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RESUMO

Hypophthalmus marginatus € um siluriforme, pertencente a familia Pimelodidae. Na
Amazonia oriental esta espécie é altamente consumida, e possui uma grande importancia
socio-econdmica para a regido. Estudo da caracterizagdo histologica do sistema reprodutivo
ainda é desconhecido nesta espécie. Portanto, este estudo serve de ferramenta para as técnicas
de biotecnologia, necessarias para a producdo em cativeiro, visto que a especie é um dos
recursos pesqueiro mais explorado pela pesca artesanal. O objetivo do presente estudo foi
estudar aspecto estrutural e ultraestrutural das células do epitélio germinativo de
Hypophthalmus marginatus durante a espermatogénese. Foram capturados 168 espécimes no
periodo entre dezembro de 2011 a dezembro de 2012. Macroscopicamente foram
identificados 69 machos adultos, ainda em campo foi realizada uma incisdo ventral e
fragmentos da regido mediana dos testiculos e sémen foram retirados e submetidos ao
processamento e andlise em microscopia de luz, microscopia eletrénica de transmissao e
varredura. Os estudos evidenciaram que as células germinativas se proliferam no interior do
cisto espermatico de forma sincrbnica. As espermatides entram no processo de
espermiogénese passando por trés fases distintas de diferenciacdo celular. O nlcleo nao se
move em relacdo ao eixo flagelar e os centriolos ndo migram para o nucleo. Os
espermatozéides liberados no limen do tubulo seminifero apresentaram uma cabeca esférica
com o nucleo altamente condensado e sem acrossoma, a pec¢a intermediaria curta contendo
um Uanico flagelo longo com axonema apresentando o microtibulo padrdo (9+2), a fossa
nuclear excéntrica alojava parcialmente o centriolo proximal. A presenca de células
espermatogénicas na mesma subfase da meiose no interior do cisto é caracterizada como
espermatogénese cistica, com desenvolvimento sincrénico das células, Isto sugere que
espermiogénese de H. marginatus seja do tipo Il e a presenca da fossa nuclear é considerada

uma caracteristica distinta para a espécie, o que difere de outros pimelodideos.

Palavras - chave: Tele6steo. Mapara. Siluriforme. Testiculo. Células germinativas.



ABSTRACT

Hypophthalmus marginatus is a siluriforme, belonging to the family Pimelodidae. This
species is highly consumed in eastern Amazonia and has a wide socio-economic importance
to the region. Studies on the histological characterization of the reproductive system are still
unknown in this species. Therefore, this study serves as a tool for biotechnology techniques,
necessary for the production in captivity, since this species is one of the fishing resource most
intensively exploited by artisanal fisheries. The aim of this study was to characterize the
structural and ultrastructural features of germinal epithelium cells of Hypophthalmus
marginatus during spermatogenesis. 168 specimens were collected from December 2011 to
December 2012. Macroscopically were identified 69 adult males. In field, ventral incision was
held in fishes and fragments of testicles from the median region and semen were removed.
Then the material was subjected to processing and analysis of light microscopy, transmission
electron microscopy and scanning. The data revealed that the germ cells proliferate inside the
spermatic cyst synchronously. Spermatids enter at the spermiogenesis process through three
distinct stages of cell differentiation. The nucleus does not move relative to the axis flagellar
and the centrioles don't migrate to the nucleus. The spermatozoids showed a spherical head
with the highly condensed nucleus and no acrosome. The intermediary piece was short
containing a single long flagellum. The axoneme presents the structure of microtubules within
the pattern (9 + 2). The nuclear fossa housed the proximal centriole partially. The presence of
spermatogenic cells in the same subphase of meiosis inside the cyst is characterized as cystic
spermatogenesis, with synchronous growth of the cells. This suggests that spermiogenesis of
H. marginatus is of type Ill and the presence of nuclear fossa is considered a distinctive
feature for the species, which differs from other pimelodids.

Key- Words: Teleost. Mapara. Siluriforme. Testicle. Germinative cells.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os siluriformes constituem um grupo de peixes com uma enorme diversidade
ecologica, representados por 3.088 espécies e 36 familias, a maioria dulcicola. O género
Hipophythalmus representado na Amazonia por trés espécies: H. edentatus (Spix, 1929), H.
fimbriatus (Kner, 1857) e H. marginatus (Valenciennes, 1840), pertence a ordem siluriforme
da familia Pimelodidae apresentam habitos pelagicos e zooplanctéfago (CARVALHO;
GOULDING, 1985; TEUGELS, 1996; FERRARIS, 2007). A espécie H. marginatus (Figura
1) apresenta comportamento reofilico e forma cardumes no més de novembro, com desova
nos meses de janeiro e fevereiro (CARVALHO; MERONA, 1986).

O H. marginatus, conhecido vulgarmente como mapard, é o peixe de maior
desembarque, apresenta grande importancia econémica, pois corresponde entre 20% a 45% do
total da producdo pesqueira (SANTOS et al., 2004; ALVES; BARTHEM, 2008; COSTA,
OSHIRO; SILVA, 2010). Por ser uma espécie intensamente explotada, jA se observa a
reducdo em seus estoques pesqueiros (CINTRA et al., 2011). Apesar da grande importancia
econémica do mapara estudos a cerca das caracteristicas histoldgicas do sistema reprodutivo
masculino ainda sdo desconhecidos. Desta forma, torna-se necessario conhecer os aspectos
basicos da espermatogénese desta espécie, que visem colaborar para estudos filogenéticos
entre as diferentes familias de Siluriformes, bem como auxiliar nas praticas de biotecnologia
necessarias para a producdo em cativeiro, para 0 manejo sustentavel e sua conservacao, visto
que esta espécie é um dos recursos pesqueiro mais explorado pela pesca artesanal. Nesse
contexto, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar as células germinativas e

espermatozéides de Hypophthalmus marginatus durante a espermatogénese.

Figura 1 - Exemplar adulto de Hypophthalmus marginatus.

