contorcidas, com
uma cavidade contendo em seu interior material amorfo PAS positivo. Sdo delimitadas por
uma camada epitelial cilindrica (células altas) e outra, mais externa, de células pavimentosas
Préximo ao foliculo pos-ovulatorio ha uma boa irrigagio sangiiinea e a presenga de infiltrados
linfocitarios. Tal estrutura foi encontrada apenas uma vez, no primeiro ano de coleta, no inicio
do periodo de desova (novembro/1998), cuja coleta coincidiu com o periodo imediatamente
pos-desova (1 dias apos a desova).

No estadio de regressio que ocorre nos meses de abril e maio (outono),
o IGS tem seus valores bastante diminuidos em relagdo ao periodo de desova (Tabela I, Fig.3
e 4). E caracterizado por ovarios com aparéncia flacida, coloragio parda apresentando pontos
hemorragicos e intensa vascularizagdo (Fig. 10). Macroscopicamente ainda s3o visiveis
alguns odcitos. Microscopicamente sdo visualizadas: oogOnias e odcitos perinucleolares

predominantemente, e oocitos atrésicos (Fig. 35, 43).
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2.4 — Exemplar Ovotestis

O fenémeno do hermafroditismo é comum em certas espécies de
peixes, mas ndo é comum nos bagres, nio ha até o momento, nenhum relato da ocorréncia de
hermafroditismo para a espécie Rhamdia quelen.

No periodo de desova do primeiro ano de coleta (dezembro/1998),
observou-se a presenca de um animal com ovotestis. Animal fenotipicamente fémea,
apresentou valor de IGS significativamente menor em relagio as fémeas do mesmo periodo.

Macroscopicamente as gonadas eram ovarios aparentemente normais,
com exce¢do do tamanho reduzido para o periodo em questdo (Fig. 18). Apesar de pouco
desenvolvido podia-se notar neste ovario a olho ni, uns poucos e pequenos grupos de odcitos,
em contraste com os ovarios da fase de desova, que encontravam-se bem desenvolvidos e
carregados de oocitos facilmente visiveis.

Microscopicamente o ovario ¢ formado por dois tipos de tecido
gonadal: um tipico de fémeas, com alguns poucos odcitos em varios estagios de
desenvolvimento, incluso odcitos vitelogénicos, entremeados num segundo tecido tipico de
machos (Fig. 44). O tecido gonadal masculino ocupa a maior parte da gdnada apresentando-se
com caracteristicas do tecido gonadal rﬁasculino em fase de repouso, que serd melhor descrito
no capitulo referente aos machos. A maior parte dos tibulos seminiferos apresenta cistos
compostos somente por espermatogdnias, sendo encontrados alguns poucos cistos em fase

bem inicial de desenvolvimento (Fig. 45).
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3 - TESTICULO

3.1 — Caracteristicas gerais do testiculo

Os testiculos do jundia sdo estruturas pares, situados na regido postero-
dorsal da cavidade abdominal, em aposi¢do a bexiga natatéria e ventralmente aos rins. Esses
orgdos sdo alongados e apresentam fileiras de franjas, em forma de dedos de luva em toda sua
superficie, que se tornam proeminentes durante a época de reprodugdo (Fig. 46 A e B).
Totalmente separados ao longo do seu comprimento, os testiculos fundem-se apenas na porgio
caudal formando um ducto espermatico comum, que se abre externamente no poro genital. As
massas testiculares em ambos os lados sdo geralmente iguais, podendo em alguns exemplares
haver pequena diferenga em tamanho.

Uma fina capsula de tecido conjuntivo, a tOnica albuginea, reveste os
testiculos e os vasos sanguineos. Estes tornam-se mais evidentes a medida que avanga o processo
germinativo. Orgdos ou estruturas sexuais acessorias, como vesiculas seminais, ndo foram

observadas em nenhuma fase do desenvolvimento gonadal.

3.2 — Caracterizaciio macroscopica dos estadios de maturacio da gébnada masculina.

Nesta etapa foi feita a determinagdo dos estiddios de desenvolvimento

gonadal em peixes jovens (imaturos) € maduros.



44

Os machos de jundia coletados durante o periodo de julho de 1998 a agosto
de 2000, foram agrupados de acordo com os resultados das analises macroscopicas e
microscopicas dos testiculos.

