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“E nossa histéria nao ficara, pelo avesso assim
sem final feliz, teremos coisas bonitas pra contar,
e até 14, vamos viver, temos muito ainda por

fazer, ndo olhe pra trds, apenas come¢amos...”

Renato Russo

il



Aos grandes e eternos amigos

Quando nao houver saida
Quando nao houver mais solug¢ao
Ainda hé de haver saida
Nenhuma idéia vale uma vida

Quando ndo houver esperanca

Quando nao restar nem ilusao

Ainda ha de haver esperanca

Em cada um de nés, algo de uma crianga

Quando nao houver caminho
Mesmo sem amor, sem dire¢ao

A s6s ninguém esta sozinho

E caminhando que se faz o caminho

Quando nao houver desejo

Quando nao restar nem mesmo dor
Ainda ha de haver desejo

Em cada um de nés, aonde Deus colocou

Enquanto houver sol, enquanto houver sol
Ainda havera
Enquanto houver sol, enquanto houver sol

Sérgio Britto
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“Ainda que eu falasse as linguas dos homens e dos anjos,
se eu nao tivesse amor, seria como bronze que soa

ou como cimbalo que retine.

Ainda que eu tivesse o dom da profecia e

conhecesse todos os mistérios e toda a ciéncia;

Ainda que eu tivesse tamanha f¢,

a ponto de transportar montanhas,

se nao tivesse amor eu nada seria.”
(Paulo, 1 Corintios 13, 1-2)

Dedico este trabalho ao meu grande amor, Elaine
e a minha ingénua e amada filha, Bianca.
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1. RESUMO

Nas fémeas dos Teleostei a producdo ilimitada de odcitos deve-se a constante
proliferacdo das oogoOnias situadas no epitélio germinativo das lamelas ovigeras. Ao
entrarem em meiose ddo origem aos o6citos que sdao envoltos por uma camada de células
foliculares, formando os foliculos. No interior dos foliculos, os odcitos passam por
diferentes estdgios de desenvolvimento (crescimento primario e secundario/vitelogénese, e
maturacdo) ao final dos quais estdo prontos para a desova. Os foliculos pds-ovulatérios
regridem e os Oocitos que ndo tiveram sucesso na ovulagdo entram em atresia. A
compreensdo de como ocorre a foliculogénese nos Teleostei é recente e as descricoes
existentes referem-se aos grupos mais derivados. Por outro lado, os diferentes estigios de
desenvolvimento dos odcitos, numa nova visdo, vém sendo utilizados na descricdo de
diferentes classes reprodutivas, ao longo do processo de maturacdo gonadal que ocorre a
cada ano. Para testar a aplicabilidade desses novos conceitos aos Teleostei mais basais,
analisou-se a foliculogénese e procedeu-se a caracterizag¢do celular das classes reprodutivas
em Pimelodus maculatus, através de parametros histolégicos, ultraestruturais e
imunocitoquimico. Em P. maculatus a proliferagdo mitética das oogodnias, ocorre sempre
acima da membrana basal, d4 origem a conjuntos de células que sdo gradual e
individualmente envoltos pelas células epiteliais, formando um tipo de cisto. As oogdnias
no interior dos cistos, ou oogdnias secunddrias entram em meiose ou dividem novamente 1,
2, 3 ou mais vezes por mitose e entram em meiose dando origem aos ovdcitos. O conjunto
de células, odcitos envoltos pelas células origindrias do epitélio, forma uma espécie de
século, que se projeta para o estroma, mas permanece conectado ao proprio epitélio,
compartilhando a mesma membrana basal. As células meidticas iniciais sdo pequenas tém
nicleo basofilico e citoplasma claro e escasso e permanecem nos sdculos ou ninhos. As
células limitantes dos ninhos, agora pré-foliculares, projetam-se para o interior dos siculos,
e gradativamente envolvem cada odcito. Formam, assim, o foliculo que se mantém em
contato com o epitélio com o qual compartilha uma certa extensdo da membrana basal,
enquanto o restante do conjunto projeta-se para o estroma. No estroma, células
indiferenciadas do conjuntivo organizam-se ao redor e sobre a membrana basal das células

foliculares e formam a teca. No interior do foliculo o odcito desenvolve. De acordo com o



estagio de desenvolvimento dos odcitos foram caracterizadas 5 classes ao longo do ciclo
reprodutivo anual de P. maculatus. Regredida: quando as lamelas ovigeras contem
somente odcitos em crescimento primdrio ou ndo vitelogénicos. Maturacdo inicial: quando
as lamelas ovigeras contem odcitos pré-vitelogénicos e odcitos em inicio de deposi¢do de
vitelo. Maturacdo intermedidria: quando as lamelas ovigeras contem principalmente odcitos
em maturagdo avancgada e entre eles alguns poucos odcitos em vitelogénese inicial e odcitos
pré-vitelogénicos. Maturacdo tardia: quando as lamelas ovigeras contem principalmente
odcitos em maturacgdo final e entre eles alguns poucos odcitos pré-vitelogénicos. Regressao:
quando as lamelas ovigeras ou ndo contem odcitos maduros ou contém odcitos em atresia e
foliculos pds-ovulatorios. Ao final da regressdo apenas as estruturas remanescentes da
absor¢ao dos foliculos pdés-ovulatérios e dos odcitos atrésicos permanecem entre 0S

numerosos odcitos pré-vitelogénicos.

Palavras chave. Foliculogénese, Epitélio germinativo, Classes reprodutivas, Pimelodus
maculatus.



2. ABSTRACT

The unlimited production of oocytes in Teleostei females is due to the constant
proliferation of the oogonia located in the germinal epithelium of ovigerous lamellae. Upon
entering meiosis, oogonia give origin to the oocytes, which are surrounded by a layer of
follicular cells and thus form the follicles. Within the follicles, oocytes undergo different
developmental stages (primary and secondary growth/vitellogenesis, and maturation)
followed by spawning. Post-ovulatory follicles regress and the oocytes that failed to
ovulate enter atresia. The understanding of how folliculogenesis occurs in Teleostei has
been recently achieved, and the descriptions available to date refer to the most derived
groups. On the other hand, oocyte developmental stages have been used, under this new
view, to describe the different reproductive classes seen along the gonadal maturation
process that takes place every year. In order to test the applicability of these new concepts
to the most basal Teleostei, this study aimed at analyzing folliculogenesis, and
characterizing the cells found in these reproductive classes in Pimelodus maculatus, by
using histological, ultrastructural and immunocitochemical parameters. In P. Maculatus,
oogonia mitotic proliferation always occurs above the basement membrane, giving rise to
cell sets which are gradually and individually surrounded by epithelial cells forming a sort
of cyst. The oogonia located within the cysts, or secondary oogonia, either enter meiosis or
divide again 1, 2, 3 or more times through mitosis, giving origin to oocyte. The cell set,
oocytes surrounded by the cells originated from the epithelium, forms a sac-like structure
that projects into the stroma, but remains connected to the epithelium sharing the same
basement membrane. The early meiotic cells, which are small, have a basophilic nucleus,
and a clear and scarce cytoplasm, remain in the sacs or nests. The nest border cells, pre-
follicular cells at this stage, project into the sacs and gradually envelop each oocyte forming
the follicle. The follicle remains connected to the epithelium, sharing with it part of the
basement membrane, while the remainder of the set projects into the stroma. In the stroma,
the undifferentiated conjunctive cells are arranged around and atop the basal lamina of the
follicular cells, and thus form the theca. The oocyte develops inside the follicle. Five
classes were characterized over P. maculatus annual reproductive cycle according to oocyte

developmental stage: 1- Regressed: when ovigerous lamellae solely contain oocytes at



primary growth or non-vitellogenic oocytes; 2- Initial maturation: when ovigerous lamellae
contain pre-vitellogenic oocytes and oocytes at early vitello deposition; 3- Intermediate
maturation: when ovigerous lamellae contain mostly oocytes at an advanced stage of
maturation with few oocytes at early vitellogenesis and pre-vitellogenic oocytes; 4- Late
maturation: when ovigerous lamellae contain mostly oocytes at final maturation with few
pre-vitellogenic oocytes; 5- Regression: when ovigerous lamellae contain either no mature
oocytes or atretic oocytes and post-ovulatory follicles. By the end of regression, just the
remainder of the absorption of post-ovulatory follicles and atretic oocytes are found among

the numerous pre-vitellogenic oocytes.

Key words. Folliculogenesis, Germinal Epithelium, Reproductive Classes, Pimelodus

maculatus
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3.INTRODUCAO
3.1. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

Ainda que bastante estudada, a oogé€nese nos Teleostei segue pouco clara em véarios
pontos. Mais recentemente, alguns desses pontos tém atraido o interesse dos investigadores.
Nesse contexto chamam a atengdo, a génese dos foliculos (GRIER, 2000; GRIER, 2002) e
sua regressdo ap6os a ovulacdo (SANTOS et al., 2005). Esses processos nos seus extremos
contrapdem os mecanismos de proliferacdo e morte celular particularmente exuberantes nas
fémeas dos Teleostei as quais produzem um nimero indeterminado de odcitos ao longo da
sua vida reprodutiva (SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER, 1996). Os
estudos sobre a foliculogénese tém utilizado como modelos experimentais principalmente
representantes dos grupos mais derivados dentre os Teleostei, como os Perciformes
(GRIER, 2000), Synbranchiformes (GRIER & LO NOSTRO, 2000) e Atheriniformes
(GRIER, 2002; GRIER et al., 2005). Na literatura atual, at¢ o momento nao existem
referéncias a representantes da ictiofauna neotropical.

Conforme Reis e colaboradores (2003) a ictiofauna de dguas continentais centro e
sul-americanas, com 4.475 espécies efetivamente descritas, ¢ dominada, tanto em termos de
diversidade taxondmica quanto em biomassa, por peixes da superordem Ostariophysi, série
Otophysi, que alcangam aproximadamente 73% das espécies descritas, divididas
primariamente entre as ordens Siluriformes (15 familias e aproximadamente 37% das
espécies) e Characiformes (14 familias e aproximadamente 33% das espécies) e,
secundariamente, a ordem Gymnotiformes (cinco familias e aproximadamente 3% das
espécies). Considerando o grupo dominante, Siluriformes, toma-se aqui Pimelodus

maculatus que pertence a familia Pimelodidae, como modelo experimental para uma



primeira descricao do processo de foliculogénese segundo os novos conceitos sobre epitélio
germinativo introduzidos por Grier (2000).

Pimelodus maculatus (Lacépede, 1803) € um peixe de couro, conhecido
regionalmente como bagre-amarelo, mandi-amarelo, mandi-pintado ou mandiuva, de ampla
distribui¢do no Brasil NOMURA, 1978), sendo encontrado em vérias bacias hidrogréficas
da América do Sul (GODOY, 1987). Na bacia do rio Sao Francisco, P. maculatus € muito
apreciado na pesca profissional e esportiva (SATO et al., 1997).

