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CARACTERIZACAO MORFO-FUNCIONAL DA ADENO-HIPOFISE DE Oncorhynchus mykiss,
ESTERILIZADA OU MASCULINIZADA PELA 17a-METILTESTOSTERONA

[Morphological and functional caracterization of the sterilized or masculinized Oncorhynchus
mykiss adenohypophysis, by 17a-methyltestosterone]

RESUMO

Trutas arco-iris, Oncorfrynchus mykiss, nas primei-
ras fases do desenvolvimento, foram submetidas a 6 di-
ferentes tralamentos com 1 7a-metiltestosterona em ba-
nhos de imersao efou adicionada 4 ragdo alimentar, Aos
dois anos de idade, na estagiio reprodutiva (inverno),
todos os exemplares foram coletados, e através da and-
lise macroscdpica das ponadas foram classificados em
animais normais, esterilizados e sexualmente revertidos,
Nessa ocasifio, foram fixadas as hipdfises para andlise
histoquimica e contagens das células produtoras de
gonadotropinas (GtH e GtH IT), bem como, das produ-
toras de somatropina (StH). As hipdfises de animais es-
terilizados apresentaram na pars distalis proximalis gran-
de ndmero de células cromdfobas, que se presume pro-
dutoras de GtH I, enquanto nos animais normais ¢ re-
vertidos, por estarem em estadios avangados de matu-
ragdo, as células basdfilas, que se presume produtoras
de GtH II, foram as mais abundantes. As células
aciddfilas, que se admite como sendo as produtoras de
StH, também presentes na pars disialis proximalis, ocor-
reram em maior nimero nas hipdfises de peixes esterili-
zados quando comparadas as dos outros dois grupos (ani-
mais normais ¢ revertidos).
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ABSTRACT

Rainbow trouts, Oncorhyachus mykiss, were
submited to 6 different treatments with 17e-me-
thyliestosterone, either by diluted in immersion baths
and/or added to the diet during the early stages of
development. During the reproductive season (winter),
two years old animals were collected and their gonadal
stage macroscopically analized in order to obtain the
rates of occurence of normal, sterilized and sex reverted
specimens. In this occasion the pituitary gland was fixed
for histochemical analysis and somatotropic (StH) and
ponadotropic cells (GtH T and GtH IT) counting were
carried out. The pars distalis proximalis in the pituitaries
of the sterile fishes, showed chromophobes cells
(presumably GtH I producer), while normal and sex
reverted fishes, due to their being in final maturational
stages, showed basophilis cells (presumably GtH 11
producer) in larger quantities. The acidophilis cells
(presumably StH producer), also present in the pars
distalis proximalis, occurred in greater numbers in the
pituitaries of the sterile fishes when compared 1o their
numbers in the other two groups (normal and sterile
fishes).

KEY WORDS: rainbow-trout, Oncorhyachus mykiss,
pituitary, sterilization, sex reversal

1. INTRODUCAO

A hip6fise encontra-se envolvida nos pro-
cessos de desenvolvimento gonadal em to-
dos os vertebrados. A gametogénese ¢ a dife-
renciacio das caracteristicas sexuais secun-
ddrias sdo blogueadas pela hipofisectomia em
peixes juvenis, como por exemplo em Poe-

cilia reticulata (PANDEY, 1969); como também
é conhecido que a proliferacdo de células en-
ddcrinas gonadais durante a reversio sexual
em Monopterus sp estd relacionada a uma
maior atividade das células hipofisdrias pro-
dutoras de gonadotropinas (CHAN & YEUNG,
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1983). Deve-se citar ainda os resultados obti-
dos por FOUCHER; LE BAIL; LE GAC (1992),
que trabalhando com machos de trutas arco-
iris, observaram dréstica diminuigio tanto nos
hormOnios hipofisdrios quanto nos este-
roidicos, logo apés a hipofisectomia.
Embora a estrutura e a fisiologia da hi-
pofise da truta e de salmonideos em geral se-
jam amplamente conhecidas (OLIVEREAU,
1954; McBRIDE & van OVERBEEK, 1969; HOL-

MES & BALL, 1974; GIELEN el alii, 1982; LEU-
NISSEN et alii, 1982; OLIVEREAU & NAGAHA-
MA, 1983; van OORDT & PEUTE, 1983;), ndo
foram observados estudos correlacionando a
estrutura hipofisdria aos tratamentos hor-
monais aplicados no controle da sexualidade.

