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ABSTRACT. ULTRASTRUCTURE OF THE SPERMATOGENESIS OF
THE FISH, HOPLOSTERNUM LITTORALE (HANCOCK) (TELEOSTEI,
CALLICHTHYIDAE) OF THE AMAZON RIVER. Sequential cytological
modifications of Hoplosternum littorale (Hancock) spermatogenesis were stud-
ied with electron microscopy from the spermatocyte to the mature spermatozoon.
Five stages of spermatical maturation were described. The spermatozoon is one
of the primitive tupe, with head without acrosome and a tail with a type pattern.
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Numerosos estudos de morfologia ultraestrutural sobre espermatogéne-
se, e especialmente de espermatozoides, tem sido realizados em diversas espé-
cies de peixes, de diferentes areas geograficas (STANLEY, 1969; MATTEI,
1970; MATTEI & MATTEI, 1973, 1978; GRIER, 1973; BILLARD, 1983, 1986;
LAHNSTEINER et al. 1991), limitados a determinados aspectos, sem uma visao
global do processo espermatogénico dos teledsteos. No caso de peixes da regiao
amazoOnica, pouco tem sido feito quanto a ultraestrutura da espermiogénese e
da produgao de células espermaticas (LANDIM e HOFLING, 1986; MATOS
e AZEVEDQO, 1989).

O tamoata é, sem divida, uma das espécies ictiicas mais rusticas en-
contradas na regiao amazonica. Este peixe, como os demais da familia
Callichthyidae, consegue sobreviver em dguas com baixo teor de oxigénio e
poluidas, além de sobreviver por periodos longos em reduzidos volumes de dgua
ou até por algumas horas fora do ambiente aquatico (IHERING, 1968). Através
destas caracteristicas principais, a espécie em questao demonstra ser bastante
resistente, permitindo sua utilizagao e manuseio por determinado periodo de
tempo, sem apresentar modificagoes ou danos de ordem bioldgica.

Verifica-se que, durante o periodo da seca na regiao amazonica, em
funcao da reducao no volume de 4gua, podemos encontrar, juntamente com
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outras espécies piscicolas, grande quantidade de tamoatas no leito de lagos e
rios. Observa-se que, durante o inicio das cheias, esses peixes procuram as areas
recém-inundadas, preferencialmente com pouca profundidade, onde, prote-
gidos por vegetagao aqudtica pequena, iniciam a desova e permanecem durante
quase todo o periodo da cheia (TUMA, 1978).

Com a finalidade de estudar-se o desenvolvimetno espermético destes
peixes, destacou-se o aspecto ultraestrutural da espermatogénese, acreditando
ser de importancia o conhecimento do amadurecimento espermatico, inclusive
para o aconselhamento de projetos de povoamento aquatico com esta espécie.

O presente estudo descreve, por meio da microscopia eletronica, de-
talhes da estrutura fina do espermatozoéide de Hoplosternum littorale, peixe de
relativa abundéncia na comercializagao em nossa regiao, contribuindo no co-
nhecimento da producao das células gametogénicas, onde praticamente muito
pouco tem sido feito em peixes brasileiros.

MATERIAL E METODOS

Espécimes de Hoplosternum littorale (Hancock, 1828) Eig & Eig, 1988
(Teleostei, Callichthyidae) foram coletados de rios nos arredores de Belém,
Par4, durante o periodo de cheias, em que se processa o amadurecimento
gonadal. Pequenos fragmentos de testiculos foram fixados em glutaraldeideo a
3% em tampao cacodilato de sodio 0,1M a pH 7,2 a 4°C durante duas horas.
Apos lavagem no mesmo tampao durante duas a trés horas a 4°C, os citados
fragmentos foram pos-fixados em tetroxido de dsmio a 2% no mesmo tampao,
a 4°C durante duas horas. O tecido foi entao desidratado em série crescente de
alcool etilico, seguido de trés trocas de 6xido de propileno. A inclusao foi feita
em Epon, os cortes semi-finos e ultra-finos em ultramicrétomo com faca de vidro
e diamante, ¢ a dupla contrastagao com solugao aquosa saturada de acetato de
uranila e citrato de chumbo (AZEVEDO et al., 1985). As grelhas contendo os
cortes foram examinados e fotografados no microscopio eletronico de trans-
missao JEOL 100 CXII, operando a 60Kv.