,r,,,

Fonte: Liziane Gongalves, 2012.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar aspecto estrutural e ultraestrutural das células do epitélio germinativo

Hypophthalmus marginatus (Valenciennes, 1840) durante a espermatogénese.

2.2 ESPECIFICOS
= Caracterizar o tipo de espermatogénese de Hypophthalmus marginatus;

= Descrever aspectos estruturais e ultraestruturais das células germinativas de

Hypophthalmus marginatus;
= Caracterizar a estrutura e ultraestrutura dos espermatozoides;

= Descrever a morfologia das células de Sertoli.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 ESTRUTURA TESTICULAR

Os Siluriformes apresentam uma grande variedade nas caracteristicas morfologicas
das gbnadas masculinas, podendo apresentar testiculos digitiformes ou franjados, com
vesiculas seminais acessoOrias na regido caudal, ou ainda testiculos com I6bulos dobrados
(SANTOS et al., 2001; LOPES et al. 2004; GUIMARAES-CRUZ; SANTOS, 2004
BATLOUNI; ROMAGOSA; BORELLA, 2006; BARROS et al., 2007; SANTOS et al., 2010;
MELO et al., 2011; SANTOS et al., 2014). Os testiculos da maioria dos teledsteos
normalmente sdo 6rgaos pares, colados na parte posterior da cavidade abdominal através do
mesdrquio, unidos na extremidade caudal para formar um pequeno ducto espermatico
(HIBIYA, 1982).

Histologicamente, os testiculos encontram-se revestidos por uma tunica albuginea que
envia septos para interior do 6rgdo, delimitando os lébulos ou tubulos seminiferos (GRIER,
1981; BATLOUNI; ROMAGOSA; BORELLA, 2006). Estudos realizados sobre a estrutura
testicular de peixes teledsteos classificaram os testiculos em trés tipos: Tubular anastomosado,
lobular espermatogonial irrestrito e lobular espermatogonial restrito (GRIER, 1993; GRIER;
URIBE-ARANZABAL, 2009).

3.2 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese inicia no epitélio seminifero a partir das espermatogonias. E um
processo altamente complexo de transformacdo de uma espermatogbnia dipléide até a
diferenciacdo das espermatides em gametas masculinos haploides (HIBIYA, 1982; GRIER,
2002). A duracdo deste processo pode variar entre as espécies de peixe (BILLARD, 1986).
Em geral o processo de duragdo da espermatogénese em peixes é mais rapido do que em
mamiferos (VILELA et al., 2003; NOBREGA et al., 2009; SCHULZ et al., 2010).

Em peixes teledsteos ha dois tipos de espermatogénese: cistica e semicistica. Na
espermatogénese cistica as células germinativas se desenvolvem completamente no interior
dos cistos espermaticos e liberam o0s espermatozoides maduros no Iimen do tubulo
seminifero. Neste tipo as células germinativas apresentam o desenvolvimento sincronico.
Enquanto na espermatogénese semicistica espermatide e espermatozoide sdo liberados no
compartimento luminal do tubulo seminifero, apresentando o desenvolvimento assincronico
das células germinativas (MATTEI et al., 1993; SCHULZ et al., 2010).
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Estudos revelaram que nos Siluriformes podem ser observados os dois tipos de
espermatogénese, sendo o tipo semicistica observado em Corydaradinae como exemplo
Corydoras flaveolus, Corydoras aeneus, Scleromystax lacerdai e Aspidoras poecilus
(SPADELLA et al., 2007) e Anadoras weddellii (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011).
Enquanto o tipo cistica é encontrado na maioria dos Siluriformes como Surubim lima
(QUAGIO-GRASSIOTTO; CARVALHO, 1999); Liposarcus anisitsi (CRUZ et al., 2005);
Rhamdia quelen, Pimelodella gracilis e Microglanis aff. Parahybae (QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2005); Diplomystes mesembrinus (QUAGIO-GRASSIOTTO;
OLIVEIRA; GOSZTONYI, 2001); Callichthys callichthy, Megalechis thoracata e
Hoplosternum littorale (SPADELLA et al., 2007). Esta caracteristica abrange outros grupos
como Cyprinodontiformes a exemplo de Phalloceros caudimaculatus (VICENTINI;
MUNOZ; VICENTINI, 2010) e Cypriniformes como Danio rerio (RUPIK et al., 2011).

3.2.1 Caracteristicas das células germinativas

Em geral as espermatogbnias primarias sdo as maiores células da linhagem
germinativa, apresentam nucleo volumoso, cromatina granular uniformemente distribuida,
nacleo esférico e elétron-denso. O citoplasma apresenta ribossomas livres, mitocdndrias,
reticulo endoplasmatico liso e granular e um complexo de golgi bastante desenvolvido.
Apresentam tambeém estruturas elétron-densas “nuages” inicialmente proximas ao envelope
nuclear e mais tarde se movimentam para o0 citoplasma associando-se as mitocondrias
(QUAGIO-GRASSIOTTO; CARVALHO, 1999; BATLOUNI; ROMAGOSA; BORELLA,
2006; RUPIK et al., 2011).

As espermatogbnias priméarias se dividem por mitose para dar origem as
espermatogonias secundarias. Estas células séo visualizadas durante todo o ciclo reprodutivo
e podem ser observadas isoladas ou em cistos (ROMAGOSA et al.,, 1999; VICENTINI,;
MUNOZ; VICENTINI, 2010). A espermatogénese sofre varias divisdes mitdticas a partir da
espermatogbnia A indiferenciada. Tais divisGes sdo consideradas uma geracdo de
espermatogdnia, como foi observado, em Danio rerio, que apresenta nove geracfes de
espermatogdonia e em seguida originam 0s espermatocitos primarios iniciando a fase meiotica
(LEAL et al., 2009).