Com base nas caracteristicas citadas, o ciclo gonadal dos animais foi
dividido em cinco fases principais: Imaturo (I), animais que ainda ndo iniciaram a reprodugio e,
Maturacio (Ma), Maduro (Md), Regressio (Rg) ¢ Repouso (R), para animais que j4 iniciaram

a reproducgdo. A fase de maturagio foi sub-dividida em maturagéo inicial, avangada e final.

Imaturos

Os machos jovens possuem testiculos de coloragdo salmio, levemente
translucidos, pouco volumosos e apresentam as franjas em forma de dedos de luva, pequenas,
pouco desenvolvidas e com pouca vascularizagdo (Fig. 13). Quando premidos ndo deixam fluir

liquido algum.

Maturacao

Na maturagio inicial o IGS ainda € baixo, mas na matura¢do avangada
aumenta bastante em relag@o ao periodo anterior. Na maturagao final alguns animais deixam fluir
um liquido espesso e leitoso, apds suave compressdo abdominal.

Os testiculos apresentam cor branca, com vascularizagio aparente, € as

franjas em forma de dedos de luva apresentam-se bem evidentes e desenvolvidas (Fig. 14).

Maduro
Periodo em que a reprodugdo esta no auge, o IGS aumenta de forma

significativa em relagdo aos estadios anteriores (Tabela II; Fig. 3 e 4). Os testiculos de coloragio
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branca, estdo totalmente desenvolvidos, grandes e pesados, ocupam grande parte da cavidade
abdominal. As proje¢des das franjas em forma de dedos de luva estdo bem desenvolvidas e
aparentes, € muitas vezes se fundem na sua porgdo basal (Fig. 15 € 46 A e B). Deixam fluir um
liquido espesso e leitoso quando o animal € submetido a leve pressdo abdominal, ou mesmo
quando as génadas sdo simplesmente manipuladas. A vascularizagdo sangiiinea superficial € a
mais evidente e calibrosa dentre todos os estadios (Fig. 46 B). Os animais estdo em pleno periodo

reprodutivo.

Regressiao

O IGS tem seus valores diminuidos em relagdo ao periodo de desova
(Tabela II;, Figura 3 e 4). Os testiculos sdo de cor branca, com vascularizagdo aparente,
apresentando as franjas apenas ligeiramente pronunciadas (Fig. 16).

Apesar de estarem menos desenvolvidos, os testiculo podem ainda deixar

fluir o liquido esbranquigado. A vascularizagdo superficial ainda encontra-se bem desenvolvida.

Repouso

Periodo em que o IGS dos animais € o mais baixo do ciclo (Tabela II; Fig.
3e4).

E caracterizada por testiculos de coloragio rosada e transparente na regiéio
das projegdes em forma de dedos de luva e, esbranquigados na regiio mais central onde
provavelmente estdo os espermatozoides remanescentes que ainda ndo foram reabsorvidos (Fig.
17).

Neste periodo ainda podemos encontrar alguns animais deixando fluir um

pouco do liquido esbranquigado quando as gdnadas sdo manuseadas.



46

3.3 — Caracteristicas microscopicas dos testiculos

3.3.1 — Organizacio dos lobulos germinativos

Os testiculos do Rhamdia quelen sdo revestidos externamente por uma fina
capsula de tecido conjuntivo, a tinica albuginea, que por sua vez é revestida pelo peritonio. Cada
testiculo é formado por um grande e variavel nimero de 16bulos germinativos, separados entre si
pelo tecido intersticial. No jundia os testiculos sdo do tipo irrestrito. N&o foi notada diferenga
histoldgica entre as regides testiculares, anterior, média e posterior.

Os lobulos sdo estruturas irregulares, cuja forma e tamanho podem variar
de acordo com a fase do ciclo. Sdo preenchidos por células germinativas, as quais podem estar
em varios estagios de maturagdo, e por um numero variavel de células de disposi¢do lobular
periférica, as células de Sertoli. Externamente s@o revestidos por uma lamina basal e células
miodides.

No interior dos lobulos testiculares as c€lulas germinativas aparecem
geralmente , encerradas nos chamados cistos intralobulares (Fig. 1, 47, 55). Esses cistos podem
conter células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento, porém cada cisto
geralmente apresenta todas as células numa mesma fase (Fig. 47, 55).

