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RESUMO

A morfologia geral e histologia dos testiculos de R. aspera foram descritas.

Os testiculos sdo estruturas pares, alongadas, compostas de um sistema anastomosado
de tiibulos seminiferos. A espermatogénese segue o padrio cistico comum aos teleGsteos. As
espermatogOnias estdo distribuidas ao longo de todo o comprimento dos tibulos seminiferos.

Sao reconhecidos e descritos cinco estddios distintos de maturacio dos testiculos. Sdo
eles: imaturo, repouso, maturagéo, reprodugdo e esgotado. Estes estddios sdo caracterizados
macro e microscopicamente € pelo indice gdnado-som4tico.

Palavras-chave: Loricariidae, Espermatogénese, Reprodugéo, Rhinelepis aspera.

ABSTRACT

The reproductive biology of the Rhinelepis aspera (Agassiz, 1829)
(Teleostei, Loricariidae) in the Paranapanema river.
Structure of the testis and stages of maturation

The general morphology and histology of the armoured catfish testis R. aspera were
described.

They are a pair of elongated structures composed of an anostomosing system of
seminiferous lobules. Spermatogenesis follows the cystic common pattern in teleost. The
spermatogonia is distributed along the entire length of the testicular tubules.

Five distinct stages of maturation on the testis have been recognized and described:
immature, resting, maturation, reproduction and spent. These stages are characterized macro
and microscopically, and by the gonadosomatic index.

Key-words: Loricariidae, Spermatogenesis, Reproduction, Rhinelepis aspera.

INTRODUCAO

Recebido em 11 de junho de 1986 O cascudo-preto Rhinelepis aspera tem ocor-
Aceito em 15 de janeiro de 1987 réncia registrada nas bacias dos rios Sdo Francisco,

Distribuido em 31 de agosto de 1987 Prata e alguns cursos d’dgua da costa leste brasileira.
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As informagées acerca da biologia desta espécie sdo,
entretanto, escassas. Estas estao restritas aos traba-
lhos de Angelescu e Gneri (1949) que analisaram
o seu hdbito alimentar juntamente com o de outros
loricarideos, os de Monteiro (1963, 1965a) sobre
sua contribuicdo na producio pesqueira do Rio Pira-
cicaba-SP, e o de Monteiro (1956b) relatando caso
de albinismo.

Neste trabalho € descrita a morfologia macro
e microscépica dos testiculos em diferentes fases de
desenvolvimento e proposta uma escala de maturida-
de gonadal.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares foram capturados mensalmente
com redes de espera e tarrafas durante o periodo de
maio de 1980 a maio de 1981, no Rio Paranapanema
(23038’S, 51925°'W).

Ap6s o registro dos dados biométricos de cada
exemplar (comprimento em centimetros € peso em
gramas), estes foram submetidos a incisdo ventral e
dissecagdo, sendo os testiculos descritos quanto a
forma, coloragdo, irrigacdo, consisténcia, transpa-
réncia e relagdo com as demais visceras. Estas gona-
das foram entdo removidas, pesadas e fixadas em
solugdo aquosa de Bouin por periodo nio superior a
oito horas, sendo em seguida lavadas em dlcool
700GL e submetidas aos tratamentos histoldgicos de
rotina. Cortes da regido cefdlica, média e caudal dos
testiculos foram corados pelo método da Hematoxi-
lina-Eosina.

O Indice Goénado-Somdtico (IGS), entendido
como o percentual que o peso da g(‘)nada’representa
do peso total, foi calculado e também utilizado na
caracterizagdo dos estddios de maturagdo. Os pesos
das génadas de um mesmo estddio foram relaciona-
dos aos pesos dos exemplares correspondentes vi-
sando estabelecer a influéncia do crescimento cor-
péreo sobre o gonadal.

RESULTADOS

a) !lorfologia Geral

Os testiculos sdo orgdos pares e achatados,
estendendo-se ao longo de toda a cavidade visceral.
Presos ao celoma dorsal pelo mesérquio, ocupam
posicdo mediana em relagdo a bexiga natatéria, que
nesta espécie tem forma de U, com vértice cruzando
a sua por¢do ventro-posterior. Mostram denteagoes
nas margens externas que se acentuam com a matu-
ragdo. Nos maduros, apresentam enrugamentos ou
dobras transversais que lhes ddo a aparéncia lobula-
da. Os ductos espermdticos localizados mediana-
mente, fundem-se no quinto caudal, abrindo-se
posteriormente na papila urogenital.