Os espermatocitos primarios apresentam estrutura nuclear mais complexa que as
espermatogonias, sdo células visualizadas nas diversas subfases da profase meidtica que

envolve a formacgédo do complexo sinaptonémico no nucleo. O complexo sinaptonémico inicia
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em zigoteno, seguido pela compactacdo dos cromossomos homologos. Estes se completam
em paquiteno e desaparecem em dipléteno para facilitar a mudanca génica (BILLARD, 1984;
QUAGIO-GRASSIOTTO; CARVALHO, 1999). Porém o complexo sinaptonémico ainda
aparece em diploteno nas espécies Pseudoplatystoma fasciatum (BATLOUNI; ROMAGOSA,;
BORELLA, 2006) e Alcolapia grahami (PAPAH et al., 2013).

Os espermatocitos secundarios apresentam ndcleos mais densos com cromossomos em
processo de compactacdo, centriolos nas extremidades da célula e inimeras vesiculas de
paredes espessas no citoplasma (QUAGIO-GRASSIOTTO; CARVALHO, 1999). Porém
estas células sdo dificeis de serem encontradas (ROMAGOSA et al., 1999; CRUZ et al., 2005;
(VICENTINI; MUNOZ; VICENTINI, 2010; RUPIK et al., 2011).

As células de Sertoli formam barreira hematotesticular para auxiliar no processo de
espermatogénese fornecendo fatores necessarios para a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo das células germinativas, além de participarem do processo de fagocitose dessas
células (GRIER, 1993; SCHULZ; MIURA, 2002). Segundo Schulz et al. (2010), células de
sertoli sdo mais eficientes em espermatogénese cistica observado em peixes por apresentar
fatores de crescimento especificos necessarios para cada fase de desenvolvimento, resultando
em um baixo percentual de apoptose de células germinativas e alto rendimento
espermatogénico que em mamiferos com espermatogénese ndo cistica, por ficar em contato
com diferentes clones de células germinativas a0 mesmo tempo.

As células de Sertoli se caracterizam por apresentar nucleo grande, nucléolo
proeminente e citoplasma com reticulo endoplasmatico ndo-granuloso, complexo de Golgi
bem desenvolvido, além da presenca de mitocdndrias, ribossomas livres, polissomas e
vesiculas. Elas sdo encontradas no interior dos tubulos seminiferos, sempre associadas as
células da linhagem germinativa. No decorrer do ciclo reprodutivo, podem variar em nimero,
forma e tamanho (SCHULZ; MIURA, 2002).

3.3 ESPERMIOGENESE

Apols a meiose I, inicia 0 processo de espermiogénese que corresponde a diversas
modificagdes morfologicas como: compactacdo da cromatina, reducdo do citoplasma e do
reticulo endoplasmaético, quebra das pontes citoplasmética, formacao da peca intermediéria e
do flagelo. Estas modificacbes auxiliam na diferenciagdo das espermédtides em
espermatozoides (CRUZ-LANDIM; CRUZ-HOFLING, 1986; GUSMAO; FORESTI;
QUAGIO-GRASSIOTTO, 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO; OLIVEIRA, 2008; SCHULZ et
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al., 2010). Com base nessas modificacdes, estudos realizados em Perciformes (FISHELSON,;
DELAREA; GON, 2006) observaram cinco diferentes estdgios de maturacdo das
espermatides. Na fase | as espermatides estavam interligadas umas as outras por pontes
citoplasmaticas; na fase Il ocorreu a reducdo do nucleo da célula revelando cromatina mais
condensada e sinais de formacgdo do flagelo; na fase Il as espermétides permaneceram
interligadas, porém o citoplasma se deslocou para uma das extremidades da célula, um ou
dois flagelos podem ser observados anexados na peca intermedidria; na fase IV as
espermatides apresentaram nucleo com areas elétron-lGcidas e canal citoplasmatico; na fase V
as espermatides apresentam cromatina fortemente condensada. Nesta fase o citoplasma é

reduzido, possui mitocondrias volumosas que se alojam em torno do flagelo.

Com o intuito de esclarecer o processo de desenvolvimento das espermatides alguns
autores classificaram em varias fases o processo de diferenciacdo das espermatides, tornando
uma classificacdo subjetiva, ndo havendo um padrdo classico. Exemplos: Em Phalloceros
caudimaculatus classificada em quatro fases (VICENTINI; MUNOZ; VICENTINI, 2010) e
em Alcolapia graham em trés fases (PAPAH et al., 2013).

O processo final da espermiogénese ocorre com a formacdo do espermatozoide. Esse
processo nos peixes teledsteos pode ser classificado em trés tipos. De acordo com Mattei
(1970), ha dois tipos de espermiogénse, tipo | e tipo Il. Enquanto Quagio-Grassiotto e
Oliveira (2008) descreveram uma terceira classificagdo denominada de tipo Ill. Na
espermiogénese do tipo | o flagelo se desenvolve inicialmente em posicdo lateral, com a
rotacdo nuclear e migracdo centriolar, o eixo flagelar torna-se perpendicular ao nucleo. Na
espermiogenese do tipo Il ndo ocorre rotacdo nuclear e o nicleo permanece paralelo ao eixo
flagelar. Na espermiogénese do tipo Il o nacleo ndo sofre rotagdo, a fossa nuclear e o canal

citoplasmatico ndo se forma. Assim, o eixo flagelar é central e perpendicular ao nucleo.