Assim sendo, o presente trabalho teve por
objetivo caracterizar morfo-funcionalmente a
adeno-hipdfise de truta arco-iris esterilizada
ou masculinizada pela 17o-metiltestosterona.

2. MATERIAL E METODOS

Os exemplares de truta arco-iris utiliza-
dos neste estudo foram provenientes da Es-
tagiio Experimental de Salmonicultura do Ins-
tituto de Pesca, localizada no municipio de
Campos do Jorddo-SP (22°45°S e 45°3(0°'W).
Para a induc@o da esterilidade reprodutiva e
da masculinizagio de fémeas genotipicas foi
usado o hormOnio 17c-metiltestosterona
(MT) da SIGMA, nos estdgios iniciais do
desenvolvimento, administrado de duas ma-
neiras: dissolvido na 4gua do aqudrio (em dois
banhos de imersido) e/ou na ragio, isto €, um
grupo recebeu o tratamento hormonal atra-
vés de banho e posteriormente na ragao, en-
quanto que o outro grupo recebeu o hormdnio
apenas na racio.

(s banhos de imersdo, com duracio de 2
horas cada, foram conduzidos em um recipi-
ente contendo uma solugdo de 100 pg de MT
por litro de dgua, tendo sido aplicados no 3¢
e no 10° dia apés a eclosiio. A administragio
pela via oral foi feita na dose de 0 mg, 25 mg
¢ 50 mg de MT por quilo de ragio, fornecida
durante 60 dias, a partir do 35° dia decorri-
dos da eclosdo, conforme esquema abaixo.

Tratamentos A B ¢ D E F
Banhos de imersdo + 4+ + - - -
MT (mg) /kg ragio - 25 50 - 25 50

Ao completarem 2 anos de idade, isto &,
na eslacao reprodutiva de 1989, ocasiio em
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que estariam maduros sexualmente, os ani-
mais dos diferentes tratamentos foram sacri-
ficados em solugio de benzocaina (1:10 000},
pesados e através da observagio das ginadas
foram classificados em 3 grupos: animais
normais (machos e fémeas com testiculos e
ovdrios normais, respectivamente), fémeas
genolipicas masculinizadas ou revertidas
(ovotestis ou testiculo globoso) e animais es-
terilizados (gdnadas indiferenciadas). Em
seguida, apds a exposicio do encéfalo, foram
coletadas as hipofises (ligadas ou ndo ao
encéfalo), fixadas em liquido de BOUIN,
onde permancceram por 24 horas, quando
foram transferidas para dlcool 70%.

O procedimento rotineiro de técnicas
histoldgicas foi utilizado ¢ além das colora-
¢oes pela Hematoxilina-Eosina (HE) e pelo
tricrdmico de¢ Mallory, foram ainda empre-
egadas reacdes histoquimicas para polis-
sacarideos, a saber: Acido Peri6dico-Schiff
(APS) (McMANNUS, 1946); APS apGs ace-
tilacio para bloqueio dos grupos vic-glicois
¢ afins ¢ posterior saponificacdo (McMANNUS
& CASON, 1950); APS apés tratamento pela
alfa amilase, ou entdo pela amilase salivar
(LISON, 1960) para glicogénio. Azul de Alcido
(AA) pH 0.5, para polissacarideos dcidos
sulfatados (LEV & SPICER, 1964); AA pH 2,5,
para polissacarideos dcidos sulfatados e
carboxilados (STEEDMAN, 1950); AA pH 2,5
apGs metilagido e posterior saponificagao
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(SPICER & LILLIE, 1959); AA pH 2,5 e posteri-
or reagdo ao APS (VIALLIL 1955) para evi-
denciagiio simultdnea de polissacarideos dci-
dos e neutros.