Tem reprodugdo sazonal com desova parcelada no periodo de outubro a janeiro,
estacdo mais quente e chuvosa na regido neotropical. Podendo ser antecipada ou atrasada,
uma vez que estd sob influencia de fatores abidticos tais como temperatura elevada e
constante, chuvas e aumento de nivel do rio (GODINHO et al., 1974,1977; BAZZOLI et
al., 1997; FENERICH, 1975). Por sua abundancia, facilidade de captura e valor econdmico,
¢é bastante utilizado como modelo experimental, nas mais diversas dreas do conhecimento

bioldgico.

Pimelodus maculatus
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Aspectos gerais da biologia reprodutiva dos peixes Teleostei

O crescente interesse pelos peixes Teleostei nas ultimas décadas tem fornecido
valiosas informacdes sobre diferentes aspectos da biologia reprodutiva destes animais, que,
apesar de apresentarem caracteristicas comuns, mostram grande variabilidade
comportamental e morfofuncional que ndo permite generalizacdes (BENJAMIN, 2004). O
sucesso do grupo € atribuido a uma série de adaptagdes que aperfeicoaram sua respiragao,
flutuacdo, nutricdo, e principalmente a reprodu¢do (MOYLE & CECH Jr., 1996),
caracterizada pelas mais variadas estratégias (HOAR, 1969; NAGAHAMA, 1983;
BORGES FILHO, 1987; REDDING & PATINO, 1993; PUDNEY, 1995, 1996;
VAZZOLER, 1996; LE GAC & LOIR, 1999; NAKATANI et al., 2001). A liberacdo dos
gametas para fertilizacdo externa; o desenvolvimento de orgdos especializados para
fertilizacdo interna; as diferentes constru¢des de ninhos; as variadas maneiras de cuidado
com a prole; e a migracdo reprodutiva, seja nas formas de “piracema” ou naquelas
acompanhadas por grandes alteracdes osmoticas sdo exemplos da complexidade
reprodutiva dos Teleostei (HOAR, 1969; BORGES FILHO, 1987; LE GAC & LOIR,
1999).

Quanto a sexualidade, os peixes Teleostei sdo predominantemente gonocoristicos
(didicos — sexos separados). O hermafroditismo e a reversdo sexual (hermafroditismo
simultaneo, protandria ou protoginia) ocorrem em menor freqiiéncia com registros em
algumas familias como Serranidae, Sparidae, Labridae, Synbranchidae e outras (HOAR,
1969; REDDING & PATINO, 1993; LE GAC & LOIR, 1999; LO NOSTRO, 2000).

A maioria dos Teleostei possui reprodugcdo sazonal, ou seja, a maturagdo das

gbénadas ocorre de forma gradual e resulta na liberacdo dos gametas (de forma total ou



parcelada) somente em um determinado periodo do ciclo reprodutivo. Esse tipo de ciclo
também pode ser denominado de descontinuo, sendo estritamente dependente das
condi¢des ambientais favordveis (especifica e varidvel para cada espécie) (SUNDARARAJ,
1981; BORGES FILHO, 1987). Em outros peixes, a reproducdo € continua, ou seja, a
producdo e a liberacdo dos gametas ocorrem de forma constante durante o ciclo reprodutivo
(SUNDARARAJ, 1981; BORGES FILHO, 1987). Nesses animais, entretanto, ha um

periodo em que a reprodugdo € mais freqiiente (LAMAS & GODINHO, 1996).

4.2. Estrutura ovariana

Na maioria dos Teleostei, os ovdrios sdo 6rgaos pares, saculiformes, localizados no
sentido longitudinal e dorsalmente a cavidade celomatica, presos a parede do corpo pelo
mesovario. Os ovérios possuem uma estrutura geral basica, em sua maioria sdo cavitarios
com o compartimento germinativo em forma de lamelas que se projetam a partir da cdpsula
em direcdo a luz do 6rgdo. A cavidade ovariana € continua com os oviductos que se unem
caudalmente, e desembocam na papila urogenital. Esta organizagdo € conhecida como tipo
cisto-ovariana (NAGAHAMA, 1983; SELMAN & WALLACE, 1986; CONNAUGHTON
& AIDA, 1998; HELFMAN at al., 2000). Por outro lado, os ovarios dos esturjoes bem
como dos salmonideos apresentam lamelas ovigeras, abrindo diretamente na cavidade
celomadtica, para onde os odcitos maduros sdo diretamente liberados na ovulacdo. Essa
organizacdo € descrita como tipo gymno-ovariana, € os odcitos dessas espécies podem
permanecer estocados por muito tempo antes da ovulacio (HELFMAN at al., 2000;
JALABERT, 2005). Em alguns grupos, durante o desenvolvimento gonadal, os ovéarios
podem fundir-se em um 6rgdo Unico, e em outros, um deles pode degenerar permanecendo

em ambos 0s casos somente um ovario funcional (NAGAHAMA, 1983).
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4.3. O epitélio germinativo feminino

A definicdo do epitélio germinativo tem como base as defini¢cdes histolégicas de um
epitélio (GRIER, 2000, GRIER & LLO NOSTRO, 2000). A morfologia e as fun¢des de um
epitélio dependem de sua localizagdo no corpo. Embora, morfologicamente diversos, todos
os epitélios compartilham caracteristicas em comum:

- Todos os epitélios revestem uma superficie do corpo, limen, ou ducto (estdo
obrigatoriamente voltados para uma luz);

- Todas as células epiteliais estdo conectadas lateralmente (desmossomos, juncdes de
adesdo, jungdes comunicantes, etc.);

- Todos os epitélios estdo apoiados sobre uma membrana basal;

- Todos os epitélios sdao avasculares.

Se alguma destas caracteristicas estiver ausente, entdo o tecido ndo € um epitélio. O
epitélio germinativo é unico entre os diferentes tipos de epitélio, porque € o tnico que
produz células germinativas hapldides que estdo associadas a um componente celular
somadtico. Tanto o epitélio germinativo feminino como o masculino, estdo apoiados sobre
uma membrana basal e delimitam uma cavidade do corpo (GRIER & LO NOSTRO, 2000).

O epitélio germinativo feminino, portanto, € um epitélio pouco espesso que margeia
a superficie da lamela ovigera e delimita o limen ovariano. E composto por dois tipos de
células: as células somdticas epiteliais e as células germinativas, as oogonias. As células
epiteliais estdo unidas através de desmossomos e jungdes de oclusio e estdo apoiadas sobre
uma membrana basal (GRIER, 2000). Ele é avascular. Espalhadas entre as células epiteliais

estdo as oogonias.
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4.4. A foliculogénese

O foliculo ovariano dos peixes, pela definicdo tomada da literatura em mamiferos
(GRIER, 2000, GRIER & LO NOSTRO, 2000), é composto do odcito diploténico e sua
camada de células foliculares (granulosa) associada.

Ap6s a diferenciacdo sexual e no inicio de cada ciclo reprodutivo, as células tronco
presentes no epitélio germinativo feminino dividem-se vdrias vezes por mitose (TOKARZ,
1978). Assim auto-renovam-se e/ou diferenciam-se em odgonias que se retinem em
conjuntos ou ninhos. Nos ninhos, as o6gonias que se comprometem com a foliculogénese
entram em meiose dando origem aos odcitos que avangam para a profase da primeira
divisdo e estacionam em dipléteno (GRIER, 2000).

Células epiteliais oriundas do epitélio germinativo associam-se aos odcitos em
dipléteno. Agora como células pré-foliculares, envolvem, numa camada tnica, cada odcito
em particular e constituem o epitélio folicular. Sintetizam a membrana basal que
progressivamente envolve o foliculo em formagdo que permanece unido ao epitélio
germinativo (GRIER, 2000; GRIER, 2002; GRIER et al., 2005).

A partir do conjuntivo circundante, células pré-tecais, que sdo células
indiferenciadas do estroma dispdem-se ao redor do foliculo em formacgdo, sobre a
membrana basal recém sintetizada, e ddao origem as células da teca interna e externa.
Completa-se, assim a formagdao do complexo folicular. O complexo folicular €, portanto,
constituido pelo odcito diploténico, envolto seqiiencialmente pelo epitélio folicular apoiado
na membrana basal e por duas camadas de células da teca (TOKARZ, 1978; WALLACE &

SELMAN, 1990; GRIER, 2000; GRIER, 2002; GRIER & LO NOSTRO, 2000).
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4.5. O crescimento primdrio dos odcitos

O término da formacdo dos complexos foliculares marca o inicio do crescimento
primdrio dos odcitos. Conhecido também por crescimento pré-vitelogénico € caracterizado
por um drastico aumento do volume celular (WALLACE & SELMAN, 1981;
NAGAHAMA, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989; WEST, 1990; GUIMARAES &
QUAGIO-GRASSIOTTO, 2001; PATINO & SULLIVAN, 2002 E ABASCAL &
MEDINA, 2005). No nucleo, os organizadores nucleolares sao amplificados, destacam-se
dos cromossomos, tornam-se circulares e ddo origem a intimeros nucléolos que se dispdem
junto ao envoltério nuclear, caracterizando a fase perinucleolar. Uma grande quantidade de
RNA heterogéneo e RNA ribossomal sdo sintetizados (MAZABRAND et al.,, 1975;
GURAYA, 1986; WALLACE & SELMAN, 1990; TYLER & SUMPTER, 1996;
FRANCOLI et al., 2003). Os RNAs associam-se a proteinas e sdo transferidos para o
citoplasma onde ddo origem a corpos densos conhecidos como ‘“nuages” (EDY, 1975;
CLEROT, 1976;: TOURY et al., 1977). Nesta fase os cromossomos plumosos tornam-se
visiveis (NAGAHAMA, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989); organiza-se o niicleo de
vitelo, ou corpisculo de Balbiani, um aglomerado de organelas membranosas que se
localizam na posicdo juxtanuclear (HUBBARD, 1894 apud SELMAN & WALLACE,
1989, MUNOZ et al., 2001); tem inicio a formagdo do envelope oocitirio (ANDERSON,
1967, QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003) e a diferenciacdo do envoltério
folicular (QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003).

No periodo, a proliferagdo das organelas membranosas é intensa. Inicialmente
dispostas ao redor do nicleo, aumentam em numero e extensdo, espalham-se pelo
citoplasma e atingem a periferia do odcito.