Na maioria dos Siluriformes os espermatozdides foram encontrados no limen do tubulo
seminifero contendo cabeca esférica com auséncia de acrossoma, fossa nuclear, peca
intermediaria com poucas mitocondrias e vesiculas, além de um dnico flagelo com padrdo de
nove duplas periféricas e uma dupla central como exemplo o observado em Microglanis aff.
Parahybae (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2005); Corydoras flaveolus e Corydoras aeneus
(SPADELLA et al., 2007), bem como em Loricaria lata e Hypostomus ancistroides
(SAPADELA et al.,, 2012). Poréem, estudos em Anadoras weddellii, também do grupo
Siluriforme, revelaram espermatozdides com nucleo conico, fossa nuclear, peca intermediaria
e biflagelar (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011). Dentre os Siluriformes as espécies da
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familia Pimelodidae como Iheringichthys labrosus apresentaram uma pequena fossa nuclear,
diferente dos Pimelodus maculatus e Pseudoplatystoma fasciatum onde ndo foi encontrado
fossa nuclear. Contudo nestas espécies o centriolo proximal é perpendicular ao centriolo distal

e o desenvolvimento do flagelo é central ao ndcleo (SANTOS et al.,, 2001; QUAGIO-
GRASSIOTTO; OLIVEIRA, 2008).
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4 ARTIGO - CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E ULTRAESTRUTURAL DAS
CELULAS GERMINATIVAS DE HYPOPHTHALMUS MARGINATUS
(VALENCIENNES 1840) DURANTE A ESPERMATOGENESE.

O Artigo segue as normais da revista Theriogenology, a qual foi submetida.

Resumo: O objetivo do presente estudo foi estudar aspecto estrutural e ultraestrutural das
células do epitélio germinativo de Hypophthalmus marginatus durante a espermatogénese.
Fragmentos da regido mediana dos testiculos e sémen foram coletados, processados e
analisados por microscopias de luz e eletronica de transmisséo e varredura. Os estudos
revelaram que as células espermatogénicas proliferam e se organizam em cistos espermaticos
na mesma fase da meiose descrevendo um desenvolvimento sincronico das células. Durante a
espermiogénese as espermatides passam por trés fases distintas de diferenciacdo celular, o
nacleo ndo se move em relagdo ao eixo flagelar e os centriolos ndo migram para o ndcleo. Os
espermatozéides liberados no limen do tubulo seminifero apresentaram uma cabeca esférica
sem acrossoma, com o nucleo condensado e com depresséo caracterizando uma fossa nuclear
excéntrica a qual alojava parcialmente o centriolo proximal. A peca intermediaria € curta e
contém um unico flagelo longo com axonema constituido por microtdbulos na organizagédo
padrdo as demais espécies da mesma familia. Isto sugere que espermiogenese de H.
Marginatus é de tipo Ill e a presenca de fossa nuclear é considerada uma caracteristica

distinta para a espécie, quando correlacionada a outros pimelodideos.

Palavras - chave: TeleOsteo; Mapara; Siluriforme; Testiculo; Células germinativas.
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1 Introdugéo

Pimelodidae é uma familia de peixes siluriformes com 53 géneros amplamente
distribuidos na América do sul e central. Na Amazbnia o género Hipophythalmus
popularmente conhecido como mapard é constituido por trés espécies: Hypophthalmus
edentatus (Spix, 1929), H. fimbriatus (Kner, 1857) e H. marginatus (Valenciennes, 1840) [1,
2], estas espécies apresentam ocorréncia restrita para algumas regides da Amazoénia. Deste
modo na Amazodnia oriental ocorre apenas a espécie H. marginatus altamente consumida e de
grande importancia socio-econémica para a regido, sendo um dos recursos pesqueiro mais

explorado pela pesca artesanal [3,4].

A espermatogénese € um processo importante que inicia no epitélio seminifero a partir
da transformacdo de uma espermatogonia diploide, corresponde a diversas modificagdes que
auxilia na diferenciacdo das espermétides em espermatozéides [5,6,7,8]. Com base nas
modificacbes morfoldgicas as células germinativas e espermatozdides tem sido alvo de
estudos em varios grupos de peixes [9,10,11,12,13]. Bem como a utilizacdo desses dados para
identificar relacdo filogenética entre os Siluriformes Pseudopimelodidae and Heptapteridae
[14] e entre individuos da mesma familia Callichthyidae [15], Pimelodidae [12] e Doradidae
[13].

Apesar da importancia econémica do H. marginatus estudos acerca das caracteristicas
reprodutivas masculinas ainda sdo desconhecidas. Deste modo, torna-se necessario conhecer
0s aspectos basicos da espermatogénese desta espécie, que visem colaborar para estudos
filogenéticos entre os diferentes grupos de Siluriformes e entre individuos de uma mesma
familia, bem como nas préaticas de biotecnologia necessarias para a producédo em cativeiro,
para 0 manejo sustentdvel e a conservacdo da espécie, visto que esta € um dos recursos
pesqueiro mais intensivamente explorado pela pesca artesanal. Nesse contexto, o presente
trabalho tem como objetivo caracterizar as células germinativas e espermatozoides de

Hypophthalmus marginatus.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Peixe
http://pt.wikipedia.org/wiki/Siluriformes
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2 Material e Métodos

2.1 Peixes

Sessenta e nove machos adultos de H. marginatus foram capturados no rio Tocantins,
a jusante da Usina Hidrelétrica de Tucurui (03°49°55” S e 49°39°9” W), sudeste do Estado do
Para, Brasil, no periodo de dezembro de 2011 a dezembro de 2012. A captura foi realizada
com auxilio de redes de emalhar de 8 e 9 cm entre nds opostos. Os animais foram
anestesiados com benzocaina (0,1g.L™) e eutanaziados de acordo com as Diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Em seguida foi
realizada uma incisdo ventral para a retirada dos testiculos, os quais foram fotografados e
analisados macroscopicamente quanto a forma, a coloragdo e a localizacdo na cavidade
abdominal. Fragmentos da regido mediana dos testiculos foram retirados, acondicionados em

caixas isotérmicas e submetidos aos procedimentos descritos abaixo:

2.2 Microscopia de Luz

Fragmentos da regido mediana dos testiculos foram fixados em solucéo de Bouin por
24h, e submetidos ao processamento histologico de rotina para inclusdo em parafina (16).
Estes foram seccionados a 5um de espessura em microtomo Leica (RM 2245), corados em
Hematoxilina-Eosina, analisados e fotomicrografados em microscopio Optico (NIKON
Eclipse Ci) acoplado a uma camera digital (NIKON DS-Ril).