Na avaliagao do ndmero de células da
pars distalis proximalis (PDP), da adeno-
hip6fise, utilizou-se ocular integradora Kpl
(89%) de Carl Zeiss, de 100 pontos, num au-
mento final de 760 X. Analisaram-se 15 cor-
tes histoldgicos sendo 5 de animais esterili-
zados, 5 de fémeas genotipicas revertidas para
machos funcionais e 5 de animais normais.
Em cada corle registraram-se, em cada cam-
po microscdpico, o nimero total de células
basdfilas (coradas em azul pela coloragio do

tricrdbmico de Mallory), de acidoéfilas (cora-
das em vermelho) e de crom6fobas em toda
a extensdo da regido em estudo.

Tendo havido variagio no ndmero de
campos microscdpicos analisados, nos dife-
rentes grupos, padronizaram-se os dados para
apresentaciio sempre em relacdo a um cam-
po (drea de 14400 pm?).

Para andlise quantitativa das células da
PDP fez-s¢ a Andlise de Varifincia
(SNEDECOR & COCHRAN, 1980) ¢ para com-
paragdo entre as médias o Teste de Tukey
(PIMENTEL GOMES, 1982), sendo os limites de
significincia fixados em P < 0,05.

3. RESULTADOS

Na truta arco-iris, a hipdfise € classifica-
da, quanto ao tipo morfolégico, como
“leptobasic”, ou seja, estd presa ao hipotdlamo
por um pedinculo nervoso. A adeno-hipdfise
¢ globular ou ovalada apresentando trés regi-
Oes distintas: a pars distalis rostralis (PDR),
a pars distalis proximalis (PDP) ¢ a pars
intermedia (PI), embora nio haja limites ni-
tidos entre elas. Essas trés regides estio situ-
adas em orienta¢do aproximadamente dorso-
ventral. A neuro-hipdfise forma um eixo alon-
gado mais ou menos vertical, tendo em torno
as trés regides de adeno-hipofise arranjadas
em camadas. A P1 é mais ventral, com a PDP
imediatamente acima ¢ a PDR formando um
anel incompleto envolvendo anteriormente a
neuro-hipéfise (FIGURA 1a).

A PDR ¢ composta por foliculos. Nesta
regiio estdo presentes células acidéfilas
alongadas ndo positivas ao APS e a0 AA. Um
segundo tipo de células estd presente na re-
¢ido da PDR que limita com a PDP; estas sio
baséfilas, apresentam-s¢ mais positivas ao
AA que ao APS, tais células possuem forma
triangular ou fusiforme. Nessa regido
limftrofe ainda estio presentes foliculos com

células aciddfilas. Em animais maduros es-
tdo presentes algumas células basofilas,
globosas, positivas ao APS e AA, semelhan-
te aquelas encontradas na PDP.

Na PDP observaram-se alguns foliculos,
mas e¢la é, na sua maioria, formada por cor-
ddes celulares. Nessaregido observam-se cé-
lulas acidéfilas, negativas ao APS e ao AA,
sendo um segundo tipo formado por células
globosas, apresentando nicleos grandes,
citoplasma granular sem vacdolo. Estas cé-
lulas s3o intensamente baséfilas na coloracdo
tricromica de Mallory e positivas ao APS e AA
porém, mais positivas ao APS que ao AA.

Ocorre ainda, um outro tipo celular
baséfilo fusiforme, em pequeno nimero, que
estdo situadas entre as células globosas (tam-
bém baséfilas) na porgdo rostro-dorsal da
PDP, dispostas em camadas, na maioria das
vezes a0 redor do ramo nervoso. Finalmente,
estdo presentes algumas células que nio apre-
sentam afinidade aos corantes utilizados
(cromdfobas). (FIGURA 1b)

A terceira regido, a PIL, juntamente com
0s ramos neuro-hipofisdrios, ocupa cerca de
dois ter¢os do volume total hipofisério e apre-
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senta células pouco coradas, levemente
basdfilas, negativas ao APS e ao AA, dispos-
tas em grupos de arranjo cordonal, separados
por ramos da neuro-hipofise.