O tecido intersticial, quando disposto numa regido de contato entre trés ou
mais l6ébulos apresenta-se de forma triangular, encerrando no interior do tecido conjuntivo,
pequenos vasos sangiiineos e agrupamentos de células intersticiais (Fig. 48).

Com a maturagdo, ocorre adelgagamento do tecido intersticial, e os 16bulos
germinativos fundem-se formando anastomoses que ddo origem a condutos primarios que
desembocam em um duto comum no interior de cada testiculo, o duto espermatico, que por sua

vez, desemboca na papila genital.
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3.3.2 — Tipos celulares germinativos

Sdo identificaveis nos testiculo desta espécie, seis tipos de células
germinativas, sendo classificadas segundo as caracteristicas basicas:

a) Espermatogénias primarias (Fig. 47 , 54, 58) — S&o as maiores células
encontradas e apresentam contorno celular nitido. O citoplasma apresenta-se claro e abundante,
contendo em seu interior material ligeiramente basofilo. O nicleo em posicdo central é
facilmente definido pela disposi¢do caracteristica de grumos de cromatina, na periferia da
membrana nuclear. E grande, esférico e claro, o que possibilita a visdo de um ou dois nucléolos,
dispostos no centro da célula ou na periferia. As espermatogdnias primarias aparecem
freqiientemente junto a parede interna dos lobulos testiculares, podendo estar ou ndo organizadas
em cistos.

b) Espermatogoénias secunddrias (Fig. 58). — Sdo estruturalmente
similares as espermatogOnias primarias, no entanto, sio bem menores que estas. A membrana
celular nem sempre € nitida, o niucleo é menor e a cromatina esta mais condensada que na fase
anterior. Um ou dois nucléolos apresentam-se bem corados e visiveis, posicionados
perifericamente. Estas células também dispGem-se na periferia interna dos tubulos e podem se
organizar em cistos

¢) Espermatocitos primarios (Fig. 47, 52, 55) — Se formam a partir das
divisGes mitéticas das espermatogOnias. Estas células sdo ligeiramente menores que as
espermatogOnias secundarias, com citoplasma claro apresentando pouca afinidade tintorial. O
nucleo basofilo apresenta grumos de cromatina geralmente dispersos, o que muitas vezes impede

a visualizagio do nucléolo. Apresentam-se como grupos celulares dentro dos cistos tubulares.
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d) Espermatdcitos secundirios (Fig. 47, 52, 55) — Sdo formados apds a
primeira divisdo meidtica dos espermatocitos primarios, sendo células menores que estas, com
citoplasma claro. A cromatina nuclear densamente corada , forma uma figura caracteristica de
meia-lua que dispdem-se em um dos polos do nicleo. Constituem cistos.

¢) Espermatides (Fig. 47, 52, 55) — Se originam da segunda divisdo
meidtica dos espermatdcitos secundarios. A célula é fortemente basofila, com nicleo esférico € o
citoplasma escasso. As espermatides sofrem um processo de diferenciagdo, a espermiogénese,
para originar os espermatozoides. Sendo que nesta etapa ocorrem modificagdes importantes e
gradativas a nivel de citoplasma e nicleo. Devido ao seu tamanho e aspecto, muitas vezes podem
ser confundidas com os espermatozoides, ao nivel de microscopia de luz.

f) Espermatozoéides (Fig. 47, 48, 54, 55, 56) — Sdo as menores células
germinativas encontradas livres no lume tubular. Estas células possuem uma cabega ovalada,
contendo um nicleo com intensa afinidade tintorial que ocupa a maior parte da cabeca do

espermatozoide, e uma cauda longa e fina, acidofila.

3.3.3 — Outros tipos celulares

No testiculo do Rhamdia quelen além das células germinativas descritas na
regido tubular, foram observados outros trés tipos celulares caracteristicos, um no compartimento
lobular e dois no compartimento intersticial.

a) Compartimento lobular — Encontram-se células semelhantes as células
de Sertoli dos mamiferos, sendo assim chamadas neste trabalho. Sdo células somaticas distintas
das células germinativas e delineiam a periferia interna dos lobulos germinativos estando

proximas as espermatogdnias. Possuem um nicleo grande, com forma arredondada ou oval. O

[P
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aspecto claro do nucleo, com escassa cromatina condensada em pequenos grumos dispostos
perifericamente, deixam aparente o nucléolo. O citoplasma ¢ acidofilo (Fig. 58).