Cortes histolgicos dos testiculos mostrara
uma tdnica albuginea sob delgado mesérquio. A ti-
nica albuginea, rica em fibras eldsticas e musculares
tem espessura relacionada ao estadio de desenvolvi-
mento da gonada e emite delgadas projecOes para
o interior do 6rgéo, delimitando cada tibulo semini-
fero. Os tdibulos seminiferos constituem um ‘emara-
nhado complexo de canaliculos com percurso muito
sinuoso e anastomoses freqiientes, abrindo-se nos
ductos espermiticos medianos. Sdo envoltos por cé-
lulas limitrofes, geralmente com nicleos alongados €
espacados entre si, e repousam sobre a membrana
basal. Internamente sdo revestidos por células ger-
minativas isoladas ou agregadas. Os agregados de
células germinativas sdo envolvidos por células cisti-
cas que os sustentam e delimitam. O tdbulo semini-
fero pode apresentar grupos de células germinativas
em diferentes fases espermatogénicas, porém cada
cisto as apresentam na mesma fase. Nos espagos en-
tre trés ou mais tibulos podem ser observadas célu-
las intersticiais vacuoladas, além de vasos sangiii-
neos. Os ductos espermdticos sdo envoltos por es-
pessa camada de tecido conjuntivo frouxo e revesti-
do internamente por uma camada de células epiteliais
do tipo cuboidal. Estas células mostram notdveis
modificagOes na altura, tamanho e posi¢do de seus
niicleos, conforme a fase reprodutiva em que se en-
contram os testiculos. Assemelham-se na forma e
tamanho do nicleo as células cisticas, que também
sofrem altera¢Ges morfoldgicas ciclicas (Fig. 1C).

b) Células Germinativas

Em R. aspera cinco fases da espermatogénese
foram reconhecidas (Fig. 1):

(1) Espermatogénias Primdrias. Sao células
esféricas e volumosas, constituindo-se nas maiores
encontradas no testiculo. Ocorrem isoladamente em
todos os estddios de desenvolvimento gonadal. Tém
nicleo esférico com didmetro médio de 7,5 + 1,0
um, nucleoplasma hialino, nucléolo tnico e geral-
mente excéntrico. A cromatina dispde-se em fila-
mentos radiais a partir do nicleo e em pequenos
grumos junto & membrana nuclear. O citoplasma,
pouco distinto, tem pequena afinidade por corantes.

(2) Zspermatogdnias Secunddrias. Menores
que as anteriores, formam, geralmente, grupos em
nimero varidvel na sec¢do, chamados cistos. Niicleo
esférico com didmetro médio de 5,2 £ 0,9 um e com
maior afinidade por corantes. Nucléolo geralmente
Unico e cromatina finamente granulada formando
pequenos grumos na face interna da membrana nu-
clear. Citoplasma hialino e de contorno irregular. E
especialmente freqiiente na pds-desova.

(3) Espermatdcitos. Estas células apresentam
didmetro nuclear médio de 3,8 + 0,5 ;:m em cistos.
A cromatina € muito condensada, ocupando virtual-
mente todo o niicleo. O nucléolo e o citoplasma hia-
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Fig. 1 — Fases da espermatogénese em testiculos de R. aspera. A. espermatogénia priméria (SPGI); B. tdbulos semi-
niferos (T.S.) mostrando espermatogdnias secundérias (SPG ); C. tibulos seminfferos mostrando cistos de células germinati-
vas (c) e células cfsticas (c.c.); D. cistos apresentando espermatdcitos primérios (SPCI), espermatécitos secund4rios (SPC2), es-
permétides (SPT) e espermatozdides (SPZ).
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Fig. 2 — Est4dios de desenvolvimento dos testiculos de R. aspera. A. imaturo; B. repouso; C. maturagio I; D. matura-
8o II; E. reprodugdo; F. esgotado (PT = parede do tibulo seminifero; SPG = espermatogdnia; SPC  -espermatécito; SPT
= espermétide; SPZ = espermatozdide; TA - tdnica albugfnea; TS = tibulo seminffero).
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lino sdo indistintos. As dreas claras do nicleo sdo
restritas.