Para animais revertidos e esterilizados
observaram-se as mesmas caracterfsticas ci-
tadas acima para os tipos celulares das trés
regides adeno-hipofisdrias; as diferencas
ocorreram no nimero de células acidéfilas,
baséfilas e cromdéfobas da PDP (FIGURA Ic e

1d), como serd visto a seguir.

Os resultados obtidos nas contagens das
células basofilas, acidéfilas e cromdéfobas es-
tao mostrados na TABELA 1.

Para o tipo celular acidéfilo, o maior ni-
mero de células foi encontrado em animais

esterilizados, apresentando diferenga signi-
ficativa em relacfio aos demais grupos (nor-
mais e revertidos). Entre os animais normais e
revertidos nio se observou diferenga signifi-
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FIGURA I - Cortes histoldgicos de hipifises de truta arco-iris, Oncorfiynchus mykiss, Tricromico de Mallory

a- Localizagio da neuro-hipdtise de (NIT) e das regites da adeno-hipifise: pars distalis proximalis (PDPY; pars distalis
rostralis (PDR): pars intermedia (PT). £ 25X

b - Regiiio da PDP de animais normais. Células aciddfilas (A), células basdfilas (B), células cromdfobas (C). = 515X

¢~ Regido da PDP de animais revertidos, Células aciddfilas (A), células basdfilas (B), células cromifobas (C), £ 530X

d - Regiio da PDP de animais esterilizados. Células aciddfilas (A) e células croméfobas (C). £ 515X
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TABELA 1
Nimero médio e desvios padrdes de células basifilas, aciddfilas ¢ cromdlobas, oblidas na pars
distalis proximalis da adeno-hipdfise (em 14400 pm?) de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss nor-
mais, revertidos ¢ esterilizados, aos dois anos de idade

Animais Animais Animais
Células. Normais Revertidos Lsterilizados
(n=5) (n=5) (n=5)
Basdfilas 86,26 4,82 104,95 £ 478 456+ 1,36
Acidifilas 7710 3,06 84,94 4,26 114,542 48
Cromaétobas 24,60 £ 4,48 1291 21,94 103,72 £ 6,34

cativa.

A andlise das células basdfilas, globosas
com positividade ao APS ¢ AA, mostrou ha-
ver diferenga significativa entre os trés gru-
pos sexuais, sendo que nos animais reverti-
dos estavam presentes um maior nimero de
células, enquanto nos esterilizados esse ni-
mero [oi bastante reduzido.

Finalmente para as células cromdélobas,

hd diferenga significativa entre animais nor-
mais ¢ esterilizados, bem como, entre animais
esterilizados e revertidos, ndo havendo dife-
renga significativa entre animais normais ¢
revertidos. Nota-se que nos animais esterili-
zados o niimero de células crom6fobas € mui-
to maior que o de células basdfilas, inverso do
que OcorTe Nos animais normais ¢ revertidos.

4. DISCUSSAQ

Quanto & estrutura da glindula, nos te-
ledsteos, embora haja variagoes na forma e
na localizagio de alguns tipos celulares, de
acordo com as virias espéeies, as similarida-
des sio mais evidentes (HOLMES & BALL.
1974; van OORDT & PEUTE, 1983).

O arranjo folicular da PDR, assim como
¢ visto nos salmonideos, é caracteristico dos
teledsteos primitivos e parece estar relacio-
nado a filogenia. As células acidéfilas, ndo
positivas aos APS ¢ AA, presentes nessa re-
gido, sio descritas na literatura como células
prolactineas (VAL-SELLA, 1973, van OORDT &
PEUTE, 1983). Ainda, na regido limftrofe en-
tre a PDR ¢ PDP, as células fusiformes,
hasdfilas, apresentando maior positividade ao
AA que ao APS, tém sido identificadas como
tireotropicas (OLIVEREALL 1976).

Na PI, as células levemente basdfilas,
negativas ans APS ¢ AA, sio responsdveis

pela produgio do hormdnio melandeito esti-
mulante (FOLLENIUS & DOERR-SCHOTT, 1978;
van OORDT & PEUTE, 1983 RAND-WEAVER;
BAKER; KAWAUCHL, 1991).