Glicoproteinas sdo produzidas e incorporadas aos alvéolos recém formados na
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periferia do odcito. Os alvéolos corticais formam-se a partir de depressdes do oolema,
tornam-se progressivamente maiores e constituem as grandes vesiculas que margeiam a
superficie oocitdria. Durante a reagdo cortical, na fertilizacdo, o conteddo dos alvéolos é
liberado no espacgo perivitelinico, entre a superficie do odcito e o envelope vitelinico
(ANDERSON, 1968; WALLACE & SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; VERMA &
THAKUR, 1988; SELMAN & WALLACE, 1989; OTHA et al.,, 1990; WEST, 1990;
PATINO & SULLIVAN, 2002).

Os alvéolos corticais, cujo contetido protéico e de carboidratos, tem origem de
sintese endégena (ANDERSON, 1968; TESORIERO, 1980; WALLACE & SELMAN,
1981; NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989;
TYLER & SUMPTER, 1996), sao responsdveis pelo endurecimento do envelope oocitario
(TYLER & SUMPTER, 1996) e pela prevencdo da poliespermia (OHTA et al., 1990;
TYLER & SUMPTER, 1996) durante a fecundacio.

Mais recentemente tem-se o aparecimento dos alvéolos corticais como parte do
crescimento primdrio, na sua fase final (PATINO & SULLIVAN, 2002). No entanto, a
literatura tradicional trata o aparecimento dos alvéolos corticais como a fase inicial do
crescimento secunddrio ou periodo vitelogénico (ANDERSON, 1968; WALLACE &
SELMAN, 1981; NAGAHAMA, 1983; DE VLAMING, 1983; GURAYA, 1986;
SELMAN & WALLACE, 1989; WALLACE & SELMAN, 1990; WEST, 1990; BAZZOLI
& GODINHO, 1994; GUIMARAES & QUAGIO-GRASSIOTTO, 2002).

A deposicdo de lipideos nos odcitos, geralmente, tem inicio no periodo pré-
vitelogénico (SELMAN & WALLACE, 1989). A origem dos lipideos ndo € clara, supde-se
que sejam provenientes das VLDL circulantes (lipoproteinas de baixa densidade), que

hidrolisadas em &4cidos graxos livres no endotélio dos vasos, difundem pelo envelope
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vitelinico e alcancam o interior dos odcitos (PATINO & SULLIVAN, 2002).

Pequenas microvilosidades que se projetam na superficie do odcito, bem como na
superficie das células foliculares, sdo os primeiros indicios da formag¢do do envelope
vitelinico (ANDERSON, 1967; WALLACE & SELMAN, 1981; SELMAN & WALLACE,
1989; QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003). Durante o desenvolvimento
oocitario, as microvilosidades aumentam em niimero e comprimento, € estendem-se por
poros ou canais resultantes da deposicdo de material elétron-denso ao seu redor
(DROLLER & ROTH, 1966; ANDERSON, 1967; LAALE, 1980; COTELLI et al., 1988;
BEGOVAC & WALLACE, 1988, 1989; CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1989;
QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003). O material elétron-denso se organiza
em camadas varidveis em nimero, espessura, composi¢do quimica, estrutura e eletron-
densidade (WOURMS, 1976; LAALE, 1980; ABRAHAM et al., 1984; COTELLI et al.,
1988; SELMAN & WALLACE, 1989; WALLACE & SELMAN, 1990; QUAGIO-

GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003).

4.6. O crescimento secunddrio dos odcitos

Nos odcitos, em crescimento secundario, o nucleo tem um contorno altamente
irregular. Os nucléolos sdo periféricos, instalam-se nas chanfraduras do envoltério nuclear,
e na sua correspondéncia, no citoplasma organizam-se as “nuages” (YAMAMOTO, 1964;
ANDERSON, 1968, LOPES et al., 1987; BAZZOLI & RIZZO, 1990; GUIMARAES &
QUAGIO-GRASSIOTTO, 2002). Inclusao de corpos lipidicos, formacdo do envelope
oocitdrio propriamente dito, e o aparecimento da célula micropilar entre as células

foliculares, determinando o pdlo animal, sdo outras caracteristicas destes tipos celulares
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(SELMAN & WALLACE, 1989; WALLACE & SELMAN, 1990; RIZZO & BAZZOLI,
1993; TYLER & SUMPTER, 1996; QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003).

A célula micropilar faz contato com a superficie do o6cito, obstruindo a formagao
do envelope vitelinico no local. Na ovulacdo, destaca-se e permanece associada ao epitélio
no foliculo pés-ovulatério (SANTOS et al., 2005). O resultado é o aparecimento de um
orificio na superficie do envelope vitelinico, a micrépila (KOBAYASHI & YAMAMOTO,
1985; RIZZO & BAZZOLI, 1993).

Os espermatozdides dos Teleostei sdo desprovidos de acrossomo (JAMIESON,
1991; MATTEIL 1991). E através da micrépila que atingem o oolema por ocasido da
fertilizacdo (AMANZE & YVENGAR, 1990).

O inicio e o término da vitelogénese ocorrem ao longo do crescimento secunddrio
dos odcitos. No processo, a vitelogenina (uma lipofosfoglicoproteina, precursora das
proteinas vitelinicas) sintetizada e secretada pelo figado, atinge a superficie dos foliculos
em crescimento, via circulac@o. Difunde-se pela membrana basal (que separa as células da
teca, das foliculares), pelos espacos intercelulares do epitélio folicular, pelos canais do
envelope vitelinico e finalmente atinge as microvilosidades do odcito, onde faz contato com
o oolema. E capturada por endocitose mediada por receptores, translocada via vesiculas
cobertas para o citoplasma; e quebrada por protedlise no sistema endossoma/lisossoma.
Resultantes do processo, a lipovitelina e a fosfovitina (as subunidades polipeptidicas das
proteinas vitelinicas) sdo utilizadas na formacdo dos granulos de vitelo (BUSSON-
MABILLOT, 1984; WALLACE, 1985; HART et al., 1987; STIFANI et al.,, 1990;
WALLACE & SELMAN, 1990; SIRE et al., 1994). As proteinas vitelinicas constituem
uma importante fonte de aminodcidos e lipideos para os embrides e sustentam o seu

desenvolvimento.
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Durante o crescimento secunddrio, ocorre, portanto, um novo e drastico aumento do
volume oocitdrio, devido agora ao acumulo de vitelo. A deposi¢do de vitelo € feita na
forma de granulos, limitados por membrana, formados pela fusdo das vesiculas cobertas
menores, que aparecem inicialmente no citoplasma periférico e que gradualmente
preenchem o ooplasma (YAMAMOTO, 1964; WALLACE & SELMAN, 1981;
NAGAHAMA, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989; WALLACE & SELMAN, 1990;
WEST, 1990; TYLER & SUMPTER, 1996).

A quantidade de lipideos nos odcitos dos Teleostei é varidvel. Nas espécies
marinhas, com ovos peldgicos, gotas de lipideo podem ocupar metade ou mais do volume
oocitdrio e contém principalmente lipideos neutros, como os triglicerideos e as ceras.
Durante a maturagdo, as gotas de lipideo dos ovos peldgicos coalescem e formam um ou
dois grandes globulos. Nas espécies marinhas com ovos demersais, os lipideos estdo
associados a vitelogenina e sdo principalmente polares, do tipo presente nas membranas
celulares (SILVERSAND & HAUX, 1995; WEIGAND, 1996). Este parece ser também, o
caso das espécies de dgua doce. Supde-se que além de constituirem uma fonte de reservas
para as demandas energéticas da embriogénese, estejam associados a flutuabilidade dos
ovos (CRAIK & HARVEY, 1987). A deposicdo de lipideos nos odcitos dos Teleostei pode
ocorrer independentemente ou ser simultdnea a deposi¢do das proteinas do vitelo. Seu
mecanismo, no entanto, permanece nio explorado (PATINO & SULLIVAN, 2002).
Existem evidéncias de que lipoproteinas de muito alta densidade e de alta densidade
possam constituir importantes fontes de lipideos para os odcitos de alguns Teleostei
(NAGLER & IDLER, 1990; WEIGAND, 1996).

Mudancas estruturais considerdveis ocorrem no envelope oocitirio que completa a

sua formacdo. Os microvilos do odcito e das células foliculares alongam-se, a deposi¢do de
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substancia amorfa ao seu redor acelera-se, levando ao espessamento da estrutura como um
todo. A substancia amorfa depositada ao redor dos microvilos € de natureza principalmente
protéica (LAALE, 1980; COTELLI et al., 1988; BEGOVAC & WALLACE, 1989). Suas
proteinas precursoras sao variadas e tém origem hepdtica ou ovariana ou mesmo de ambas
(PATINO & SULLIVAN, 2002).

Nos pontos de contato entre os microvilos dos odcitos com aqueles dos seus pares
no epitélio folicular, formam-se jun¢gdes comunicantes. As juncdes comunicantes propiciam
uma continuidade entre o citoplasma dos pares, e acredita-se que estejam envolvidas na
coordenacdo do desenvolvimento e diferenciagdo dos vérios compartimentos celulares

(IWAMATSU et al., 1988; YORK et al., 1993).

4.7. A maturagdo

Ao final do crescimento secunddrio o odcito entra em maturagdo e retoma o
processo meidtico. O nucleo (vesicula germinativa) migra para a periferia da célula
determinando o podlo animal do odcito e o envoltério nuclear fragmenta-se. Os
cromossomos condensam e avancam para a metidfase da primeira meiose. O primeiro
corpdsculo polar € eliminado e completa-se a primeira divisdo da meiose. A segunda
divisdo tem inicio. Os cromossomos remanescentes avancam para a metafase da segunda
divisdo, e ai permanecem (NAGAHAMA, 1983; SELMAN & WALLACE, 1989; WEST,
1990; KHAN & THOMAS, 1999; MUNOZ at al., 2001; FRANCOLINI, 2003; ABASCAL
& MEDINA, 2005).

Paralelamente, as estruturas citoplasmdticas preparam-se para fertilizacdo e

desenvolvimento do embrido. Em vérias espécies marinhas, ocorre uma nova protedlise das
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proteinas vitelinicas que provoca a hidratacdo dos odcitos maduros e novo aumento do
volume celular ( WALLACE & BEGOVAC, 1985; SELMAN &WALLACE, 1989; FYHN
et al., 1999, MUNOZ at al., 2001; ABASCAL & MEDINA, 2005). Acredita-se que os
aminodcidos livres resultantes da protedlise das proteinas vitelinicas sejam responsaveis
pelo gradiente osmético que controla o influxo de dgua (GREELEY et al., 1991;
THORSEN & FYHN, 1996; MATSUBARA & SAWANO, 1995; MATSUBARA &

KOYA, 1997; MATSUBARA et al., 1999).