(4) Espermdtides. Originadas dds espermaté-
citos permanecem contidas em cistos. Sdo esféricas e
apresentam cromatina muito condensada. O didme-
tro nuclear médio € de 2,2;um. O citoplasma nao tem
contorno distinto.

(5) Espermatozoides. Estas células sao as me-
nores entre as de linhagem germinativa presentes no
testiculo (didmetro médio de 1,4 um). A cromatina,
muito condensada, cora-se intensa € homogenea-
mente. Ocorrem em grande nimero no limen dos
tibulos.

¢) Escala de maturidade

Cinco estddios de maturagdo gonadal sdo re-
conhecidos. As caracteristicas histoldgicas destes
estddios sdo apresentadas na Fig. 2. O Indice Gona-
do-Somdtico, também usado na caracterizagao dos
estddios, assim como os dados da regressdo entre o
peso das gonadas e o peso total sao mostrados na
Tabela I e Fig. 3.

(1) Imaturo. Os testiculos tém forma de fita
estreita e sdo transparentes. Tém margens medianas,
onde encontram-se os ductos espermdticos, ligeira-
mente espessados. As margens externas sdo retili-
neas. A nivel microscépico mostram tibulos semi-
niferos delgados (+ 18 (1m) que apresentam, na sec-
¢40, uma ou duas espermatogonias. O tecido conjun-
tivo intertubular € abundante, a tiinica albuginea es-
treita e a delimitacdo dos tibulos precdria.

(2) Repouso. As margens externas dos testi-
culos apresentam pequenas denteagOes e os ductos
espermdticos sdo conspicuos. A andlise histolégica
revela tibulos seminiferos com didmetros considera-
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velmente maiores que os do estddio anterior (45,0
15,0 um). Neles sdo registradas espermatogOnias
primdrias e secunddrias, além das células cisticas.
O tecido conjuntivo intertubular € escasso. O Indice
Gonado-Somdtico médio (IGS) para este estadio é
de 0,053 + 0,002.

(3) Maturacao. Os testiculos apresentam-se
de esbranquigados a leitosos e mostram dobras
transversais que tendem a se acentuar durante o pro-
cesso. As notdveis modificagdes pelas quais passam
os testiculos neste estddio permitem dividi-lo em
dois subestdios; -

® Maturacao 1. Testiculos translicidos, es-
branquicados, com pequenas dobras. Tibulos semi-
niferos com até 50 .zm de didmetro. Neles sdo obser-
vados, além de espermatogoénias, alguns cistos com

TABELA 1

Valores dos coeficientes angulares (B)
das regressoes entre o peso dos testiculos
€ 0 peso total, seus intervalos de confianca (t.s.3)
e dos coeficientes de correlagao linear (r)

Estidio N redbio
Repouso 366 0,0006 + 0,0001 0,82

B + tsg Bt t.sx

I 0,0012+ 0,0001

Maturagao 56 0,0026 + 0,0008 0,59
II 0,0041 + 0,0006
I 0,0152 + 0,0010
Reprodugao 86 0,0254 +0,0025 0,59 II 0,0245 + 0,0013
III  0,0421 £ 0,0065
I 0,0090 t 0,0006
Esgotado 165 0,0038 +0,0004 0,59 II 0,0052 + 0,0003
III  0,0019 * 0,0002

N = nimero de exemplares

t

+ +

B
ATumagAo

c 8 A A 8

$
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ESTADIOS DE MATURAGAD

Fig. 3 — Valores médios do IGS (linhas horizontais centrais), seus intervalos de confianga a 95% (barras verticais) e
amplitudes de variagdo (linhas verticais) para os estddios de desenvolvimento dos testiculos de R. aspera.
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espermatdcitos e espermdtides. Sdo nos demais as-
pectos microscépicos, similares ao repouso. O IGS é
de 0,114 + 0,088.

