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ABSTRACT. MORPHOLOGICAL CHANGES OF THE TESTES OF THE CURIMBATA, PROCHILO-
DUS SCROFA (STEINDACHNER), UNDER HORMONAL STIMULATION. This study concerns the
morphological changes of the testes of ““curimbata”, Prochilodus scrofa (Steindachner,
1881) at the beginning of sperm production, before and after the hormonal injections.
We examined 25 three year old males that were reared in tanks at the Experimental
Fish and Frog Culturing Station of Pindamonhangaba of the Fisheries Institute of Sdo
Paulo. The testes were sampled at the start of sperm production, after the first hormone
injection (5 IU/g for weight of hCG), and 14 days before and after a second injection.
Testicle fragments of these specimens were fixed and embedded in historesin. At the
beginning of sperm production, the milky-white gonad showed consistent superficial
vascularization, exceeding thick sperm under light pressure. Microscopically, the
presence of spermatogonia, many spermatocytes, spermatids and some tubules with
spermatozoa were conspicuous. After the first hormonal dose, the gonads increased in
volume, occupying most of the abdominal cavity superficial blood irrigation was
evident, and sperm flowed easily out of the genital pore. Many spermatozoa were
observed in the histology sections, along with spermatocytes and spermatids, within
the lumen of the seminal tubules. After 14 days, the testes exhibited decreased volume
and pink-white coloration. Light microscopy revealed few spermatozoa and disarran-
gement of the structures forming the seminal tubules. After the second hCG dose, the
testes again increased in volume, occupying most of the abdominal cavity. Some
tubules were filled with spermatozoa whereas others showed reduced numbers of this
cellular type.
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O presente estudo tem como objetivo descrever as caracteristicas macro e
microscopicas dos testiculos de curimbatas submetidos a agdo hormonal. Observou-
se que reprodutores de curimbata Prochilodus scrofa (Steindachner, 1881), manti-
dos em condigdes de confinamento, apresentam no inicio do periodo de espermia-
¢d0, pequeno volume de material espermatico viscoso. Segundo KAVAMOTO et al.
(1996), a qualidade e a quantidade do sémen podem ser visivelmente aumentadas
através da utilizag@o de horménios apropriados.
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Experimentos de indugdo hormonal em machos foram desenvolvidos por
TAKASHIMA et al. (1984); COURTOIS et al. (1986); SAAD & BILLARD (1987);
BILLARD et al. (1989), em trabalhos com Cyprinus carpio; por KOBAYASHI ef al.
(1986), com Carassius auratus; por CIERESZKO et al. (1993), com yellow perch e
por OHTA & IZAWA (1996), com Anguilla japonica. Todavia, pesquisas especificas
relacionadas a agdo de hormdnios na maturagdo final das gonadas de machos de
espécies autdctones nao foram encontradas na literatura pertinente, o que motivou
a elaboragido desse trabalho.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 25 exemplares de
curimbata Prochilodus scrofa, de trés anos de idade, durante o periodo reprodutivo
de 1991 e 1992, na Estagdo Experimental de Piscicultura e Ranicultura de Pinda-
monhangaba, Instituto de Pesca, Sao Paulo.

A descrig@o anatomica ¢ a observagdo das caracteristicas morfoldgicas dos
testiculos foram realizadas, no inicio da espermiagdo, ap6s a aplica¢do da primeira
dose de hCG (5 Ul/g peso) e decorridos catorze dias, antes e ap6s a aplicagdo da
segunda dose hormonal; sendo que apds a primeira dose hormonal, foi colhido
sémen de cada reprodutor, por compressdo do abdémen no sentido antero-posterior.

Através de incisdo longitudinal na regido ventral de cada individuo, a génada
foi exposta e foram realizadas observagdes quanto ao volume, forma, coloragdo e
vascularizagdo superficial. Em seguida, fragmentos de cerca de lcm de espessura
foram coletados da por¢do média dos testiculos e fixados por 24 horas em formol a
10% tamponado e neutralizado; posteriormente, desidratados com banhos de 15
minutos cada, em solugdes alcoolicas de concentragdes crescentes de 70 a 95°GL.
Em seguida foram transferidos para uma mistura de 50% de resina basica (Historesin
LKB) e 50% élcool 95°GL, permanecendo neste meio por uma hora. A inclusao foi
realizada em 15ml de resina bésica acrescido de Iml de endurecedor. Os cortes de
2pum de espessura foram obtidos em micrétomo automatico com auxilio de navalha
de vidro e em seguida, corados com Hematoxilina e Eosina (HE), utilizando-se
Hematoxilina de GILL.