4.8. A atresia folicular

A atresia folicular é um processo degenerativo comum freqiientemente observado
em ovdrios de vertebrados, em condi¢des naturais ou experimentais, que pode ser induzida
por diferentes fatores fisicos ou quimicos, tais como estresse, jejum, agentes toxicos, luz,
temperatura, confinamento e niveis hormonais inadequados (SAIDAPUR, 1978;
NAGAHAMA, 1983; GURAYA, 1986; BROMLEY et al., 2000; WOOD & VAN DER
KRAAK, 2002). Em Teleostei, a atresia € mais freqlientemente encontrada em odcitos
vitelogénicos, que como conseqiiéncia, pode reduzir o potencial reprodutivo da espécie
(RIZZO & BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al., 1999; BENJAMIM, 2004; SANTOS et al.,
2005).

A degeneracdo e absorcdo dos foliculos atrésicos é um processo prolongado
variando de 4 a 7 meses, e freqiientemente deixa sinais nos ovarios que podem permanecer
ao longo do préximo ciclo reprodutivo (RIZZO & BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al.,
1999).

A maioria dos eventos morfoldgicos de atresia folicular é similar na maioria dos

Teleostei oviparos (SAIDAPUR, 1978; MIRANDA et al., 1999; BROMLEY et al., 2000,
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BENJAMIM, 2004). O inicio da atresia ¢ marcado pelo aparecimento de fendas na zona
pelicida, desorganizacdo do citoplasma periférico tanto dos odcitos pré-vitelogénicos
quanto daqueles em vitelogénese avancada e liquefacdo do vitelo. Com o avango do
processo, ocorre a hipertrofia das células foliculares que se tornam vacuolizadas devido a
intensa atividade fagocitica decorrente da ingestdo e digestdo do vitelo. Nos foliculos
atrésicos, as células foliculares hipertrofiadas pela ingestao e digestdo do vitelo, contém
numerosos vacuolos heterogéneos, inclusdes elétron-densas como figuras de mielina e
pigmentos, elementos citoplasmaticos em degeneragdo (MIRANDA et al., 1999). Nelas a
atividade fosfatase acida (LAMBERT, 1970) intensifica-se em decorréncia da sua
participagdo ativa no processo de digestdo dos componentes do odcito (LANG, 1981a;
BESSEAU & FALIEX, 1994). Na fase final, as células foliculares invadem o ooplasma,
digerem o vitelo residual e acumulam um pigmento castanho-amarelado, que permanece no
ovario por longos periodos. (LAMBERT, 1970; VIZZIANO & BEROIS, 1990; MIRANDA
et al., 1999; BAZZOLI E RIZZO, 1995; RIZZO & BAZZOLI, 1995; SANTOS et al.,
2005). A formaciao desse pigmento € atribuida a deficiéncia dos lisossomos na digestdao de
lipideos (LANG, 1981b), e reconhece-se no pigmento, a presenga de graos de lipofucsina
(MIRANDA et al, 1999).

Além da acdo das células foliculares no processo de absor¢do do vitelo, os vasos
sanguineos da teca, que aumentam em numero, t€ém uma atuagdo ativa no processo. O
tecido conjuntivo que circunda o odcito em degeneracao torna-se ricamente vascularizado e
eosindfilos conduzidos a estes sitios pelo aumento da vascularizagdo local podem estar
presentes ja nas fases iniciais do processo (LANG, 1981a; BAZZOLI & RIZZO, 1995;

BENJAMIM, 2004). Outros relatos sobre o aumento da vascularizagdo, registram a
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presenca de granuldcitos ativos proximos a foliculos atrésicos somente nos estdgios finais
de absor¢do (MIRANDA et al., 1999).

Sugere-se que os eosindfilos teriam uma acédo sinérgica a das células foliculares no
processo de reabsorc¢do folicular, invadindo o odcito em atresia e ai liberando seus granulos
que contém enzimas liticas (BESSEAU & FALIEX, 1994).

As suspeitas de que os foliculos atrésicos teriam atividade esteroidogénica tém sido
refutadas (LAMBERT, 1970; MIRANDA et al., 1999). Porém permanece a divida sobre a
sua acdo indutora dessas atividades nas células intersticiais, as quais secretariam o0s
hormonios esterdides necessdrios ao crescimento, diferenciacdo e maturagdo dos foliculos
normais (GURAYA, 1986).

O final do processo de atresia envolve a involucdo do epitélio folicular e é apoptose
dependente (SANTOS et al., 2005). Sabendo que as células foliculares sdo importantes na
protedlise e na absorcdo do vitelo em Teleostei, entende-se que a apoptose deva aumentar
somente nos estdgios mais avancados da atresia folicular (WOOD & VAN DER KRAAK,
2003; SANTOS et al., 2005). Assim, mecanismos autdcrinos e paracrinos devem agir nos
ovérios de Teleostei apds a desova contribuindo para a sobrevivéncia das células foliculares

durante a absorcao de vitelo nos foliculos atrésicos (SANTOS et al., 2005).

4.9. A ovulagao

A ovulagdo envolve a expulsdo do odcito maduro, que ganha a cavidade da gbnada
e a degradacdo e ruptura do envoltério folicular, que permanece na lamela ovigera
(LESSMAN, 1998). Excecao feita as espécies com fertilizacao intrafolicular, e aquelas em
que o desenvolvimento embriondrio ocorre no interior dos foliculos (THIBAULT &

SCHULTZ, 1978). Novamente os mecanismos envolvidos no desencadear desse processo
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permanecem pouco claros nos Teleostei (PATINO & SULLIVAN, 2002).

4.10. A regressdo do foliculo pos-ovulatério

As descricdes existentes sobre a regressdo dos foliculos pds-ovulatérios até
recentemente tratavam apenas dos seus aspectos morfoldgicos. Assim, com a expulsdo do
oocito, formam-se dobras no epitélio folicular que diminuem com a regressao
(GOLDBERG et al., 1984; FITZHUGH & HETTLER, 1995). Foliculos pds-ovulatérios
sdo derivados de foliculos ovarianos, e estdo presentes nos ovérios de peixes apds a desova
e ndo sdo homdlogos aos corpos liteos de mamiferos (LANG, 1981b; SELMAN &
WALLACE, 1989). Os foliculos pés-ovulatérios sdo continuos com o limen ovariano,
apresentam um limen amplo e irregular, parede constituida por camada tnica de células
foliculares, pela teca e por uma camada de miusculo liso (LANG, 1981b; BENJAMIM,
2004).

As primeiras modificagdes dos foliculos apds a desova sdo mecanicas, ou seja,
formam-se dobras no epitélio apds a saida do odcito, que diminuem com a regressdao do
foliculo. O limen do foliculo € gradativamente obstruido pela proliferacdo e hipertrofia de
células foliculares, pela liberacdo de restos celulares, por secrecio de natureza
glicoprotéica, e pela pressdo exercida pelos odcito presentes que continuam em
desenvolvimento (GOLDBERG et al., 1984; FITZHUGH & HETTLER, 1995;
BENJAMIM, 2004).

Nas espécies que as células foliculares sdo pavimentosas, ocorre a hipertrofia,
tornando-as células colunares ou prismaticas (DRUMMOND et al., 2000). Os trabalhos
existentes que informam sobre a hipertrofia das células foliculares nos foliculos pds-

ovulatdrios mostram que o processo obedece a um padrdo comum entre os diferentes taxa
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nos Teleostei (BARLEY, 1933; BENJAMIM, 2004, DRUMMOND et al., 2000; SANTOS,
et al., 2005).

Nas fases finais de absor¢do dos foliculos pds-ovulatérios, torna-se dificil
diferencia-los dos foliculos atrésicos, (GOLDBERG et al.,, 1984; FITZHUGH &
HETTLER, 1995). Um marcador que pode ser usado para diferenciar as estruturas, é a
presenca de material castanho-amarelado, presente nos foliculos atrésicos (LAMBERT,
1970; BENJAMIM, 2004). Durante a regressdo dos foliculos pds-ovulatérios, os vasos da
teca aumentam de calibre e tornam-se mais numerosos (DRUMMOND et al., 2000)
facilitando o aporte ao local de células do sistema de defesa. Eosindfilos detectados no
limen dos foliculos pés-ovulatérios e no tecido intersticial circum-adjacente desde os
estddios iniciais de degeneracdo podem ter um papel expressivo no processo (FITZHUGH
& HETTLER, 1995).

Acredita-se que durante a regressdo dos foliculos pds-ovulatérios, as células
foliculares além de um papel fagocitico (MIRANDA et al., 1999; BENJAMIM, 2004)
tenham também atividade esteroidogénica (VAN DEN HURK & PEUTE, 1979,1985;
GURAYA, 1968; VAN NASSAUW & CALLEBAUT, 1991). A suposta atividade
esteroidogénica deve-se a deteccdo de gotas de lipidios e lipoproteinas difusas no
citoplasma das células foliculares (LANG, 1981b) que n3o devem ser consideradas
determinantes, uma vez que ndao sdo uma constante nos foliculos pds-ovulatérios dos
Teleostei (DRUMMOND, 1996).

No final da fase degenerativa, o limen dos foliculos € ocupado principalmente por
células foliculares com nicleo picnético (GOLDBERG et al.,, 1984; VIZZIANO &
BEROIS 1990). Sabe-se agora que o processo de regressdo dos foliculos pés-ovulatdrios é

apoptose dependente. Durante a regressdo, nas células foliculares ocorre a compactagio e
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marginalizacdo da cromatina junto ao envoltério nuclear, retracdo celular, formacio de
bolhas na superficie celular, perda de adesdo e fragmentacdo celular com formacdo de
corpos apoptéticos. Com a quebra da membrana basal as células foliculares destacam e

preenchem o limen folicular (SANTOS et al., 2005).

4.11. As Classes Reprodutivas

Ao longo do ciclo reprodutivo das fémeas, no epitélio germinativo das lamelas
ovigeras, as oogonias proliferam e entram em meiose dando origem aos odcitos. Os odcitos
sdo continuamente recrutados, e maturam. A maturagdo dos odcitos envolve o crescimento
primdrio, o crescimento secunddrio ou vitelogénese, € a maturacdo final que precede a
ovulacdo. Desde que ndo € possivel definir classes reprodutivas para os ovdrios dos peixes
via alteragdes do epitélio germinativo, procedimento atualmente utilizado para os machos,
as classes reprodutivas nas fémeas t€ém por base as alteracOes nos estidgios de
desenvolvimento dos odcitos (GRIER, 2000). Por definicdo, e em correspondéncia com os
machos (TAYLOR et al., 1998), sdo nominadas 5 classes reprodutivas nas fémeas:

-Regredida, quando as lamelas ovigeras contém somente odcitos ndo vitelogénicos;

-Maturacdo inicial, quando as lamelas ovigeras contém odcitos com deposi¢do de

lipidio préximo ao nicleo, e em inicio de deposi¢do de vitelo;

-Maturagdo intermedidria, quando as lamelas ovigeras contém odcitos em

vitelogénese avancada;

-Maturagdo tardia, quando as lamelas ovigeras contém odcitos em maturacao final

(com citoplasma totalmente preenchido pelos granulos de vitelo, nicleo migrando

para o polo animal, ocorre a hidratagc@o e posterior ovulacio);
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-Regressdo, quando as lamelas ovigeras ou ndo contém odcitos maduros ou contém

oo6citos em atresia.