® Maturagao II. Testiculos com comprimentos
que ultrapassam o da cavidade visceral € suas dobras
transversais tornam-se mais pronunciadas. Sdo
translicidos, esbranquigados e seus ductos espermd-
ticos apresentam-se mais opacos e leitosos, desta-
cando-se do restante das gdnadas. O sémen pode ser
extruido sob vigorosa pressdao no ventre do animal.
O diémetro dos tibulos seminiferos alcanga 75 zm.
Neles podem ser constatados, além das fases esper-
matogénicas referidas anteriormente, espermatozéi-
des livres no ldmen dos tibulos e dos ductos esper-
madticos. As células cisticas tém nicleo pequeno e
geralmente triangular. O tecido conjuntivo intertu-
bular & escasso e as fases finais da espermatogénese
tendem a ser mais freqiientes em dire¢do ao final do
estadio. O IGS é de 0,401 + 0,063.

(4) Reprodugao. Os testiculos sdo largos, tém
comprimentos maiores que o da cavidade visceral e
apresentam proeminentes dobras transversais que
lhes conferem um aspecto lobulado. So opacos, lei-
tosos e tirgidos, sendo que o sémen flui esponta-
neamente. A nivel microscépico mostram tdbulos
seminiferos com até 600 um de didmetro. O limen
tubular apresenta massas volumosas de espermato-
z6ides. Embora o aspecto macroscépico dos testicu-
los neste estddio seja pouco alterado durante o seu
transcurso, o0 volume gonadal e seu aspecto micros-
cépico sofrem marcantes modificagées, permitindo
reconhecer trés subest4dios:

® Réproducao I. Compreende aqueles testi-
culos que estdo iniciando a extrusdo e aqueles no fi-
nal do processo. A distingdo entre estas duas situa-
¢Oes pode ser feita a nivel microscdpico, consideran-
do que no primeiro caso as paredes dos tiibulos apre-
sentam ainda numerosos cistos com células em es-
permatogénese, enquanto no segundo as paredes tu-
bulares sdo constituidas por escassas espermatogd-
nias e niicleos de células cisticas. O IGS ¢ de 1,512
+ 0,091.

® Reproducdo II. Testiculos volumosos em
franca extrusdo do sémen. As secgdes histolégicas
revelam que neste estddio estdo incluidos tanto testi-
culos com alguns cistos em espermatogénese como
aqueles nos quais estas figuras estio ausentes. Por-
tanto, deve incluir as gonadas que ainda néo atingi-
ram o pleno desenvelvimento assim.como aquelas
que por ele jd passaram. O IGS médio € 2,491 +
0,118.

® Reprodugao IlI. Testiculos muito volumo-
sos, tirgidos, com dobras transversais desenvolvidas
e facilmente rotos. Extruem o sémen espontinea e
copiosamente. A nivel microscépico os tibulos se-
miniferos sdo amplos e ndo mostram figuras esper-
matogénicas em sua parede. Os espermatozdides

formam densa massa que ocupa virtualmente todo
o limen tubular. O IGS é de 4,188 * 0,373.

(5) Esgotado. Os testiculos tém seu volume
notavelmente reduzido. Sao fldcidos, translicidos e
apresentam as margens laterais irregulares com as-
pecto franjado. Sdo avermelhados, podendo apre-
sentar zonas leitosas de extensdo variada. As altera-
¢0es morfolégicas e de volume que ocorrem em tes-
ticulos deste estddio sugerem a sua divisio em trés
subest4dios:

® [sgotado I. Mostram ténues sulcos trans-
versais; sao flacidos e avermelhados porém com ex-
tensas dreas leitosas. A extrusdo do sémen pode ser
obtida por forte pressio no abdomen do exemplar
vivo. Os preparados histolégicos revelam que a
massa de espermatozéides, embora reduzida, ocupa
parte considerdvel da luz de alguns tdbulos e dos
ductos espermdticos. A parede exibe raras esperma-
togdnias. O tecido conjuntivo € escasso. O IGS mé-
dio € de 0,891 + 0,048.

® Esgotado II. Testiculos mostram margens
externas irregulares e dreas leitosas restritas. A ex-
trusdo do sémen ndo pode ser obtida, mesmo sob
pressdo no ventre do animal. A nivel microscépico
observam-se tibulos vazios ou cor esparsos esper-
matozdides, dispostos principalmente junto a parede.
A parede tubular € mais espessa, com células germi-
nativas dispostas irregularmente. O IGS tem valor
de 0,50 £ 0,030.