RESULTADOS

Os testiculos de P. scrofa sdo estruturas pares, alongadas e cilindricas que
se situam na cavidade abdominal, ventralmente ao rim, ventro-lateralmente a
vesicula gasosa e dorsalmente ao tubo digestivo; apresentam-se livres na por¢do
anterior e média, porém, unem-se no tergo posterior formando um ducto esperma-
tico comum que se abre ao meio externo através da papila genital, por onde o sémen
¢ eliminado. Microscopicamente, apresentam-se revestidos por uma cépsula de
tecido conjuntivo e contém, no seu interior, tibulos seminiferos separados entre si
por fina camada de tecido conjuntivo rico em vasos sanguineos.

As células da linhagem espermatogénica foram descritas com base nas
caracteristicas microscopicas ¢ divididas em quatro fases de desenvolvimento:
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Espermatogonias: sdo as maiores células encontradas, com limite celular bem
definido. Apresentam ntcleo esferoidal de localizagdo central com um nuclé-
olo. O citoplasma ¢ abundante, com pouca afinidade por corantes. Dispdem-se
isoladamente junto a parede interna dos tubulos e ndo se organizam em cistos.

Espermatécitos primarios: apresentam-se agrupados em cistos e sdo células
esferoidais, menores que as espermatogonias. O nticleo € volumoso em relagdo
ao citoplasma e o nucléolo normalmente ndo ¢ visivel. O citoplasma ¢ claro ¢
de limites pouco precisos.

Espermatécitos secundarios: sio células menores que as anteriores, possuem
forma arredondada, nticleo central, sem nucléolo evidente e com citoplasma
reduzido.

Espermitides: os espermatdcitos secundarios dividem-se dando origem as esper-
métides e dentro de cada cisto ocorre o processo de espermiogénese, que € a
transformagdo de espermatides em espermatozoéides. Sdo facilmente reconhe-
cidas por serem as menores células arredondadas encontradas dentro de cistos,
com forte afinidade por corantes basicos.

Espermatozoides: Sdo as menores células germinativas presentes no testiculo,
apresentando cauda pouco visivel e se encontram normalmente livres no limen
dos tabulos seminiferos.

No inicio da espermiagio, os testiculos de consisténcia firme apresentam-se
volumosos, de coloragdo branco-leitosa (opaca) ¢ na sua superficie sdo evidentes
alguns vasos sanguineos; sob leve compressio na regido ventral, ha eliminagdo de
sémen espesso (viscoso). Microscopicamente, apresentam tubulos contendo esper-
matogonias, cistos com espermatdcitos primarios, espermatdcitos secundarios,
espermatides, espermatozoéides e alguns espermatozoides livres no lamen (Fig. la).
Apbs a aplicagdo da primeira dose hormonal, os testiculos aumentam consideravel-
mente em peso € volume, ocupando quase toda a cavidade abdominal e apresentam
irriga¢do sanguinea superficial proeminente com finas ramificagdes. O sémen flui
facilmente pela abertura genital. Pela observagio microscopica dos cortes transver-
sais nota-se que o lumen fica repleto de espermatozoides (Fig. 1b), embora ainda
sejam observados cistos contendo células em diferentes fases de desenvolvimento
(espermatdcitos e espermatides). Catorze dias apds a primeira dose hormonal, os
testiculos apresentam redu¢do em peso e volume, coloragdo branco-rosada e os
vasos sanguineos congestos. Pelo exame microscopico verifica-se certa desorgani-
zagdo na estrutura tubular e no limen, sdo visualizados poucos espermatozoides e
na parede cistos contendo espermatdcitos e espermatides (Fig. 2a). Apos a aplicagdo
da segunda dose de hCG, os testiculos aumentam novamente de volume e pela
avaliagd@o histologica nota-se redu¢do no numero de cistos de espermatdcitos e de
espermatides e a presenga de tubulos repletos de espermatozoéides (Fig. 2b), embora
outros apresentem-se com poucos espermatozoides.

DISCUSSAO

Os testiculos de curimbata Prochilodus scrofa, como na maioria dos teleds-
teos, sdo 6rgaos pares, livres nas porgdes anterior ¢ média, unidos no tergo posterior
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¢ formando um tinico ducto espermatico; apresentam superficie externa lisa e sofrem
modificagdes no volume, forma e coloragdo durante o desenvolvimento gonadal
(ALEXANDRINO ef al. 1985).