RESULTADOS

Durante a maturacao sexual, o testiculo do tamoatd apresenta a organi-
zacao tipica de teledsteos. Os tibulos seminiferos sao constituidos de cistos
espermatogénicos delimitados por camada tinica de células, correspondentes
as c€lulas de Sertoli. As células germinativas dentro de cada cisto espermatico,
desenvolvendo sincronicamente todos os estagio da espermatogénese, sao facil-
mente identificaveis, e a medida que os espermatozdides amadurecem nos
cistos, sao liberados na luz do tabulo seminifero (Figs 1 e 2).

Quando os cistos apresentam somente espermatogonias, existem poucas
células, entretanto nos cistos em que a espermatogénese esta presente encon-
tramos numerosas células unidas por pontes citoplasmaticas, inclusive entre as
espermatides em diferenciagao.
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Figs 1-2. (1) Eletromicrografia do testiculo de tamoatd. Observa-se no tibulo seminifero diferentes
planos de células germinais em diferentes fases de desenvolvimento (aumento de 4700x); (2) as-
pecto de uma espermatogOnia em divisao mitdtica (metdfase) (aumento de 14400x).
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Figs 3-4. (3) Eletromicrografia de pormenor ultraestrutural de espermatéeito I em zigéteno (m)
mitocondria, (n) nicleo, (¢s) complexo sinaptonémico (aumento de 17000x); (4) grupo de esper-
matdcitos Il em inicio da fase de espermiogénese (aumento de 9000x).
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Durante a fase de amadurecimento das espermatides podemos dis-
tinguir cinco tipos celulares diferentes, caracterizados particularmente por
mudangas nucleares que sao consideradas como estagios de maturagao.

Primeiro estagio (I). E constituido por espermatides agrupadas dentro
dos cistos espermaticos, ligadas por pontes citoplasmaticas, apresentando apro-
ximadamente o mesmo tamanho dos espermatdcitos primérios e secundarios
(Figs 3 e 4), com nicleo esférico e grande em relagao ao volume do citoplasma.
A cromatina apresenta-se irregularmente condensada, o nucléolo é volumoso.
No citoplasma encontra-se, mitocdndrias, dictiosomas (complexo de Golgi),
centriolos e pouco reticulo endoplasmitico granular (Fig.5).

Segundo estagio (II). Apresenta as espermatides com as mesmas carac-
teristicas, mas a cromatina esta condensada uniformemente sob a forma de
granulos homogéneos, com pequenos e esparsos agrupamentos de granulos
ocasionais. As mitocondrias apresentam-se esféricas e agrupadas no citoplas-
ma, proximo ao nicelo. Observamos presencga de polissomas.

Terceiro estagio (III). As espermatides sao menores que as anteriores,
ligadas por pontes citoplasmaticas. O nicleo ¢ esférico, porém com cromatina
menos densa e com formagao de diversas regioes de condensacao ligeiramente
alongada. A quantidade de citoplasma em redor do niicleo apresenta-se minima
onde os seus constituintes deslocam-se para um dos polos da célula, incluindo
o centriolo a partir do qual se alonga um flagelo. O dictiosoma nao ¢ mais
observado (Fig. 6).

Quarto estagio (IV). A espermatide deixa de apresentar nicleo esférico,
sofrendo uma endentagio no polo em que se encontra em contacto com 0
centriolo. Cromatina sob a forma de grumos grosseiros interligados por fila-
mentos no polo oposto ao centriolo. Citoplasma estendido ao redor da parte
inicial do flagelo, formando bainha, onde sao evidenciadas mitocdndrias.