® [sgotado IIl. Os testiculos apresentam-se
uniformemente avermelhados, translicidos e fldci-
dos. Os tiibulos seminiferos tém limen reduzido com
esprmatogontas e células cisticas. O tecido conjunti-
vo intertubular € espesso e os vasos sangiiineos nu-
merosos. Raros espermatozéides podem ser, ainda,
encontrados na luz de alguns tibulos. O IGS ¢ de
0,169 £ 0,017.

DISCUSSAO

Os testiculos de R. aspera apresentam esper-
matogdnias ao longo de todo o tdbulo seminifero,
portanto enquadram-se no padrao “espermatogonial
irrestrito” descrito por Grier (1981) e Grier er
al. (1980). Também a estrutura dos tibulos é similar
a descrita por estes pesquisadores, ou seja, sio deli-
mitados por membrana basal sobre a qual assen-
tam-se as c€lulas limitrofes, e tém como componen-
tes internos as células germinativas e as células de
Sertoli. Neste trabalho chamamos este dltimo tipo
celular de “célula cistica”, visto que as técnicas his-
tolégicas € o nivel de resolugdo empregados nio
permitiram demonstrar cabalmente a sua homologia
com as c€lulas de Sertoli dos mamiferos.

A pequena diferenga no aspecto dos tiibulos
seminiferos desta espécie, quando observados em
cortes transversais e longitudinais dos testiculos de-
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monstram que estes tibulos sido intensamente dobra-
dos sobre si.

A auséncia de um epitélio germinativo perma-
nentemente organizado, tem permitido explicagoes
diversas acerca da origem das células que a cada ci-
clo reprodutivo entram em processo espermatogéni-
co. A origem a partir de espermatogdnias presentes
nos tibulos seminiferos durante todo o ano tem sido
a mais aceita (Hann, 1927; James, 1946; Stanley et
al., 1965; De Vlaming, 1972; Barbieri, 1981, Nara-
hara, 1983). Alguns autores sugerem que, nas espé-
cies que estudaram, a reposi¢do anual de células
germinativas seja realizada a partir de células pre-
sentes no tecido conjuntivo intertubular que, na épo-
ca apropriada, migram para o interior dos tibulos
(Jones, 1940; Rastogi, 1968). Ruby e McMillan
(1975) relatam que as células cisticas, através de
projecdes citoplasmadticas, as conduzem do intersticio
para dentro dos tibulos. Turner (1919) e Foley
(1926) registram migragao das células germinativas a
partir de pontos extratesticulares. Nossas observa-
¢Oes mostram que em testiculo de R. aspera as es-
permatogonias estdo presentes nas paredes tubulares
em todos os estddios, variando apenas no nimero.
Cortes seriados revelam que algumas espermatogo-
. nias aparentemente localizadas no tecido intersticial
sdo, de fato, intratubulares, e que a sua presenga com
esta aparéncia em algumas laminas é resultante da
secgdo tangencial dos vértices formados pelo dobra-
mento dos tibulos seminiferos. Cremos, portanto,
que nesta espécie as células germinativas sejam re-
postas anualmente a partir de estoques permanentes
de espermatogoénias.

A proliferagdo de espermatogdnias foi obser-
vada imediatamente apés as fases de extrusio, quan-
do as gbnadas ainda apresentavam espermatozéides
no limen tubular. No periodo seguinte, quando
OCorTe um rearranjo na estrutura microscépica dos
testiculos, este processo parece continuar, embora
mais lentamente. A intensa proliferacdo espermato-
gonial logo apés a reprodugdo tem sido relatada por
James (1946); Henderson (1962), Dadzie (1969) e
Andrade (1981) para outras espécies.

As células limitrofes se mantém aparente-
mente inalteradas durante o ciclo reprodutivo, en-
quanto as cisticas tém seus nicleos consideravel-
mente modificados durante o processo espermatogé-
nico. Assim, o nicleo destas células sdo maiores e
aproximadamente esféricos nos testiculos, em re-
pouso, menores € alongados naqueles em maturagao
e confundindo-se com a parede tubular nos maduros.
Billard ¢t al. (1972) registram variacoes ciclicas si-
milares em Salmo gairdneri.