4.12. A fertilizacdo

Os gametas femininos pds-ovulatérios dos Teleostei sdo desprovidos de células
somdticas e, conseqiientemente, o envelope vitelinico estd exposto ao meio externo (0
fluido ovariano ou o ambiente aquatico). O espermatozdide atinge a superficie do odcito
através da micrdpila e induz a reacdo cortical, durante a qual o contetido dos alvéolos
corticais € liberado no espago perivitelinico. O material liberado € osmoticamente ativo e
causa a hidratacio e hidrdlise das proteinas do envelope vitelinico em pequenas
subunidades. As subunidades repolimerizam numa proteina insolivel IWAMATSU et al.,
1995; HA & LUCCHLI, 1996). O envelope vitelinico enrijecido € conhecido como envelope
de fertilizacdo (KUDO, 1982). A fertilizacdo induz a retomada da segunda divisdo da

meiose, que se completa com a liberacdo do segundo corpuisculo polar (LESSMAN, 1998).
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5. OBJETIVOS

Os conceitos de epitélio germinativo feminino aplicam-se aparentemente a grande
maioria dos Teleostei, porém até entdo as poucas descri¢des existentes referem-se a grupos
mais derivados. Portanto sua aplicacdo na descricdo da foliculogénese nos Teleostei mais
basais foi aqui testada em P. maculatus. Além disso, procedeu-se a caracterizagdo celular
das classes reprodutivas anuais e buscou-se determinar a classe reprodutiva da fémea em
que o processo de foiliculogénese € mais intenso. Considerando, ainda, que o ciclo
reprodutivo completa-se com a liberacdo dos odcitos maduros e nos ovdrios restam,
portanto, os foliculos vazios e os ovdcitos ndao ovulados, documentou-se também a
regressdo e a atresia folicular, tendo como ferramentas de andlise, a Microscopia de Luz, a

Microscopia Eletronica de Transmiss@o e a Técnica de PCNA.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Os animais

Fémeas adultas de Pimelodus maculatus foram coletadas, mensalmente no rio
Piracicaba (Municipio de Santa Maria da Serra — SP), durante o periodo de novembro de
2003 a maio de 2006, somando um total 136 exemplares.

Os animais foram anestesiados com 0,1% de benzocaina (0,1g/1), pesados e seus
comprimentos total (distancia entre as extremidades anterior e final do animal) e padrio
(distancia entre a extremidade anterior e a inser¢do da nadadeira caudal do animal)
mensurados. Em seguida os animais foram sacrificados por decapitacdo e seus ovérios
rapidamente removidos, pesados e imersos em solucdo de fixa¢do apropriada para cada

metodologia.

6.2. Microscopia de luz

Para microscopia de luz, os ovdrios dos animais foram fixados em solugcdo de
glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampao Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo
menos 24 horas. Apds fixacdo, os ovdrios foram fotografados e seccionados e depois
fragmentados em porcdes cranial, medial e caudal. O material foi desidratado em uma série
crescente de etanol (70% por 2 horas; 95% por no médximo 4 horas) e trocado para uma
solucdo de resina (Technovit 7100 = Jung HistoResin [Leica]) + etanol absoluto por 4
horas. Os ovdrios foram infiltrados em solugcdo de resina pura (Technovit 7100 = Jung

HistoResin [Leica]) (“overnight”) e incluidos em meio apropriado de inclusdo.
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Cortes transversais, longitudinais e seriados foram obtidos com 3 um de espessura
utilizando micrétomo equipado com navalha de vidro e submetidos a diferentes técnicas de
coloracdo (Hematoxilina Férrica/Eosina, Azul de Toluidina-Bérax, Feulgen e
PAS+Hematoxilina+ Amarelo de Metila (Metanil Yellow) - QUINTERO-HUNTER et al.,
1991) para posterior analise microscépica. O metanil yellow foi cedido gentilmente por
Harry J. Grier, (Florida Marine Research Institute).

A anatomia ovariana foi fotografada e as seccOes histologicas analisadas e
documentadas através de sistema computadorizado para anélise de imagens (Leica Qwin

2.5).

6.3. Microscopia eletronica de transmissdo

Para os estudos ultra-estruturais, fragmentos de ovérios foram fixados em solucdo
contendo glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampao Sorensen (0,1M a pH 7,2) por
pelo menos 24 horas. O material foi pds-fixado por 2h no escuro em 1% de tetréxido de
6smio no mesmo tampao, contrastado em bloco com solu¢do aquosa de acetato de uranila
5% por 2 horas, desidratado em acetona e embebido em araldite. Apds selecdo (cortes
semifinos), os ovdrios foram seccionados em ultramicrétomo equipado com navalha de
diamante, contrastados com soluc@o saturada de acetato de uranila em etanol 50% e com
citrato de chumbo 0,2% em NaOH, 0,1N, e documentados em microscopio eletronico de
transmissdo Phillips — CM 100. Toda esta metodologia foi realizada no Centro de

Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias da Unesp — Botucatu.
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6.4. Imunocitoquimica para proliferacdo celular (PCNA - proliferating cell nuclear
antigen)

O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) atua em diversos processos no
ciclo celular, incluindo replicagdo, elongacao e reparo do DNA (ver CHIEFFI et al., 2001).
E uma proteina nuclear no histénica, com aparente ponto isoelétrico entre 4,8-4,9 e de
massa molecular de 36KDa (ver MIURA et al., 2002). Atua como uma proteina auxiliar da
DNA polimerase 6 e ¢ (CHIEFFI et al., 2001; MIURA et al., 2002). Também € utilizada no
controle do ciclo celular, interagindo diretamente com ciclinas/ complexos cdk, permitindo
a passagem de G1 para S (ver CHIEFFI et al., 2001). O PCNA ¢ altamente conservado e
tem sido identificado em uma grande quantidade de eucariotos (ver CHIEFFI et al., 2001).
Para avaliar a expressdo do PCNA, fragmentos de ovdrios de Pimelodus maculatus foram
fixados em liquido de Bouin (contendo solucdo saturada de é4cido picrico 75%, formol
tamponado 25% e 4cido acético 5%) desidratados em etanol, clareados em xilol, embebidos
em paraplast e seccionados com Sum de espessura, utilizando micrétomo equipado com
navalha de ago. Os cortes obtidos foram desparafinizados com xilol e hidratados com dgua
destilada. O bloqueio da peroxidase endégena foi feito com 3% de peréxido de hidrogénio
em tampao TBS (pH 7,6) (Tris + tampao fosfato) por 10 minutos. Apds o bloqueio, os
cortes foram submetidos a recuperagdo antigénica em microondas(poténcia méxima), com
tampao citrato (0,01M; pH 6,0) durante trés vezes de 5 minutos. Apds a recuperacdo
antigénica, os cortes foram lavados em tampao TBS e o bloqueio inespecifico realizado
com soro bloqueador (3% de leite Molico desnatado, sem Ca*, em tampdo TBS) por 10
minutos. O material foi incubado com o anticorpo priméario (1:200) (Novocastra — NCL-
PCNA) por 1 hora a temperatura ambiente (em camera imida) ou “overnight” na geladeira.

As laminas foram lavadas com tampao TBS, incubadas com anticorpo secundario
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biotinilado diluido (Novostain Super ABC Kit — Universal - NCL-ABCu) por 30 minutos,
lavadas novamente com TBS e incubadas com o reagente Super ABC (complexo avidina-
biotina-peroxidase) (Novostain Super ABC Kit — Universal - NCL-ABCu) por 30 minutos.
Ap6s lavagem em TBS, o material foi revelado com 0,05% DAB (3°,3"-diaminobenzidina,
dissolvido em TBS) e 0,03% H,0,. Em seguida as laminas foram contracoradas com
hematoxilina, montadas e documentadas em sistema computadorizado para andlise de
imagens (Leica Qwin 2.5). Como controles negativo, em algumas laminas, o anticorpo

primdrio foi omitido ou substituido por TBS.
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7. RESULTADOS

7.1. ANATOMIA OVARIANA

Os oviérios de P.maculatus sdao 6rgdos pares, saculiformes, localizados no sentido
longitudinal e na regido dorsal da cavidade celomdtica, com dimensdes variadas de acordo
com o seu grau de desenvolvimento (Fig. 1A). Estdo conectados ao teto da cavidade
celomadtica pelo mesovario (Fig. 1B).

Nos ovdrios o compartimento germinativo organiza-se em lamelas que se projetam a
partir da cdpsula em direcdo a luz do 6rgdo (Figs. 1D,E,F). As lamelas ovigeras sdo
limitadas pelo epitélio germinativo, e contém os foliculos derivados do epitélio e o
compartimento estromal (Figs. 1G e 14C). O estroma é formado por um tecido conjuntivo
frouxo do tipo mucoso com células mesenquimais indiferenciadas que dardo origem as
células da teca interna e externa, as células pré-tecais que ao final da foliculogénese
envolvem o foliculo em formagdo (Figs. 14C).

Na cavidade dos ovarios, o limen reduzido e sinuoso € continuo com os oviductos
curtos que se unem caudalmente, num curto ducto unico que desemboca na papila
urogenital (Figs. 1A, C). As lamelas ovigeras sdo margeadas pelo epitélio germinativo que
contém tanto células somadticas epiteliais que se tornam posteriormente células foliculares,

bem como as células germinativas, as oogdnias, que originam os odcitos. (Fig. 1G).

7.2. 0 EPITELIO GERMINATIVO
O epitélio germinativo feminino em P.maculatus € um epitélio simples,
pavimentoso, que reveste a superficie da lamela e delimita o limen ovariano e é separado

do estroma por uma membrana basal. E composto por dois tipos de células: as células
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somdticas epiteliais e as células germinativas, as oogOnias, apoiadas na membrana basal

(Fig. 12A).

7.2.1.Células epiteliais

As células epiteliais sdo pavimentosas, e possuem nticleo alongado e basoéfilo (Figs.
1G e 2A). Tém citoplasma contento poucas mitocOndrias, microfilamentos, cavéolas e
nucleo alongado com cromatina parcialmente descompactada (Figs. 11A-D). No epitélio
associam-se umas as outras ou as oogonias (Figs. 12B,C,D). Unem-se lateralmente através
de complexos juncionais constituidos, da base para o dpice, por desmossomos, juncdes de
aderéncia e juncdes de oclusdo (Fig. 11E). No epitélio, emitem processos citoplasméticos

com 0s quais envolvem as oogonias formando verdadeiros cistos (Figs. 12B,F).