2.3 Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

Fragmentos do testiculo foram fixados em solucéo de Karnovsky (paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 2% em tampd&o cacodilato de sédio 0.1 M pH 7.3) por 24 horas, pos-fixados em
tetroxido de ésmio 1% em tampéo cacodilato de sodio 0,1 M pH 7.2 por 2 horas. Os tecidos
foram desidratados em acetona, infiltrados e incluidos em Epon 812. Sec¢des de semifinos e
ultrafinos foram obtidos em um ultramicrétomo Leica (UC6). Os cortes semifinos 0,5 um
foram corados com Azul de Toluidina 1%, analisados e fotomicrografados em microscépio
optico (NIKON Eclipse Ci) acoplado a uma camera digital (NIKON DS-Ril) e cortes
ultrafinos 70 nm foram contrastados em acetado de uranila 5% e citrato de chumbo 1%,
analisados e fotografados em microscopio eletronico MET LEO 906E (Carl Zeiss,
Oberkoshen, Germany).
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2.4 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Sémen retirado diretamente da papila urogenital e fragmentos dos testiculos foram
fixados em solucdo de Karnovsky (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2% em tampédo
cacodilato de sédio 0.1 M pH 7.2) por 24 horas. O sémen foi colocado em laminulas
previamente revestidas com poli-L-lisina. Em seguida, sémen e fragmentos dos testiculos
foram pos-fixados em solucdo de Tetroxido de dsmio 1% em tampéo cacodilato de sodio
0.1M pH 7.2 por 2 horas, desidratado em série crescente de etanol e secados ao ponto critico
em dioxido de carbono, metalizados com cobertura de ouro e analisados em microscépio
eletronico de varredura LEO 1430 (LEO-ZEISS, Cambridge, England).

3. Resultados

3.1 Testiculos

Macroscopicamente os testiculos de H. marginatus sdo 6rgdos pares, filiformes,
coloracdo esbranquicada com irrigacdes sanguineas e superficie levemente irregular no
periodo reprodutivo, apresentaram dimensdes aproximadamente iguais que Se uniram na
extremidade caudal até a papila urogenital formando um pequeno ducto espermatico (Fig. 2a).
Histologicamente os testiculos foram revestidos por uma tdnica albuginea que emitiu septos
para o interior do parénquima testicular, formando tabulo seminifero anastomosado (Fig. 2b e
d). Os tdbulos seminiferos foram constituidos por um epitélio germinativo contendo duas
populacdes de células distintas: células de Sertoli e células espermatogénicas. As células
espermatogénicas apresentaram-se organizadas em cistos em diferentes subfases de
desenvolvimento, sendo classificadas de acordo com o aspecto e condensagdo da cromatina
(Figs. 2c e 3a-l). Entre os tubulos foram observados um tecido intersticial constituido por
tecido conjuntivo frouxo com presenca das células de Leydig e vasos sanguineos. As células
de Leydig apresentaram nucleo esférico com cromatina frouxa e um a dois nucléolos

proeminentes. O citoplasma continha inameros vacuolos lipidicos (Fig. 2e).
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Fig. 2. Organizacdo anatdbmica do testiculo de H. marginatus e fotomicrografia do tdbulo seminifero. a:
Testiculo filiforme (Fi). b: Seccdo transversal do tubulo seminifero ilustrando anastomose tubular (pontilhado
preto). c: Cistos germinativos em diferentes fases espermatogénicas: espermatogdnias secundarias (SGB),
espermatdcito (SC), espermatides (S) e espermatozdides (Z) livres no limen indicando espermatogénese cistica.
d: Seccdo transversal do tabulo seminifero ilustrando espermatogénias primarias (SGA) no epitélio germinativo.
e: Compartimento intersticial (IC) com Células de Leydig (Le) e tubulo seminifero (T) (pontilhado branco). (D)
Ducto espermatico. (Seta) Sinuosidade. Coloracéo: (b,d) Hematoxilina+Eosina; (c,e) Azul de Toluidina.

3.2 Histologia das células germinativas

No interior dos tdbulos foram identificados seis tipos de células germinativas:
espermatogbnias primarias, espermatogbnias secundarias, espermatocitos primarios,

espermatdcitos secundarios, espermatides e espermatozoéides.
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3.2.1 Espermatogonias

As espermatogonias primarias eram as maiores células da linhagem espermatogénica,
com citoplasma abundante, ndcleo esférico e nucléolo evidente. Essas células foram
encontradas ao longo de todo o tbulo seminifero (Figs. 3a-b).

As espermatogdnias secundarias eram células menores em relagéo a priméria, nicleo
central com dois ou trés nucléolos. Essas células foram observadas em grande quantidade

dentro dos cistos (Fig. 3c).

3.2.2 Espermatdcitos

Os espermatocitos primarios foram provenientes das sucessivas divisdes mitoticas das
espermatog6nias secundarias apresentaram citoplasma escasso, ndcleo central e cromatina de
aspecto granular caracterizando as diferentes fases da meiose | (Figs. 3d-g).

Os espermatocitos secundarios eram menores em relacdo aos espermatocitos primarios
apresentaram citoplasma escasso, nucleo central e baséfilo com auséncia de nucléolo (Fig.
3h).

3.2.3 Espermatides

Nesta fase, as espermatides iniciam o processo de diferenciacdo, chamado de
espermiogénese. Essas células se encontravam em grande quantidade agrupadas em cistos
préximas ao Iumen do tabulo com nucleo esférico e baséfilo. Foram classificadas de acordo
com eliminagdo do citoplasma em trés subtipos: inicial (S1), intermediéria (S2) e final (S3).

As S1 apresentaram-se interligadas pelas pontes citoplasmaticas (Fig. 3i). As S2
apresentaram-se parcialmente interligadas (Fig. 3j). As S3 encontraram-se ainda organizadas
em cistos germinativos, envolvidas pelos prolongamentos citoplasmaticos da célula de sertoli
Essas células foram observadas livres dentro dos cistos devido ao rompimento total das

pontes citoplasmaticas (Fig. 3k).