Apresentaram resultado negativo para a técnica de Sudan Negro, ndo sendo
detectada a presenca de lipidios no citoplasma.

b) Compartimento intersticial — Na regido interlobular, além de outros
elementos celulares do tecido intersticial, sio observados pequenos grupos de um outro tipo
celular, mais freqiilentemente encontrado na regido de perfil triangular, que esta delineada por trés
ou mais lobulos. Essas células se assemelham as células de Leydig de mamiferos, e sdo assim
chamadas por muitos autores ou também denominadas células intersticiais. Estas células
apresentam nucleo oval, basofilo, com cromatina condensada, e citoplasma claro mas sem uma
formato regular (Fig. 47, 48).

Apresentam resultado positivo para a técnica de Sudam Negro,
confirmando assim a presenga de lipidios no citoplasma (Fig. 49).

¢) Células miéides — Estdo localizadas na regido extratubular, em intimo
contato com os lobulos testiculares, delimitando-o. Semelhantes as células midides de mamiferos,

sdo células pequenas com nucleo fortemente basofilo e fusiforme (Fig. 58).

3.4 — Caracteriza¢io microscopicas dos estidios de maturacio da génada masculina.

Cinco fases principais foram bem definidas: Imaturo, Maturagio,

Maduro, Regressio ¢ Repouso. A fase de maturagio foi subdividida em maturagdo inicial,

avangada e final, as outras fases foram subdivididas em periodo inicial e periodo final.
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Imaturo
As tnicas células da linhagem germinativa encontradas no testiculo s@o as
espermatogdnias primarias e secundarias, ao redor da parede dos l6bulos testiculares, que por sua

vez, apresentam luz pouco dilatada. O tecido intersticial é delgado (Fig. 50).

Maturacio

No inicio desta fase, cistos lobulares comegam a ser formados, e € onde se
encontram principalmente espermatécitos primarios e secundarios. Mas, espermatides e pequena
quantidade de espermatozoides ja podem ser notados. Ainda sdo freqiientes as espermatogOnias
primarias, que aparecem enfileiradas em torno do l6bulo testicular (Fig. 51).

A maturagio avangada é marcada por um aumento sensivel no tamanho dos
l6bulos testiculares. As variagdes que ocorrem nesta fase, dizem respeito ao aumento no tamanho
dos cistos, bem como a variagdo dos tipos celulares.

Nesta etapa da reprodugdo, hda uma maior quantidade de cistos grandes,
contendo células germinativas numa mesma fase. Onde podemos encontrar cistos contendo desde
espermatdcitos primarios e secundarios, até espermatides. Mas sio menos freqiientes as
espermatogdnias que aparecem em pequena quantidade, isoladas. Os espermatozoides sdo mais
abundantes (Fig. 52). Ao final da fase de maturagdo, ja é encontrada grande quantidade de

espermatozdides no lume tubular.

Maduro
Os lébulos testiculares sdo irregulares em sua forma e tém seu tamanho
aumentado. Apresentam o lume tubular muito alargado e repleto quase que totalmente de

espermatozoides (Fig. 53). Esta caracteristica se mantém durante todo o periodo reprodutivo.
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No auge da reprodugdo tanto a quantidade quanto o tamanho dos cistos, se
reduz muito. Por sua vez, as espermatogonias primarias e secundarias aparecem nesta fase, em
maior nimero em relagfio a fase anterior, revestindo a parede tubular (Fig. 54).

O tamanho dos testiculos é mantido pela enorme quantidade de
espermatozdides armazenados no lume tubular.

Ao final desta fase, novamente se repete o aumento do numero e da
freqiiéncia dos cistos germinativos. Por outro lado nota-se um inicio de declinio na quantidade de
espermatozoides armazenados no lume (Fig. 55). O tecido intersticial fica mais delgado, fato que

perdura até o final da fase reprodutiva.

Regressao

No inicio do periodo nota-se a presenca marcante das espermatogdnias
primarias, na periferia da parede do 16bulo. Nesta fase, estas células voltam a predominar em
namero, formando extensos agrupamentos em uma ou mais camadas celulares. Nota-se ainda que
em alguns animais, hi uma pequena quantidade de cistos pequenos, com células em varias fases
de desenvolvimento (Fig. 56).