7.2.2.As oogonias

As oogonias sdo células arredondadas com nucleo grande e esférico contendo
cromatina descondensada e um tunico nucléolo bem desenvolvido e podem ser mais ou
menos eletron-densas. No citoplasma apresentam, nuages e inumeras mitocOndrias
arredondadas e pouco elétron densas (Figs. 12A,C,F).

Espalhadas entre as células epiteliais, as oogdnias individuais, nunca fazem um
contato direto com o limen ovariano. Estdo sempre envoltas total ou parcialmente pelos
prolongamentos citoplasmaticos das células epiteliais (Fig. 12F). Algumas das oogdnias

ap6iam-se diretamente sobre a membrana basal (Fig. 12A).
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7.3. FOLICULOGENESE

A cada ciclo reprodutivo as oogdnias residentes do epitélio dividem-se por mitose
para manter sua populacdo e na sua maioria entram em meiose produzindo os odcitos.

Em P. maculatus as oogdnias sdao células arredondadas ou ovaladas, de pequenas
dimensdes. Apresentam citoplasma escasso, claro, com granulagdes que respondem a
eosina e ao amarelo de metila. Tém nucleo grande, esférico, claro, e um unico nucléolo
muito desenvolvido (Figs. 2A,B e 3A).

A intensa proliferacdo mitética das oogdnias ocorre sempre acima da membrana
basal (Figs. 2B,C, 12C,D,E e 13A), da origem a conjuntos de células que sdao gradual e
individualmente envoltas pelas células epiteliais, formando um tipo de cisto (Figs. 2D,12F
e 13B,C,E). As oogodnias no interior dos cistos, ou oogdnias secunddrias entram em meiose
ou dividem-se novamente 1, 2, 3 ou mais vezes mitose (Fig. 2E) e entram em meiose dando
origem aos odcitos (Figs. 2D,F). O conjunto de células, od6citos envoltos pelas células
origindrias do epitélio, forma uma espécie de sdculo, que se projeta para o estroma, mas
permanece conectado ao proprio epitélio, compartilhando a mesma membrana basal (Figs.
13D,F).

As células meidticas iniciais sdo pequenas tém nucleo basofilico e citoplasma claro
e escasso e permanecem nos sdculos ou ninhos (Figs. 2F,G). Conforme avancam nas
diferentes fases da meiose, leptdteno, zigéteno, paquiteno, e até que estacionem em
dipléteno, no nucleo dos odcitos, 0os cromossomos compactam, formam-se os complexos
sinaptomémicos, ocorre o pareamento dos homédlogos e a troca de material gé€nico, os
complexos sinaptonémicos desestruturam e surgem OS Cromossomos plumosos
caracteristicos do diploteno. Esses eventos nucleares resultam em diferentes aspectos da

cromatina que podem ser acompanhados ainda no nucleo dos odcitos no interior dos ninhos
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(Figs. 2F-L e 14A,B). As células limitantes dos ninhos, agora pré-foliculares, projetam-se
para o interior dos sdculos, e gradativamente envolvem as células germinativas e colocam-
se entre e ao redor de cada odcito (Figs. 2F,1.J e 3A,B,C). Totalmente envoltos pelas agora
células foliculares os odcitos iniciais tornam-se individualizados (Figs. 3D-G). Mantém-se
em contato com o epitélio com o qual compartilham uma certa extensao da membrana basal
enquanto que o restante do conjunto projeta-se para o estroma (Figs. 11B,C,F e 13D,F). No
estroma, células indiferenciadas do conjuntivo organizam-se ao redor e sobre a membrana
basal das células foliculares e formam a teca interna. Entre as células da teca, algumas
diferenciam-se em células esteroidogénicas (Figs. 14F-H).

A foliculogénese em P. maculatus completa-se antes do inicio do crescimento primario
(Figs. 3D,E). O complexo folicular, no interior do qual o odcito desenvolve- se, é
constituido pelo odcito diploténico associado a uma camada de células foliculares, rodeado
pela membrana basal, e pelas tecas interna e externa (Figs. 14E). O complexo folicular
sempre compartilha com o epitélio germinativo uma certa extensado da membrana basal,
portanto mantém-se em continuidade com o epitélio durante todo o crescimento oocitdrio
(Figs. 4A-D e 14C,D). E por essa comunicacio, que o oécito maduro faz passagem para o

limen, na desova (Figs. 4E,F).

74. IMUNOCITOQUIMICA (PCNA - ANTIGENO NUCLEAR DE
PROLIFERACAO CELULAR)
7.4.1. Proliferacdo das células germinativas e somadticas epiteliais

A imunomarca¢do ao PCNA confirma a proliferacdo das células germinativas e
principalmente das células somdticas durante todo processo de foliculogénese em P.

maculatus.
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As oogodnias que residem no epitélio germinativo apresentaram marcacdes discretas
em resposta a0 PCNA (Fig. 5A). Nas células germinativas a imuno-reagdo ao PCNA
concentra-se nos nucleos dos odcitos diploténicos ainda nos ninhos ou siculos (Figs.

5A,B,C). Os odcitos primordiais também respondem ao PCNA (Fig. 5D).

A proliferacdo das células somaticas é detectada no epitélio (Figs. 5A,B,C), ocorre
nas células derivadas do epitélio, que invadem os ninhos associando-se aos odcitos (Fig.
5A) e nas células pré-foliculares ja associadas aos odcitos primordiais (Fig. SD). Durante o
crescimento primdrio, as células foliculares continuam a responder a imunomarcagdo pelo
PCNA (Figs. 5E), assegurando o aumento de numero necessdrio para acompanhar o

crescimento de odcito.

7.5. AS CLASSES REPRODUTIVAS

Nas lamelas ovigeras, os odcitos continuamente recrutados maturam. A matura¢ao
dos odcitos envolve o crescimento primdrio, o crescimento secunddrio ou vitelogénese, e a
maturacdo final que precede a ovulacdo. Nas lamelas, os foliculos pds-ovulatérios regridem
e os odcitos maduros ndo ovulados entram em atresia. O desenvolvimento dos odcitos leva
a uma série de alteracdes que se refletem na estrutura das lamelas e na condi¢do ovariana
como um todo. Em seu conjunto as alteracdes foram
utilizadas em P. maculatus na caracterizacdo das diferentes classes reprodutivas
(Regredida, Maturagdo Inicial, Intermedidria e Final, e Regressao).

-Regredida

Nos ovdrios regredidos, as lamelas ovigeras contém somente odcitos em

crescimento primdrio ou nio vitelogénicos. Nos odcitos em crescimento primdrio ou pré-
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vitelogénicos o citoplasma, decorrente da deposicdo de RNA, torna-se intensamente
basofilico e aumenta de volume. Ocorre amplificacdo nucleolar que resulta no
aparecimento de indmeros nucléolos que se dispde perifericamente. Ao final do
crescimento primdrio, o contorno do nicleo torna-se irregular e tem inicio a formacgao dos

alvéolos corticais. As células foliculares tornam-se ctbicas (Figs. 6A,B,C).

-Maturagdo inicial

Nos ovdrios em maturacdo inicial as lamelas ovigeras contém odcitos pré-
vitelogénicos e odcitos em inicio de deposi¢do de vitelo. Nos odcitos em vitelogénese
inicial, na coloracdo pelo amarelo de metila, os alvéolos corticais, pequenas vesiculas nio
coradas dispdem-se junto ao oolema e granulos de vitelo (em amarelo) surgem no

citoplasma (Figs. 6D,E,F).

-Maturagdo intermedidria

Nos ovdrios em maturagdo intermedidria, as lamelas ovigeras contém
principalmente odcitos em maturacdo avancada e entre eles alguns poucos odcitos em
vitelogénese inicial e odcitos pré-vitelogénicos. Nos odcitos em vitelogénese intermediéria,
os granulos de vitelo preenchem praticamente todo o citoplasma e o nicleo € central (Figs.

6G,H,I).

-Maturacdo tardia
Nos ovérios em maturagdo tardia, as lamelas ovigeras contém principalmente

odcitos em maturacdo final e entre eles alguns poucos odcitos pré-vitelogénicos. Nos
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odcitos em maturacdo final, os granulos de vitelo preenchem todo o citoplasma, o nucleo

migra para o polo animal e ocorre a ovulacao (Figs. 6J, L).

-Regressdo

Nos ovérios em regressdo, as lamelas ovigeras ou ndo contém odcitos maduros ou
contém odcitos em atresia e foliculos pds-ovulatorios. Ao final da regressdo apenas as
estruturas remanescentes da absorcao dos foliculos pds-ovulatérios e dos odcitos atrésicos

permanecem entre 0os numerosos odcitos pré-vitelogénicos (Figs. 6M,N).

7.6. FOLICULOS POS-OVULATORIOS

Os foliculos pds-ovulatérios que permanecem nas lamelas ovigeras apds a desova
apresentam um limen reduzido e irregular, e parede constituida por uma camada tnica de
células foliculares, a membrana basal e pela teca (Figs. 7A-C,G).

Durante a regressao as células foliculares inicialmente cilindricas, com citoplasma
de aspecto vacuolizado e nucleo basal, hipertrofiam (Fig. 7G). No citoplasma os vactiolos
PAS positivos aumentam de tamanho, e o nicleo desloca-se para o dpice da célula (Figs.
7D,E). As células perdem o arranjo linear, surgem intimeras dobras na parede dando um
aspecto sanfonado ao foliculo remanescente (Figs. 7B.E).

A cavidade que se forma no foliculo pds-ovulatérios apés a saida do odcito maduro,
tem o limen rapidamente obstruido pela hipertrofia das células foliculares e pela liberacdo
de restos celulares (Fig. 7C). Com o avango dos processos de regressido dos foliculos pos-
ovulatérios, as dobras da parede do foliculo diminuem, mas ainda mantém sua forma

irregular (Fig. 7F).
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A presenca de eosinéfilos foi observada no interior dos foliculos pds-ovulatérios,
quando o limen j4 se encontrava quase totalmente obstruido pelas células foliculares (Figs.

7F,H), porém hemdcias sempre estiveram presentes durante o processo (Figs. 7A-G).

7.7. ATRESIA FOLICULAR

Em P. maculatus a atresia folicular é esporddica e atinge principalmente os odcitos
maduros, ndo ovulados (Figs. 8A,B). No decorrer deste processo, os odcitos regridem,
passando por varias fases de degeneracao e absorgao.