3.2.4 Espermatozoides
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Espermatozoides corresponderam as menores celulas da linhagem espermatogénica
localizados no lumen do tubulo seminifero. Apresentaram cabeca esférica com nucleo

basofilo e sem acrossoma com uma peca intermediaria e flagelo (Fig. 3lI).

3.3 Células de Sertoli

Células de Sertoli constituiram a parede dos cistos espermaticos. Apresentaram nucleo
com formato irregular, podendo ser alongado ou piramidal e citoplasma ndo evidenciado
(Figs.3a,b,f k).

3.4 Ultraestrutura das células germinativas
3.4.1 Espermatogonias

Espermatbgonias primarias (SGA) apresentaram nucleo com eucromatina
uniformemente distribuida, nucléolo esférico, eletrondenso e bem definido. O citoplasma
continha ribossomos, mitocndrias de formas variadas associadas as estruturas eletrondensas
ou nuages, reticulo endoplasmatico rugoso e pouco reticulo endoplasmatico liso. Estas células
se encontravam circundadas pelos prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli (Fig.
43).

As espermatégonias secundarias (SGB) apresentaram nucleo grande, com
predominancia de eucromatina e heterocromatina proximo a membrana nuclear. O citoplasma
apresentava ribossomas dispersos, mitocondrias organizadas apenas em um dos pélos da

celula, além de reticulo endoplasmaético rugoso (Fig. 4b).

3.4.2 Espermatocitos

Os espermatocitos primarios (SC1) apresentaram-se em diferentes fases da meiose. Na
profase | apresentaram cromatina em processo de condensacdo com citoplasma reduzido e
presenca de ribossomos, mitocondrias nas formas alongadas e arredondadas, reticulo
endoplasmatico rugoso e reticulo endoplasmatico liso em menor quantidade. Os SC1 em
leptéteno apresentaram nucleo com formato variado e nucléolo pouco evidente com cromatina
granular fina uniformemente distribuida, iniciando o processo de condensacdo (Fig. 4c). Os
SC1 em zigo6teno apresentaram nudcleo ovoide, auséncia de nucléolo, cromatina granular

irregularmente condensada e a formagdo do complexo sinaptonémico proximo a membrana
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nuclear (Fig. 4d). Os SC1 em paquiteno apresentaram nucleo volumoso e esférico com
cromatina filamentosa visiveis e varios complexos sinaptonémicos (Fig. 4e). Os SC1 em
diploteno revelaram a cromatina condensada proximo a membrana nuclear (Fig. 4f). Os SC1
em diacinese demonstraram pouca visualizacdo da membrana nuclear e cromatina espessa
com formato irregular (Fig. 4f). Na fase metafase apresentaram cromatina condensada na
regido central da célula e auséncia de membrana nuclear (Fig. 4f). Os SC1 em anéafase e
telofase ndo foram visualizados nessa técnica.

Os espermatdcitos secundarios (SCII) foram observados somente em profase Il e
metafase Il. Os SCIlI em profase apresentaram cromatina condensada e em metéfase
apresentaram cromatina condensada na regido central. O citoplasma era escasso com poucas

mitocondrias, algumas vesiculas e centriolos (Fig. 49).

3.4.3 Espermatides

A técnica de microscopia eletrénica confirmou a presenca de trés subtipos de
espermatides: (S1), (S2) e (S3). As quais foram classificadas de acordo com a compactacéo da
cromatina e com o aparecimento do flagelo.

As S1 apresentaram-se interligadas dentro dos cistos através de pontes
citoplasmaticas, nacleo com cromatina granular uniformemente condensada e citoplasma
escasso apresentando mitocondrias (Fig. 5a).

As S2 apresentaram nucleo com cromatina condensada. Estas células exibiram um
citoplasma escasso com algumas vesiculas e mitocéndrias. O complexo centriolar ndo se
movimentou em relacdo ao nucleo apresentando um centriolo proximal perpendicular ao
centriolo distal com desenvolvimento de um flagelo em posi¢do medial ao nucleo e presenca
de fossa nuclear moderada (Figs. 5b-d).

As S3 apresentaram uma fina camada de citoplasma, onde era observado o complexo
centriolar rodeado por mitocondrias e peca principal. O flagelo em desenvolvimento era
perpendicular ao nucleo (Fig. 5e). Dentro do cisto germinativo, as S3 se diferenciaram em
espermatozéides maduros e os cistos se romperam liberando-os no lumen do tubulo

seminifero (Figs. 6a-d).
3.4.4 Espermatozoide

Os espermatozoéides apresentaram cabeca contendo uma membrana de superficie

irregular sem acrossoma com nucleo condensado e uma fossa nuclear excéntrica levemente
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desenvolvida alojando parcialmente o centriolo proximal. O flagelo era constituido por uma
peca intermediaria curta contendo mitocondrias e vesiculas de formato variado, uma peca
principal longa constituida pelo axonema formado por nove pares de microtabulos periféricos
e um par central, além de uma peca terminal fina formada somente por microtibulos

periféricos (Figs. 5f-i e 6e-g).

3.5 Célula de Sertoli

No interior dos tubulos era visivel a presenca das células de Sertoli. Estas células
apresentaram nucleo com cromatina frouxa e um grande nucléolo esférico e elétron-denso
organizado em uma das extremidades do nucleo. O citoplasma apresentou lisossomos, reticulo
endoplasmatico granular desenvolvido, reticulo endoplasmatico liso e mitocondrias de
formato arredondado. Ainda era possivel observar juncdes celulares tipo z6nula de adesdo

entre as células de sertoli e/ou entre as espermatogonias (Figs. 4a-b,insert).
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.

. Fig.