Fig. 1. Corte transversal do testiculo de curimbata, Prochilodus scrofa: a) no inicio do periodo
de espermiagao — espermatogonias (asterisco), cistos contendo espermatécitos (seta curta),
espermatides (estrela) e espermatozoides no limen (seta longa) (H/E); b) apos a primeria
dose hormonal — tubulos repletos de espermatozoides (seta grossa) (H/E). Barra=0,02mm.

No inicio do periodo reprodutivo, os testiculos sdo de coloragdo branco-lei-
tosa e apresentam-se bem desenvolvidos. Ao exame microscopico apresentam-se
compostos por numerosos tubulos contendo cistos, sendo que cada cisto abriga
células da linhagem espermatogénica na mesma fase de desenvolvimento. Os
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Fig. 2. Corte transversal do testiculo de curimbata, Prochilodus scrofa: a) antes da segunda
dose de hCG — poucos espermatozdides (seta grossa) espermatogénia (seta longa), esper-
matocitos (seta curta), desorganizagao dos tibulos seminiferos (/E); b) ap6s a segunda injecao
hormonal — tubulos com grande quantidade de espermatozéides (seta grossa) e outros com
poucos (circulo) (H/E). Barra=0,02mm.

espermatozdides resultantes da espermiogénese sdo liberados para o limen dos
tibulos seminiferos. Segundo ALEXANDRINO ef al. (1985),a presenga de esperma-
tozdides nas paredes dos tubulos, indica que énecessdrio existir certo grau de
maturagdo nestas células, antes de serem liberadas para o limen. As alteragdes
morfoestruturais das células germinativas, evidenciam modificagdes gradativas,
sendo os espermatozoides o tipo celular mais abundante no estadio final de matu-
ragdo. O mesmo autor ainda descreve que no estadio final de Maturagao, o curimbata
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deixa fluir, sob leve pressdo no abdémen ou ainda somente pela manipulagdo, um
liquido espesso e leitoso. KAVAMOTO et al. (1989), confirmaram estas informagdes
observando amostras de sémen colhidas de peixes que ndo haviam recebido trata-
mento hormonal (KAVAMOTO et al. 1996). Entretanto, os exemplares que receberam
injegdo hormonal apresentam sémen mais fluido e grande quantidade de esperma-
tozdides livres no limen dos tubulos seminiferos. Este fato, provavelmente pode
estar relacionado, além do desenvolvimento natural da gonada, ao efeito do hor-
monio sobre a espermiogénese, aumentando a hidratagdo seminal (KOBAYASHI ef
al. 1986) e transformando rapidamente as espermatides em espermatozoides. Da
mesma forma, BILLARD ef al. (1983); CIERESZKO ef al. (1993) e OHTA & [ZAWA
(1996), verificaram que os machos induzidos a espermiagdo, através de aplica¢do
hormonal, apresentaram aumento na quantidade de espermatozéides e no volume
seminal.

A desorganizagdo dos tibulos seminiferos e a diminuigdo de espermatozoi-
des livres observadas antes da segunda inje¢do, devem ser conseqiiéncia da extrusdo
forgada do sémen e da queda da a¢do da primeira dose hormonal, concordando com
as observagdes feitas por SAAD & BILLARD (1987), que também verificaram em
carpas, o desaparecimento dos espermatozoéides no trato genital simultaneamente a
diminui¢do de gonadotrofina circulante. Esta suposi¢do ainda pode ser reforgada
pela observagdo de que os peixes que receberam a segunda dose hormonal passaram
a produzir sémen novamente.

Outro fato evidente € que a gonadotrofina coridnica humana (hCG) ndo atuou
somente na espermiogénese, mas também na fase final da espermatogénese, pois os
cistos de espermatdcitos e espermatides presentes antes da segunda inje¢@o desapa-
recem dando lugar a grande quantidade de espermatozdides livres.

De acordo com TAKASHIMA et al. (1984) e COURTOIS et al. (1986) a
espermiagdo continua pode ser obtida através de repetidas aplicagdes hormonais
sendo que, SAAD & BILLARD (1987), também trabalhando com Cyprinus carpio,
verificaram que uma aplica¢do hormonal por semana durante nove meses provocou
mobilizagdo do estoque testicular produzindo sémen de boa qualidade durante a
maior parte do ano.

As informagdes obtidas com esse estudo, permitem comprovar histologica-
mente as afirmagdes de KAVAMOTO et al. (1996) de que, os machos de P. scrofa
com trés anos de idade, podem ser utilizados como reprodutores por duas vezes
durante um mesmo ciclo reprodutivo.
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