No odcito surgem fendas na zona pelicida, o citoplasma periférico desorganiza-se e
o vitelo torna-se liquefeito (Figs. 8C,D). As células foliculares hipertrofiam, tornam-se
fagociticas, projetam-se para o interior do odcito, sempre mantendo contato com a
membrana basal (Fig. 10C), e tornam-se vacuolizadas devido a ingestdo e digestdo do
vitelo e dos resquicios da zona pelucida (Figs. 8C,E,F e 10A-C). As células foliculares
durante o processo de atresia, mantém intacta sua membrana em contato com outras células
(Fig. 10E). Ao final do processo, o citoplasma das células foliculares apresenta-se
preenchido por vesiculas (Figs. 8I) e um pigmento castanho amarelado (Fig. 8J).

Ao longo do processo de atresia folicular, em P.maculatus, o tecido conjuntivo que
circunda o od6cito em degeneracdo torna-se ricamente vascularizado e eosindfilos
conduzidos a estes sitios pelo aumento de vascularizagcdo local estdo presentes desde as
fases iniciais do processo (Figs. 8G e 10A-D). Nas fases finais de atresia folicular, os
eosinofilos sdo encontrados no interior dos foliculos atrésicos, entremeados as células
foliculares (Fig. 8H). A membrana basal que inicialmente envolve o odcito, permanece

preservada ao final do processo de atresia (Figs. 10F,G).
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Nas fases finais de absor¢do, corpos apoptéticos, evidenciados pela coloragcdo de

Feulgen, sdo encontrados no interior dos foliculos atrésicos (Figs. 8L,M).

7.8. CLASSES REPRODUTIVAS X FOLICULOGENESE

Em P. maculatus a maior incidéncia de oogoOnias isoladas, ou formando ninhos e
odcitos primordiais nas lamelas ovigeras ocorre ao final da regressdo, quando a absorcao
dos foliculos atrésicos e pds-ovulatorios completa-se. A foliculogénese mantém-se intensa
nos ovdrios regredidos, continua na maturacao inicial e intermedidria, e torna-se discreta na

maturagdo final (Figs. 9A-J).
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7.9. FIGURAS
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Figura 1. Estrutura geral e secgdes histolégicas da estrutura ovariana de P. maculatus

(MO)

A: Ovdrios de P. maculatus em posi¢do ventral. Ovdrio esquerdo e direito (cabeca de seta);
regido da unido dos oviductos na regido caldal (seta); Barra = lcm. B: Ovdrios de P.
maculatus em posi¢ao dorsal. Regido do mesovdrio (seta); Barra = lem. C - D: Seccdes
transversais do ovério. Limen (L); regido da cdpsula (cabeca de seta); lamela ovigera
(seta); C: Barra = 2mm, D: Barra = Imm. E: Seccao histolégica do ovario. Cépsula (cabeca
de seta); lamela ovigera contendo odcitos primdrios (seta); Barra = 100um. F: Seccdo
histolégica de ovario. Lumen (L); lamela ovigera (seta); Barra = 50um. G: Epitélio
germinativo feminino. Limen (L); células epiteliais (cabeca de seta); oogoOnia (seta); Barra

= 10pm.
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Figura 2. Foliculogénese (MO)

A: Imagem de oogonia isolada no epitélio. Limen (L); células epiteliais (cabeca de seta);
oogbnia (seta); odcito primério (OP); Barra = 10um. B: Proliferacdo de oogodnias no
epitélio formando ninhos. Limen (L); oogdnias do tipo B (GB); Limite do ninho (seta)
Barra = 10um. C: Detalhe do limite de um ninho (LN); regido de conec¢do com o epitélio
(cabeca de seta); limen (L); oogonias do tipo B (GB); Barra = 10um. D: Regido de epitélio
germinativo mostrando proliferagdo e encistamento. Limen (L); ninho de oogdnias em
proliferacdo (N); oogobnias sendo envoltas/encistadas (seta); sdculos/ninhos de odcitos
diploténicos (S); Barra = 20um. E — L: Fases da foliculogénese. E: Cisto/ninho de
oogodnias (C); limite da membrana basal que envolve o cisto (seta); limen (L); Barra =
10um. F: Siculo/Ninho de odcitos (C); limite da membrana basal envolvendo o cisto
(seta); células limitantes do siculo (cabega de seta); Barra = 10um. G: Siculo contendo
odcitos diploténicos (OD); membrana basal que individualiza cada foliculo (seta); Barra
=10um. H: Odcito isolado (seta); células pré-foliculares envolvendo o odcito (cabega de
seta); Barra = 10um. I: Saculo de odcitos diploténicos (OD); células limitantes do sdculo
(cabeca de seta); Barra = 10um. J: Sdculo de odcitos diploténicos (OD); células pré-
foliculares invadindo o sdculo e envolvendo cada odcito (cabega de seta); Barra = 20um. L:
Saculo de odcitos (S) em que a invasdo pelas células pré-foliculares ainda ndo ocorreu

(asterisco); membrana basal delimitando o siculo (seta); Barra = 10pum.
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Figura 3. Foliculogénese (MO)

A: Século/ninho (S) de odcito sendo invadido pelas células limitantes/pré-foliculares.
Células pré-foliculares no inicio do envolvimento de cada odcito (seta); oogdnia (cabega de
seta) Barra = 10um. B: Odcitos primordiais (P); sendo gradativamente envoltos por células
pré-foliculares (seta); Barra = 10um. C: Odcitos primordiais (P); quase totalmente envoltos
por células pré-foliculares (seta); Barra = 10um. D: Seccdo histolégica mostrando
membrana basal das células foliculares (cabeca de seta) entre dois de odcitos primordiais
(P); células foliculares (seta); Barra = 10um. E: Odcito primordial(P) totalmente envolto
pelas células foliculares; Barra = 10um. F: Odcito em inicio de crescimento primério com
apenas um nucleo. Odcito primdrio (OP); nicleo (N); Barra = 10um. G: Odcito em
crescimento primdrio, com amplificacdo de nucléolos. Odcito primario (OP); nicleo (N);

Barra = 10um.
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Figura 4. Contato do foliculo com o epitélio germinativo feminino (MO)

A: Ovério em maturagdo intermedidria (MIT), mostrando contato de odcito vitelogénico
com o epitélio germinativo (seta); limen (L); lamela (LA); Barra = 200um. B — D: Regido
de contato do odcito com o epitélio. Limen (L); regido do contato (seta); B: Barra =
100pum, C: Barra = 50um, D: Barra = 20um. E: Ovério em maturacdo intermedidria (MI);
Regido de contato do odcito pré-vitelogénico com a regido do epitélio (seta); limen (L);
Barra = 50um. F: Regido de contato do odcito pré-vitelogénico com a regido do epitélio

(seta); nicleo (N); Barra = 20um.
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Figura 5. Proliferacdo celular das células somaticas e germinativas (PCNA)

A - C: Regido de epitélio germinativo, indicando intensa proliferacdo celular. Limen (L);
célula epitelial (cabeca de seta); oogdnia (seta); células derivadas do epitélio (DE); odcitos
diploténicos (D); odcitos primdrios (OP); A - C, Barra = 10um. D: Célula pré-folicular
marcada pelo PCNA (PF); odcito primdrio (P); Barra = 10um. E: Células foliculares(F)

envolvendo um odcito primario (OP); niicleo (N); ldmen (L); Barra = 10um.
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Figura 6. Classes reprodutivas (MO)

A-C: Secc¢des histoldgicas de ovdrios regredidos (RD), apresentando lamelas contendo
somente odcitos em crescimento primario (OP); A: Barra = 100um, B: Barra = 50um, C:
Barra = 20um. D -F: Secc¢des histologicas de ovdrios em maturagdo inicial (MI);
apresentando lamelas contendo odcitos pré-vitelogénicos. Inicio da formacdo dos alvéolos
corticais (cabecga de seta); inicio de deposicao de vitelo no citoplasma (V); nucleo (N) com
contorno irregular (seta); D: Barra = 100um, E: Barra = 50um, F: Barra = 20um. G -I:
Seccdes histologicas de ovédrios em maturacdo intermedidria (M); apresentando lamelas
contendo odcitos em vitelogénese avancada (VA); G: Barra = 200um, H: Barra = 10um, I:
Barra = 50um. J -L: Seccdes histoldgicas de ovdrios em maturagdo tardia (MT);
apresentando lamelas contendo principalmente odcitos em vitelogénese final; o nicleo (N);
migrando para o p6lo animal (seta); J: Barra = 200um, L: Barra = 50um. M-N: Secc¢des
histolégicas de ovarios em regressdo (R); apresentando lamelas contendo principalmente

odcitos em atresia inicial (AO) e/ou atresia finais (seta); M -N: Barra = 100pum.

54



55



Figura 7. Foliculos pés-ovulatérios (MO)

A: Foliculo pés-ovulatério (FP); apresentando ltimen irregular (asterisco); hemacias (seta);
odcitos (O); Barra = 20um. B: Foliculo pés-ovulatério (FP); limen (asterisco); odcito
primério (OP); Barra = 20um. C: Restos celulares (seta) no interior do limen (asterisco);
odcitos primdrios (OP); ndcleo (N); Barra = 20um. D: Aumento de vasos sanguineos (seta);
limen (asterisco); nicleo da célula folicular em posi¢c@o apical (cabeca de seta); Barra =
20um. E: Nucleo da célula folicular em posicdo apical (seta); limen (asterisco); Barra =
20um. F: Limen (asterisco); eosindfilos (seta); Barra = 20um. G: Constituicao do foliculo
pos-ovulatério (FP); célula folicular (F); membrana basal (MB); teca (T); Barra = 10um.
H: Foliculo pds-ovulatério em fase avancada de regressdo; contendo muitas hemadcias

(cabeca de seta) e eosindfilos (seta); Barra = 20um.
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Figura 8. Atresia folicular (MO)

A: Ovirio em regressdo (OR); contendo vdrios odcitos atrésicos (seta); limen (L); Barra =
200um. B: Lamela contendo odcitos primdrios (OP); e odcito vitelogénico em atresia (A);
limen (L); Barra = 50um. C: Citoplasma apresentando vitelo liquefeito (L), e células
foliculares hipertrofiadas (FH), Barra = 10um.