Ao final do periodo de regressdo ha uma desorganizag@o da estrutura dos
16bulos e espessamento do tecido interticial. Desaparecem os cistos, havendo s6 espermatog6nias

revestindo a parece do 16bulo, a quantidade de espermatozoides esté bastante diminuida (Fig. 57).

Repouso
Os testiculos apresentam lobulos de formato mais regular e tamanho
reduzido em relagio as outras fases do ciclo. Neste estagio praticamente ndo existem cistos

intralobulares, embora estes comecem a se organizar na etapa final deste estadio.
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Apesar da liberagdo natural de gametas durante o ato reprodutivo, neste
estadio ainda encontram-se presentes pequenas quantidades de espermatozdides nos tubulos. So
considerados como residuais por ndo terem sido expelidos pelas gonadas.

A condi¢dio tipica de repouso € aquela em que ndo aparecem mais
espermatozobides residuais no lume lobular, e a auséncia total de espermatdcitos indica que a
espermatogénese ndo comegou. As células germinativas presentes s3o somente as
espermatogdnias. A luz lobular estd reduzida, e o tecido intersticial estd novamente espessado
(Fig. 58).

E um periodo muito curto, no primeiro momento em que a temperatura
ambiental subir e se mantiver estavel durante alguns dias, a espermatogénese inicia, € os animais

ja comegam a se preparar para a reprodugio.

3.5 — Tecido endocrino testicular.

Nas condi¢des experimentais em que foram submetidas as amostras, foi
possivel detectar células enddcrinas apenas na regido intersticial.

A regido intersticial ou interlobular, rica em vasos sangiiineos, possui
células somaticas especiais denominadas células intersticiais ou de Leydig. Estas células estdo
dispostas tanto isoladamente como em pequenos grupos (Fig.47, 48), especialmente onde o tecido
intersticial exibe uma conformagdo triangular, ao separar trés ou mais 16bulos germinativos.

Das enzimas diretamente envolvidas na biossintese dos esterdides, foram

analisadas histoquimicamente a delta 5-3beta-hidroxiester6ide desidrogenase (A’ -3B-HED) e 17

beta-hidroxiesterdide (173- HED).
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A A’ -3B- HED ocupa uma posigdo chave nesta biossintese, e é capaz de
converter,  irreversivelmente  0s A*-3B-hidroxiesteroides (A>-pregnenolona;  17p-
hidroxipregnenolona, dehidroepiandrosterona) para os A*-3 cetosteréides (progesterona e
androstenediona). Por outro lado, a 17B-HED é essencial no metabolismo dos 17B-
hidroxiesteroides (testosterona e 17B-estradiol), realizando a conversdo reversivel da testosterona
para a A*-androsteno—3-17—diona.

Na avaliagio histoquimica-enzimatica durante o ciclo germinativo para a
presenga das enzimas A’-38-HED e 17B-HED, foi detectada reagdo positiva nas células
intersticiais, apenas para a A’-3B-HED, em todas as fases do ciclo reprodutivo. Nas condigdes
experimentais utilizadas nio foi detectada atividade positiva para a 17B-HED, em nenhuma das
fase do ciclo germinativo.

A intensidade das reagdes enzimaéticas para a A’-3B-HED, nas células
intersticiais, estdo registradas nas figuras 59 B, C e D. E foram consideradas como fraca (),
moderada (++) e forte (+++).

Repouso — neste estadio os grupamentos de células intersticiais s3o
pequenos e evidenciam fraca reagdo (+) para a atividade enzimatica para a A’ - 3B- HED (Fig. 59
B).

Maturagio — com o inicio de um novo ciclo reprodutivo ndo foi
evidenciada alteragdes na intensidade de reagdo observada no repouso sendo também considerada
fraca (+) (Fig. 59 B).

Maduro — nesta fase nota-se um maior nimero de células intersticiais, com
aumento progressivo na intensidade da reagdo, que passa a ser forte (+++), para a atividade

enzimatica da A>-3B-HED (Fig. 59 C).
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Regressdo — as células intersticiais apresentam neste periodo um declinio

na atividade para a A’-3B-HED, em relagdo a fase anterior, sendo a reagdo considerada moderada

(++) (Fig. 60D).
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4 - Tecido interrenal e células cromafins

O rim do Rhamdia quelen é formado por dois lobos, o direito € o esquerdo,
parcialmente unidos na regido posterior, localizados ventrolateralmente a coluna vertebral e
postero-lateral a bexiga natatéria (Fig. 19 A e B). A regido anterior ou cefalica do orgio,
apresenta além do tecido renal, tecido hemocitopoético e tecido interrenal. Externamente a regido
cefalica do rim, € revestida por um tecido hialino de espessura média. E composto principalmente
por tecido adiposo e tecido conjuntivo propriamente dito, onde estio presentes as células
cromafms.