Maior atengio deu-se para as células da
PDP por estarem relacionadas, as acidéfilas
a0 crescimento (FOLLENIUS & DOERR-SCH-
OTT, 1978) ¢ as basofilas ¢ cromdfobas A repro-
ducan(OLIVEREAL, 1976; NOZAKI etalii, 190b).

Como mostrado, anteriormente, hd uma
diferenca significativa no nimero de células
StH entre os animais esterilizados e dos ou-
tros dois grupos (revertidos e normais).
OLIVEREAU (1967 a), observando este tipo
celular em fémeas de enguias, demonstrou a
reduciio de seu ndmero em animais sexual-
mente maduros, o que deve estar relacionado
i redugiio do crescimento que acompanha
normalmente a maturacio sexual em vérios
teledsteos (HOLMES & BALL, 1974). No pre-
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senle experimento, os animais esterilizados
mostraram pesos superiores quando compa-
rados aos animais que apresentaram matura-
¢do sexual. Tal resultado parece reforgar a
hipdtese de que os animais esterilizados cres-
cem mais que 0s animais normais durante o
periodo reprodutivo.

Considerando-se as células basofilas,
globosas, fortemente positivas a0 APS e AA,
bem como, as cromdfobas, ambas parccem
estar relacionadas aos processos reprodutivos.

Havia até recentemente, uma controvér-
sia quanto A presenga de um ou dois tipos
celulares gonadotrdpicos. Alguns autores
(HOLMES & BALL, 1974; EKENGREN; PEUTE;
FRIDERG, 1978; PEUTE et alii, 1978) defendi-
am a hipétese de um tnico tipo celular apre-
sentando variagiio em relagio a atividade e &
secregdo hormonal. Por outro lado OLIVE-
REAL (1976) demonstrou dois tipos celulares
distintos. Tal controvérsia parece ter sido so-
lucionada recentemente, a partir do isolamen-
to de duas gonadotropinas, GitH I ¢ GiH 11
(SWANSON; SUZUKIL; KAWAUCHI, 1987 b;

SWANSON et alii; 1989; SUZUKI; KAWAUCHI;
NAGAHAMA, 1988 a e b; KAWAUCHI, et alii,
1989) 0 que levou & posterior caracterizacio
por NOZAKT et alii (1990 a ¢ b) de dois tipos
celulares gonadotrépicos nas hipofises de tru-
tas ¢ salmdes. ’

O primeiro tipo celular, aqui classifica-
do como células croméfobas (semelhante
Aquelas descritas por OLIVEREAL, 1976 ¢ cor-
respondentes &s células produtoras de GtH 1,
descritas por NOZAKI et alii, 1990) aparecem
em grande nimero nas primeiras fases do
desenvolvimento gonadal semelhante ao que
se observa neste trabalho para animais este-
rilizados.

Considerando-se 0s animais normais e
revertidos, como estes apresentavam-se em
estddio maduro, observou-se uma inverséo do
nimero de células croméfobas com as
basdfilas. Tal resultado se assemelha aquele
obtido por NOZAKI et alii (1990 b) que mos-
tram um grande nimero de células GtH 1T em
trutas arco-iris em estddios avancados de
maturacao.

5. CONCLUSOES

1) As hipdfises de animais esterilizados
apresentam, na pars distalis proximalis gran-
de niimero de células cromdéfobas, APS e AA
positivas, que se presume produtoras de GtH T,
enquanto nos animais normais e revertidos,
por estarem em estddios avancados de matu-
ra¢io, as células basofilas, APS e AA positi-
vas, que se presume produtoras de GtH II,

s@o0 as mais abundantes.

2) As células aciddfilas, APS e AA nega-
livas, que se admite como sendo as produto-
ras de StH, também presentes na pars distalis
proximalis, ocorreram em maior ndmero nas
hipdfises de peixes esterilizados quando com-
paradas as dos outros dois grupos (animais
normais e revertidos).
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