3. Fotomicrografia da espermatogénese de H. marginatus. Fase mitética a-c: Espermatogdnia primaria (SGA)
com ndcleo arredondado. Espermatogénia secundaria (SGB) de tamanho menor e ndcleo de 2 a 3 nucléolos.
Fase meiética d-g: Espermatécito primario (SCI) Leptoteno (Le); Zigdteno (Zi); Paquiteno (P); Dipldteno (D);
Diacinese (Di); Metéfase | (MI); Anafase | (A). h: Espermatocito secundario (SCII). Fase espermiogenica. i-l:
Espermatide inicial (S1); Espermatides intermediaria (S2); Espermatide final (S3); Espermatozéides (z) livres no
limen. Células de Sertoli (Se) envolvendo as células espermatogénicas. Coloragdo: Azul de Toluidina.
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Fig. 4. Eletromicrografia das células espermatogénicas de H. marginatus. a: Espermatogdnia priméaria (SGA)
com citoplasma ocupado por mitocdndria (m) associada a nuage; reticulo endoplasmatico liso (cabega de seta);
nlcleo arredondado (N) e um nucléolo visivel (Nu). b: Espermatogdnia secundéaria (SGB) com ntcleo formado
por cromatina condensada préxima a membrana nuclear e mitocdndrias organizadas em um pélo da célula.
Juncdo celular (seta branca) entre SGB e célula de Sertoli (Se). Insert: Z6nula de adesdo entre células. c-f:
Espermatécito primario (SCI) - Leptdteno (Le) reducdo de citoplasma e cromatina nuclear condensada; Zig6teno
(i) - presenca do complexo sinaptonémico préximo a membrana nuclear; Paquiteno (P) - vérios complexos
sinaptonémicos bem desenvolvidos. Dipl6teno (D) - organizacdo de aglomerado de cromatina proximo a
membrana nuclear; Diacinese (Di) - perda da membrana nuclear e cromatina espessa; Metafase (MI) — cromatina
localizada na por¢do mediana da célula. G: Espermatdcito secundario (SCII), nacleo volumoso com citoplasma
delgado apresentando centriolo (c), vesicula (v) e mitocdndrias (m). Insert (b): Barra de escala =2um
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Fig. 5. Eletromicrografia da espermiogénese de H. marginatus. a: Espermatide inicial (S1), interligadas com
pontes citoplasmaticas (seta preta). b: Espermaétides intermediéaria (S2), presenca de uma fossa nuclear
(pontilhado) com centriolos proximal (P) e distal (D). c: Seccdo transversal de uma pega intermediarias com
mitocondrias (M). d: Secdo transversal da pe¢a intermediaria ilustrando nucleo central (N), mitocondrias e
vesiculas (v) ao seu redor. e: Espermatide final (S3) seccdo longitudinal ilustrando nicleo arredondado e
volumoso circundado por uma fina camada de citoplasma, peca intermediaria com centriolos proximal (P) e
distal (D) e peca principal (PP) definida. f-g: Espermatozoides com cabeca (H) esférica e membrana de
superficie irregular (seta branca), pega intermediaria (MP) e pega principal (PP). h: Seg¢do transversal da peca
principal do flagelo (f). I: Secdo transversal da peca terminal do flagelo mostrando somente microtlbulos
periféricos.
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Fig. 6. Microscopia eletrénica de varredura do tdbulo seminifero de H. marginatus. a: Cisto germinativo integro
(pontilhado) com superficie irregular. b: Cisto em rompimento liberando espermatozdides. c: Cistos
germinativos integros (pontilhados) e espermatozdides (Z). d — e: Lumen (L) do tdbulo seminifero ilustrando
grande quantidade de espermatozéide livres. f-g: Detalhe do espermatozoide extraido do sémen ilustrando
cabeca arredondada (h), peca intermediaria (MP) e Peca principal (PP).
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4 Discussao

Os testiculos de peixes da ordem Siluriformes apresentam caracteristicas anatdmicas
distintas que podem variar tanto entre as familias como entre as espécies de uma mesma
familia. Assim, testiculos com projecdes digitiformes ou franjados foram relatados nas
familias Pseudopimelodidae, em Lophiosilurus alexandri (17); Heptapteridae em Pimelodella
vittata (18) e Pimelodidade em lheringichthys labrosus (19); Conorhynchus conirostris (20);
Pseudoplatystoma fasciatum (21). Entretanto, os testiculos do tipo filiforme foram
evidenciados em H. marginatus apresentando uma leve sinuosidade, provavelmente
provocada pelo aumento dos cistos germinativos, caracteristica que o diferencia dos demais
Pimelodideos. Entre os Siluriformes da familia Auchenipteridae foi evidenciado testiculos
digitiforme com vesicula seminal evidenciado em Trachelyopterus galeatus (22) e
Trachelyopterus striatulus (23). Além disso, ha relatos de testiculos com l6bulos dobrados,
observado na familia Loricariidae em Rhinelepis aspera (22).

Histologicamente, os testiculos de peixes teledsteos podem ser classificados de trés
tipos: tubular anastomosado, lobular espermatogonial irrestrito e lobular espermatogonial
restrito. No tipo tubular anastomosado os tubulos seminiferos formam uma rede que se
interconectam quando o testiculo esta maturo caracteristica encontrada nos peixes mais basais
incluindo os Siluriformes (24). No tipo lobular espermatogonial irrestrito, as espermatogoénias
se localizam ao logo de todo o tabulo seminifero. Enquanto no tipo lobular espermatogonial
restrito as espermatogdnias se localizam unicamente na extremidade cega dos tubulos
seminiferos, sendo o tipo lobular caracteristica dos peixes neoteledsteos (25). No presente
estudo a estrutura testicular caracteriza o tipo tubular anastomosado, espermatogonial
irrestrito. Resultados similares foram observados em Conorhynchus conirostris (26) e em
Pseudoplatystoma fasciatum (21), deste modo, sugerimos que essa organizacdo estrutural
pode contribuir para uma produgdo continua e armazenamento do sémen 0 que permite a
reproducdo periodica da espécie em larga escala na regido, por outro lado esse arranjo
também pode contribuir para estabelecimento das relagGes filogenéticas entre espécies da
familia pimelodideos.