As células intersticiais ocorrem em pequenos
grupos mergulhados no tecido intertubular. Sdo mais
conspicuas na maturagdo, quando seus vaciiolos sdo
maiores. Testiculos e reproducao apresentam o te-
cido conjuntivo intertubular escasso e células inters-

ticiais de dificil visualizacdo. Estas células sdo me-
lhor evidencidveis em gonadas em repouso de Lepo-
rinus silvestrii ¢ maduro de Gymnotus carapo, estu-
dadas por Andrade (1980) e Barbieri (1981), respec-
tivamente.

Na espécie estudada, os espermatozéides estao
imersos em uma massa amorfa, melhor observada
nas fases finais da extrusdo espermdtica. Embora nao
tenhamos podido estabelecer, com as técnicas histo-
l6gicas utilizadas, o local de produgdo destas subs-
tancias, acreditamos que sejam produzidas pelas cé-
lulas cisticas no tibulo, e pelo epitélio nos ductos es-
permadticos. Isto € sugerido pelo fato destas células
apresentarem vacuolos citoplasmdticos em determi-
nadas épocas ¢ de se constituirem no Gnico tipo de
célula somdtica no interior do tdbulo.

As células de revestimento dos ductos esper-
mdticos assemelham-se as células cisticas presentes
nos tubulos seminiferos. Esta similaridade é marcada
principalraente pela forma do niicleo e a presenga de
espansdes e vacuolos citoplasmadticos. Andrade
(1980) acredita que em Leporinus silvestrii arbas
constituam tnico tipo celular.

A atividade secretora do epitélio do ducto es-
permdtico € relatada em outras espécies por Rasquin
e Hafter (1951), Henderson (1962). Weisel (1949)
registra que este epitélio no salmio € histologica-
mente similar ao da vesicula seminal de Gillichthys ¢
aventa a possibilidade de que em muitos teledsteos
que ndo apresentam vesicula seminal, o epitélio do
ducto desempenha a sua fungdo secretora. Rasquin e
Hafter (1951) acreditam que o fluido secretado pelo
epitélio dos ductos tenham fungdes similares as dos
fluidos prostdticos e da vesicula seminal. Billard et
al. (1972) sugerem que este fluido sirva a nutrigao
dos espermatozéides

A eliminagdo do sémen por testiculos que nao
tenham completado o processo de gametogénese €
registrada também para outras espécies de teleSs-
teos. Henderson (1962) e Ahsan (1966) relatam que
durante a extrusdo esperradtica, cistos em final de
espermatogénese podem ser observados na periferia
dos tdbulos seminiferos das cspécies por eles estuda-
das.

A literatura tem atribuido destinos diversos
para os espermatozdides residuais no periodo poés-
reprodutivo. Hochman (1967), Pollard (1972) e
Hoffman ez al. (1980) relatam que os espermatozdi-
des residuais permanecer sauddveis no limen dos
tibulos até o ciclo de maturagdo seguinte. Fiender-
son (1962) e DeVlaming (1972), por outro lado, re-
gistram a invasdo do limen dos tibulos e ductos es-
permdticos por fagdcitos que ‘‘ingerem” os esper-
matozéides ndo eliminados. Ahsan (1966) e Bhatti e
Al-Daham (1978) descrevem a degeneragao esper-
mdtica em nicleos picnéticos. Billard et al. (1972),
Gresik ei al. (1973), Grier et al. (1980) atribuem a
remogdo as células homoélogas as de Sertoli. Secgoes
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histolégicas de testiculos esgotados de R. aspera
mostram acimulos de espermatozéides juntos aos
processos apicais das células cisticas dos tdbulos e
das células de revestimento dos ductos espermdticos.
Isto nos leva a crer que estas células possam ter tam-
bém fung¢ao na remogio do sémen residual.

A correlagéo linear verificada entre o peso das
glnadas e o peso total em cada estddio e a variagdo
dos valores médios do IGS conforme o estadio, per-
mite inferir que o crescimento das gonadas € propor-
cional ao crescimento geral do peixe, sendo as varia-
¢Oes no indice decorrentes apenas do desenvolvi-
mento gonadal. G uso deste indice como indicador
de maturagdo gonadal tem sido feito por Le Cren
(1951), Godinho (1972), Agostinho (1979) e Bar-
bieri et al. (1982) entre outros.
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