A interrenal em peixes, s6 pode ser distinguida histologicamente, uma vez
que ndo forma um orgdo distinto, sendo constituida por agrupamentos de células foliculares,
entremeadas no tecido do rim cefélico entre glomérulos e tubulos renais. Esta glindula, se
encontra no jundia formada por corddes celulares, distribuidos tanto em camadas celulares ao
redor da veia cardinal posterior e dos seus ramos, como também, dispersos em pequenos grupos
celulares por entre o tecido do rim cefalico. Pequenos capilares sangiiineos podem ser
encontrados entre os cordGes celulares, irrigando o tecido.

As células da interrenal sdo poliédricas, claras, com citoplasma acidéfilo,
nucleo arredondado, central com cromatina dispersa em grumos e nucléolo evidente (Fig. 60). O
aspecto citoplasmatico das células pode variar conforme o estadio do ciclo reprodutivo em
questdo.

No Rhamdia quelen as células cromafms ndo estdo associadas a interrenal,
pois localizam-se fora do tecido renal, na superficie externa. Apresentam-se em pequenos grupos

celulares na maioria das vezes, associada a parede dos vasos sangiiineos de maior calibre (artérias
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e veias) e nervos (Fig. 61 A e B). Aparecem também associadas ao proprio tecido adiposo e ao
tecido conjuntivo capsular do rim cefalico.

Sdo células grandes com citoplasma carregado de granulos grosseiros,
positivos para a reagdo cromafin (Fig. 61 A e B). Nos preparados histolégicos rotineiros, o
citoplasma ¢ levemente acidofilo e claro. O nucleo é central, arredondado e apresenta cromatina
em grumos dispostos ao redor da membrana nuclear, de aspecto claro permite a visualizagdo de
um ou dois nucléolos.

Durante o ciclo gonadal, ndo ha diferenga quanto ao aspecto de distribuig¢do
do tecido interrenal, nem modifica¢Ses ao nivel de morfologia celular, no entanto algumas
modifica¢Ges ao nivel citoplasmatico podem ser podem ser notadas para machos e fémeas.

Fémeas — Nota-se que durante os estadios de matura¢io ¢ maduro, a
interrenal das fémeas apresenta um citoplasma levemente acidéfilo. Durante estes estadios, o
citoplasma apresenta aspecto vacuolizado e portanto menos corado. Em contraste, durante o
repouso, o citoplasma dessas células exibe forte acidofilia, sendo o contorno celular mais bem
definido. No estadio de regressio, a acidofilia citoplasmatica ¢ intermediaria em relagio as fases
de maduro e repouso.

Machos — Os machos apresentam durante os estadios de maturagio,
maduro e regressdo, o citoplasma das células interrenais levemente acidofilo. A presenga de
vacuolos citoplasmaticos, assim como nas fémeas, ocorre no estadio maduro. No periodo de

repouso, nota-se o citoplasma levemente basoéfilo.
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5 — O ciclo reprodutivo e os fatores climaticos.

Num primeiro processo, irreversivel, os animais jovens chegam a
maturagio sexual ocorrendo a primeira desova. Num segundo processo, reversivel, os animais ja
adultos, apresentam ciclos periddicos de reprodugédo conforme a época do ano, que pode variar de
uma espécie para outra.

Durante o ciclo de maturagdo do Rhamdia quelen, nota-se que as
modificagbes nas gonadas se efetuam de forma gradativa, variando as caracteristicas tanto
macroscopicas quanto microscopicas até atingirem o limiar da reprodugdo. Essas mudangas sdo
concomitantes com fatores ambientais, principalmente variagGes nas temperaturas.

Com base nos valores dos percentuais de peso de massa testicular em
relacdo ao peso total do animal (IGS), e nas caracteristicas macroscOpicas e microscopicas das
gobnadas, foi possivel determinar a dindmica do ciclo gonadal, que é a mesma para machos e
fémeas, e a época da reprodugdo do Rhamdia quelen.