O desenvolvimento e a diferenciacdo das células germinativas nos peixes teledsteos
podem ser de dois tipos: cistica e semicistica. No tipo cistica a diferenciacdo do
espermatozdide ocorre no interior do cisto, liberando somente os espermatozoides maduros no
limen do tabulo seminiferos. Enquanto na semicistica os cistos se rompem liberando as

espermatides e os espermatozoides no limen do tdbulo [13,27]. No presente estudo a
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espermatogénese de H. marginatus é do tipo cistica, similar ao observado em Liposarcus
anisitsi [17]; Callichthys callichthy [15] e Hypoptopoma guentheri [29] porém contrario ao
encontrado em Anadoras weddellii [13] estabelecida como semicistica. Deste modo,

sugerimos que a espermatogénese cistica contribui para o sucesso reprodutivo da especie.

As células de Sertoli nos teledsteos desempenham fungdes de suporte, protecao,
nutricdo e regulacdo da maturacdo das células germinativas [24,30,31]. Em H marginatus as
células de Sertoli apresentaram as juncdes celulares do tipo zonula de adesao entre as proprias
células ou com as espermatogobnias. Este tipo de especializacdo de membrana também foi
evidenciada em Pimelodidae como Pseudoplatystoma fasciatum [32]. Nesse arranjo
acreditamos que essa célula mantém o seu papel morfofuncional conforme descricdo pelos
autores acima, de formar a barreira hematotesticular, e promover um microambiente cistico

que favorece o desenvolvimento e a maturacao das células germinativas.

As espermatogbnias de H. marginatus foram as maiores células encontradas nos
tibulos seminiferos semelhante aquelas encontradas em outros teledsteos [11,19,28,31]. As
espermatogonias primarias foram classificadas em varios tipos, e sua classificacdo foi baseada
no tamanho das células, na morfologia do ndcleo, e no aparecimento de nucléolos [26,30]. No
entanto, em H. marginatus acreditamos ocorrer um tipo de espermatogdnia primaria com
diferentes fases da divisdo mitdtica, além de espermatogdnias secundarias, sugerindo que
nesta espécie had apenas duas geracdes de espermatogdnias. Diferentemente daqueles
observados em Oreochromis niloticus [33]. Durante a diferenciacdo de espermatocitos
primarios para secundarios em H. marginatus ocorreram mudanc¢as morfolégica no nucleo,
visualizados pelos complexos sinaptonémicos que auxiliam na compactacdo dos
cromossomas homologos e na auséncia de nucléolo. Resultados similares foram observados
em diferentes grupos de teledsteos [6,30,34,35,36]. Entretanto em H. marginatus a
compactacao surge em zigoteno como elementos laterais e na fase paquiteno como elementos
transversais.

Durante a diferenciacdo das espermatides ocorrem mudancas morfologicas
relacionadas com o nivel de condensacdo da cromatina, formagdo da peca intermediéria e do
flagelo, bem como a eliminagdo do citoplasma [6,7,12]. Tais alteracbes permitiram a
classificacdo das espermatides de H. marginatus em trés fases de diferenciacdo celular.
Resultados similares foram encontrados em Alcolapia grahami e Danio rerio [30,37]. No

entanto, ha relatos de quatro e cinco fases de espermatides como observados em Phalloceros
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caudimaculatus e em cardinal fish [9,10]. Em relacdo a Pimelodidae ainda ndo se tem um
padrdo definitivo.

Ha relatos de classificacdo da espermiogénese de teledsteos em trés tipos, baseada na
presenca ou na auséncia da rotacdo nuclear e na localizacdo do eixo flagelar. Na do tipo | o
eixo flagelar é perpendicular ao nucleo e o complexo centriolar penetra na fossa nuclear
evidenciado em Diplomystes mesembrinus, [38]; em Microglanis aff. Parahybae [14] e em
Callichthys callichthy [15]; na do tipo Il ndo ocorre rotacdo nuclear, o complexo centriolar
permanece paralelo ao ndcleo com uma ligeira fossa nuclear; e na do tipo Il ndo ocorre
rotacdo nuclear, o flagelo desenvolve-se em uma posicdo central e perpendicular ao ndcleo
como ocorre em Pimelodus maculatus e Pseudoplatystoma fasciatum [12] e em Hypostomus
ancistroides [29]. No presente estudo determinamos a espermiogenese do tipo I, em que
acreditamos que a organizacdo nuclear nos espermatozoides favoreca a mobilidade celular
mais ativa no ambiente aquatico e a fecundacao.

O espermatozoide de H. marginatus consiste em cabeca, peca intermediaria curta e
peca principal no padrdo classico de 9+2 microtibulos e peca terminal fina constituida por
9+0 pares de microtibulos. Na peca intermedidria apresentaram as vesiculas, estruturas
semelhante aqueles observados em Pimelodidae, lheringichthys labrosus; Pseudoplatystoma
fasciatum, Pimelodus maculatus [12,19,36]. No presente trabalho os espermatozoides H.
marginatus apresentam uma fossa nuclear moderada, contrapondo aos observados em outros
pimelodideos como em Pseudoplatystoma fasciatum e em Pimelodus maculatus por [12].
Sugerindo que a presenca da fossa nuclear seja uma caracteristica peculiar da espécie H

marginatus.

5 Concluséao

No presente trabalho algumas caracteristicas permanecem conservadas na familia
Pimelodidae como a espermatogénese do tipo cistica, a espermiogénese do tipo Il embora
tenham apresentado fossa nuclear, o espermatozdide uniflagelar e auséncia de canal
citoplasmatico bem como a estrutura testicular do tipo tubular anastomosado com
desenvolvimento espermatogonial irrestrito considerando a distribuicdo das espermatogonias
primarias ao longo da extensdo do tubulo seminifero. As células de sertoli formaram os cistos
germinativos considerando a localizacdo destas dentro do tubulo seminifero. Contudo, ainda
faltam dados para completar a espermatogénese e espermiogénese da familia, e

especificamente em outras espécies do género Hypophthalmus.
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