Quinto estigio (V). O desenvolvimento das espermatides, se caracteriza
pela completa compactagao da cromatina nuclear. O niicleo apresenta-se ligei-
ramente reniforme e contornos levemente irregulares. Poucas mitocondrias se
agrupam em redor dos centriolos e a bainha citoplasmatica se afina restando
membranas plasmaticas justapostas.

Os espermatozoides, formandos por esse processo de amadurecimento
das espermatides, podem ser basicamente divididos em cabega e cauda. Este
espermatozoéide ¢ considerado do tipo primitivo nao tendo acrossomo ¢ nem
peca intermediaria bem definida.

A cabega ¢ formada pelo nicleo em forma de rim, de alta densidade
eletronica. Na reentrancia basal do niicleo localizam-se dois centriolos: o pro-
ximal dentro da depressao, e o distal que da origem ao flagelo.

A cauda é constituida essencialmente pelo flagelo envolvido em seu tergo
inicial por uma bainha formada praticamente s6 pelas membranas justapostas.
O flagelo é do tipo axonémico 9p+2 e apresenta também fino envoltorio
citoplasmatico que se expande formando alargamentos laterais, com imagens
diferenciadas na sua composicao (Figs 7 ¢ 8).
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Figs 5-6. (5) Pormenor ultraestrutural de dois espermatideos jovens, em que se observam os
nucléolos (nc) volumosos (aumento de 7200x); (6) pormenor ultraestrutural de espermatideos
médios, em que se observa a presenca de um flagelo (f) e dois centriolos (¢) (aumento de 27200x).
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Figs 7-8. (7) Espermatideo tardio na fase final da espermiogénese, no qual se observa o nicleo (n)
denso, mitocondrias (m) e flagelo (f) (aumento de 22000x); Inset: corté transversal de flagelos
mostrando o axonema (9p + 2 pares de microtibulos) (aumento de 23400x); (8) Grupo de esperma-
tozéides, segundo vérios planos de corte, situados no limen dos tibulos seminiferos (aumento de
14300x).
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DISCUSSAO

A espermiogénese dos teledsteos revela grande diversidade de forma e
de estrutura dos espermatozéides (MATTEI, 1970), onde uma caracteristica
comum ¢ a auséncia de acrossomo.

A morfologia e homologia dos diferentes tipos de células que constituem
os testiculos dos teledsteos, ¢ muito pouco evidente em virtude das maneiras
numerosas de reprodugao que comprovam os estudos realizados neste grupo
de vertebrado (GRIER, 1981). Existe grande variagao na organizacao dos
espermatozdides de peixes, com divergéncias de tipos comparando a ferti-
lizagao interna e a externa (BILLARD, 1986), assim como em caracteristicas
especiais na organiza¢ao da pega intermaediaria (LAHNSTEINER et al., 1991).
A morfologia espermatica em teledsteos tem sido revista por MATTEI (1970)
e BILLARD (1970), que observaram presenca de espermatozoéides flagelados
(MATTEI et al., 1967), assim como de espermatozdides biflagelados
(STANLEY, 1965; MATTEI, 1970; MATTEI & MATTEI, 1978). O tipo pri-
mitivo de espermatozdide tem sido observado em animais com fertilizacao
externa, ou como nos invertebrados (FRANZEN, 1970).

O estudo ultraestrutural testicular dos teledsteos, tem sido em certos
aspectos pouco preciso e confuso pelo uso de terminologia variada a descri¢ao
de estruturas celulares homdlogas na identificagao de varios tipos celulares.
Inclusive com a aplicagao de técnicas ultraestruturais € que tem sido possivel
resolver muitas similaridades celulares. A estrutura do espermatozoide dos
teledsteos tem sido dividida entao em dois tipos basicos (MATTEI, 1970) com
um grande nimero de variantes para cada tipo, diante da diversidade re-
produtiva.

No caso do tamoata evidencia-se a presenga de tibulos seminiferos,
constituidos por cistos espermaticos delimitados por camada tnica de células,
correspondentes as células de Sertoli.
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