O periodo de maturagio se da a partir de meados do més de agosto, final
do inverno, até setembro no inicio da primavera, onde as temperaturas ambientais e fotoperiodo,
comegam a se elevar. E um periodo onde o crescimento das génadas acontece muito rapidamente,
desde o inicio da maturago até o final, e ocorre de maneira similar em machos e fémeas.

No periodo de maturagdo do primeiro ciclo (Fig. 3), nota-se que ao fazer a
média do IGS, o valor de agosto (muito baixo) faz com que o indice de setembro (muito alto)
caia, e temos um valor médio equilibrado. Desta maneira, o IGS médio do estadio fica segundo o
esperado, com valores um pouco menores aos encontrados para o periodo maduro. E,

observando-se o grafico de temperaturas, nota-se que estas se mantém relativamente estaveis nos
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meses de julho e agosto, subindo gradativamente a partir de setembro até atingirem um pico em
janeiro, quando entdo comegam a decrescer.

No segundo ciclo, os valores do IGS (Fig. 4) ficaram um pouco truncados
por dois motivos. A temperatura muito alta no periodo de maturagéo do segundo ciclo, fez com
que o periodo inicial do estadio ocorresse muito rapidamente, e os dados néo foram registrados. E
coincidentemente, os dados de IGS do estadio maduro foram mais baixos que no ano anterior,
uma vez que nio foi possivel adaptar (em nenhum dos dois ciclos) a data da coleta em relagdo ao
dia da desova. Em decorréncia disso os valores do IGS podem variar dentro do mesmo estadio.
Sendo assim obtivemos, ao acaso, valores de IGS menores no estadio maduro do segundo ciclo.

No segundo ciclo, as temperaturas foram um pouco diferentes das
encontradas no primeiro ciclo (Fig. 2). No estddio de maturagdo do segundo ciclo, as
temperaturas sofreram elevagdo ja a partir do més de agosto. Portanto estas comecaram a se
elevar um més antes do ocorrido para o primeiro ciclo. E continuaram subindo até setembro, onde
permaneceram mais ou menos estaveis até outubro. Novo aumento substantivo s6 aconteceu a
partir de novembro.

Em decorréncia das temperaturas de agosto ja estarem em elevagdo, o
periodo inicial do estadio de maturag¢do foi muito curto no segundo ciclo. Assim s6 foram obtidos
dados do IGS em fase mais adiantada do estadio. Além das temperaturas de agosto ja estarem em
elevagdo, as temperaturas do més de setembro do segundo ciclo foram mais altas do que as
encontradas no mesmo periodo do ciclo anterior. Tal fato resultou em crescimento gonadal mais
rapido e IGS com valores mais altos. Pela auséncia dos dados da maturag@o inicial, os valores do
IGS do estadio de maturagdo do segundo ciclo ficaram muito altos, sendo superiores até mesmo

a0s valores médios do IGS do estadio maduro.
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As temperaturas mais altas no periodo de maturagdo do segundo ciclo, foi
deveras um fator determinante dos altos valores de IGS, tanto em machos como em fémeas. O
IGS do periodo de maturaggo inicial é importante no equilibrio dos valores médios.

Os dados de IGS de um terceiro ciclo no estddio de maturagdo inicial,
confirmam os indices baixos do IGS para o inicio do periodo, e sdo concordantes com os valores
de IGS do primeiro ciclo, apresentando-se baixo para o periodo.

Mas, apesar do IGS alto no periodo de maturagdo do segundo ciclo, os
dados histologicos mostraram gdnadas em periodo legitimo de maturagdo, com caracteristicas
pertinentes ao estadio. A temperatura apesar de ter contribuido para um aumento substancial do
IGS, nio foi suficiente para alterar o desenvolvimento da espermatogénese no periodo.

O estadio maduro ocorre para a espécie, a partir de outubro até meados de
abril, periodo correspondente a primavera, verdo, e inicio de outono. Sendo que, o auge do
desenvolvimento gonadal e portanto da reprodugdo, ¢ atingido durante a primavera e o veréo,
onde as temperaturas atmosféricas (Fig. 2) e da agua sdo mais elevadas, esta podendo chegar a
valores de 31°C no alto verdo (BARCELLOS et al., 2001). O IGS de machos e fémeas atinge,
durante o periodo, os valores maximos (Fig. 3).

Em meados de abril e maio, no outono, os peixes ja apresentam
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