D: Fendas na zona pelucida (seta), Barra = 10um. E: Vitelo liquefeito (V); e aumento de
vasos sanguineos (seta); Barra = 20um. F: Atresia folicular avancada (AF); restos de vitelo
(cabeca de seta); célula folicular (seta); Barra = 20um. G: Tecido conjuntivo ricamente
vascularizado (VS); eosinéfilos (seta); Barra = 10um. H: Eosindfilos (seta) no interior dos
foliculos atrésicos; Barra = 20um. I: Células foliculares com citoplasma preenchido por
vesiculas (seta); Barra = 10um. J: Células foliculares contento pigmento castanho
amarelado (seta); Barra = 10um. L-M: Nucleos apoptéticos nas etapas finais de absor¢ao

(seta); L: Barra = 10uum, M: Barra = 10pum.
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Figura 9. Classes reprodutivas X proliferagao celular (MO)

A-B: Seccodes histologicas de ovérios regredidos, com uma grande quantidade de oogdnias
no epitélio. A: Presenca de odcitos primdrios (OP); e oogonias no epitélio (seta); Barra =
20um. B: Ninho contendo oogdnias (seta) e células epiteliais (cabeca de seta); limen (L);
Barra = 10um. C-D: Secg¢des histolégicas de ovédrios em maturagdo inicial. C: Presencga de
muitos sdculos/ninhos de odcitos (asterisco); e odcitos primarios (OP); Barra = 20um. D:
Presenca de oogonias (seta) isoladas no epitélio e saculos/ninhos de odcitos (S); Barra =
10um. E-F: Seccdes histologicas de ovarios em maturacio intermedidria. E: Apresentando
muitos odcitos em vitelogénese avangada (OV); e poucos odcitos iniciais (O); oogOnias
(seta) e células epiteliais (cabega de seta); Barra = 20um. F: Detalhes das células epiteliais
(cabeca de seta) e oogonias (seta); Barra = 10um. G-H: Secg¢des histologicas de ovarios em
maturacdo tardia. Apresentando muitos odcitos em vitelogénese tardia (VT); poucos
odcitos iniciais e oogdnias (seta); G: Barra = 50um, H: Barra = 20um. I-J: Seccdes
histologicas de ovarios em regressdo. I: Apresentando odcitos em atresia (AO); figuras de
atresia final (AF); e alguns odcitos em inicio de crescimento primdrio (seta); Barra = 20um.
J: Detalhes de ninho contendo odcitos e oogdnias (seta) e uma figura de atresia final (AF);

Barra = 10pum.
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Figura 10. Atresia folicular (ME)

A: Célula folicular (F); citoplasma do odcito atrésico (C); vasos sanguineos (VS); na regido
da teca (T); Barra: 4,08uum. B: Granul6cito (GR); Barra: 1,02um. C: Vaso sanguineo (VS);
membrana basal (cabeca de seta); nucleo (N) das células foliculares (F); Barra: 2,29um. D:
vasos sanguineos (VS) na regido da teca (T); ndcleos (N) das células foliculares; citoplasma
das células foliculares invadindo o interior do odcito (seta); Barra: 4,08um. E: Célula
folicular (F); nicleo (N); limite entre uma célula e outra (seta); Barra: 1,02um. F: Células
foliculares com citoplasma vacuolizado (V); membrana basal do foliculo (cabeca de seta);
nicleo da célula folicular (N); Barra: 4,08uum. G: citoplasma vacuolizado (V); membrana

basal do foliculo (cabeca de seta); Barra: 1,73um.
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Figura 11. Células epiteliais e compartilhamento de membrana basal (ME)

A: Célula epitelial (E); célula derivada do epitélio (DE); Iimen (L); Barra = 2,29um. B:
Célula epitelial (E); membrana basal compartilhada pelo epitélio e pelo foliculo (cabega de
seta); odcito primdrio (OP); limen (L); Barra = 1,29um. C: Odcitos primério (OP); regido
de célula folicular (F); membrana basal compartilhada pelo foliculo e pelo epitélio (MB);
microfilamentos no citoplasma das células foliculares (cabeca de seta); cavéolas (setas);
limen (L); Barra = 0,23um. D: Célula epitelial (E); mitocondrias da célula epitelial (M);
membrana basal (MB); Barra = 0,58um. E: Célula epitelial (E); desmossomos (D); juncio
de aderéncia (A); juncdo de oclusdo (O); membrana basal do epitélio (cabega de seta);
membrana basal do foliculo (seta); limen (L); Barra = 0,43um. F: Odcito em crescimento
primdrio (OCP); célula folicular (F); membrana basal (cabeca de seta); prolongamentos

citoplasmaticos das células epiteliais (seta); limen (L); Barra = 0,75um.
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Figura 12. Foliculogénese (ME)

A: Oogobnia (G) no epitélio em contato (seta) com a membrana basal (MB); nicleo (N);
nucléolo (NU); célula epitelial (E); limen (L); Barra = 1,29um. B: Oog6nia do tipo A (GA)
envolta por prolongamentos (asterisco) das células epiteliais (E); membrana basal do
foliculo (seta); membrana basal do epitélio (cabeca de seta); ndcleo da oogoénia (N);
mitocondrias (M); Barra = 1,02um. C: oogdnias do tipo B (GB); acima da membrana basal
(cabeca de seta); entremeadas por células derivadas do epitélio (DE); membrana basal do
foliculo (seta); limen (L); Barra = 1,73um. D: Proliferacdo de oogodnias no epitélio.
Oogonias do tipo B (GB); células derivadas do epitélio (DE); nicleo das oogonias (N);
membrana basal do epitélio (cabeca de seta); membrana basal (seta) do foliculo (OP);
ldmen (L), Barra = 2,29um. E: Ninho de oogo6nias do tipo B (GB); delimitado pela
membrana basal (cabeca de seta) das células derivadas do epitélio (DE); epitélio
germinativo na borda da lamela ovigera (seta); limen (L); Barra = 2,29um. F: Oog6nias do
tipo B (GB); sendo envolta (encistada) por células derivadas do epitélio (DE); nicleo da
oogdnia (N); nucléolo (NU); nuage (seta); prolongamentos citoplasmaticos das células

epiteliais envolvendo as oogoOnias (cabeca de seta); limen (L); Barra = 1,29um.

66



Figura 12

67



Figura 13. Foliculogénese em (ME)

A: Oogodnias do tipo B (GB); e células derivadas do epitélio (DE); formando um ninho
acima da membrana basal do epitélio (cabecga de seta); nicleo da oogodnia (N); membrana
basal (seta) do foliculo contendo um odcito primordial (OP); limen (L); Barra = 2,29um.
B: ninho de oogonias do tipo B (GB); células derivadas do epitélio (DE); desmossomos
unindo as células derivadas do epitélio situadas entre as oogdnias (seta); nucleo (N) e
nucléolo (NU) da oogdnia; Barra = 2,29um. C: detalhe dos desmossomos (D); Barra =
0,31um. D: Oogonias do tipo B (GB); odcito (O); membrana basal das células limitantes do
ninho (cabeca de seta); célula folicular (F); odcito primario (OP); limen (L); Barra =
3,07um. E: Jun¢des de aderéncia (A) e interdigitacdes (I) das células derivadas do epitélio
situadas entre as oogonias do tipo B (GB); Barra = 0,23um. F: Detalhe da membrana basal
(cabeca de seta) das células limitantes do ninho (cabecga de seta); nucleo (N); Limen (L);

Barra = 1,29um.
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Figura 14. Foliculogénese (ME)

A: Célula limitante do saculo/ninho (asterisco); prolongamentos citoplasméticos das células
epiteliais (seta); odcito zigoténico (Z); limen (L); Barra = 2,29um. B: Célula limitante de
século (asterisco); odcito primordial (P); célula epitelial (seta); limen (L); Barra = 2,29um.
C: Odbcito primdrio (OP); célula folicular (F); membrana basal do odcito (cabeca de seta);
membrana basal do epitélio (seta), compartilhamento de membrana basal (dupla seta);
célula epitelial (E); regido do estroma (asterisco); Barra = 4,08um. D: Célula epitelial (E);
célula folicular (F); odcito (O); compartilhamento de membrana basal (dupla seta); Barra =
4,08um. E: Odcito primdrio (OP); Nucleo (N); célula folicular (F); membrana basal do
foliculo (seta); tecas (T); Barra = 1,29um. F: Odcito primério (OP); célula folicular (F);
membranas basais dos odcitos (cabeca de seta); teca (T); Barra = 1,02um. G: Célula
esterdidogénica (E); mitocondrias (M); odcito primério (OP); membrana basal do foliculo
(cabeca de seta); Barra = 1,29um. H: Detalhe das mitocondrias das células

esterdidogénicas, apresentando cristas tubulares (seta); Barra = 0,23um.
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8. DISCUSSAO

Na ultima década, estudos desenvolvidos por Grier e seus colaborados (GRIER &
TAYLOR, 1998; GRIER & LO NOSTRO, 2000; GRIER, 2000; 2002) t¢ém conduzido a
reelaboracdo do conceito de epitélio germinativo, o qual permanentemente ativo € a fonte
de renovagdo celular, tanto germinativa quanto somadtica, que garante e sustenta a
continuidade da gametogénese (masculina e feminina) nos peixes. Apesar de ter sido
desenvolvido inicialmente para os machos, o conceito também se aplica as fémeas dos
Teleostei (GRIER, 2000; GRIER et al., 2005). Desta forma, a redefinicio do epitélio
germinativo nas suas bases celulares tem sido decisiva na compreensdao dos fendmenos
ciclicos que regem o desenvolvimento gonadal ao longo da vida reprodutiva dos Teleostei,
inclusive daqueles em que ocorre reversao de sexo (LO NOSTRO et al., 2003).

Ao descrever o epitélio germinativo feminino de Centropomus undecimalis
(Teleostei: Centropomidae), Grier (2000) demonstra que a produgdo ilimitada de odcitos
nas fémeas dos Teleostei deve-se a constante proliferacdo das oogdnias situadas de forma
descontinua entre as células epiteliais da lamela ovigera. As oogdnias podem
individualmente evoluir para meiose, ou em grupos podem a um sé tempo entrar em meiose
formando ninhos de odcitos (GRIER, 2000). Os odcitos diploténicos no epitélio sdo
envoltos gradativamente por células do préprio epitélio, as células pré-foliculares, que ao
sintetizarem a membrana basal segregam o odcito que por sua vez mergulha no estroma
ovariano. No estroma, o complexo folicular € formado quando o odcito e sua camada
circundante de células foliculares sdo envoltos por células de origem mesenquimal, as
células da teca. Dados recentes em Ilyodon whitei, um Cyprinodontiformes viviparo,
pertencente a familia Goodeidae (GRIER et al., 2005), demonstram que na realidade os

ninhos de odcitos e posteriormente os odcitos individuais permanecem conectados ao
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epitélio, com o qual compartilham certa extensdo da membrana basal. A regido de
compartilhamento mantém-se ao longo de todo o desenvolvimento oocitario, e no caso dos
peixes oviparos, corresponde ao local de saida do o6cito no momento da desova.

Com base na redefini¢ao do epitélio germinativo, a foliculogénese em P. maculatus,
em linhas gerais, transcorre como descrita pelos autores supra citados. No entanto, o
processo ainda que de aparente aplicacdo universal, pode ter suas particularidades nos
diversos grupos de peixes Teleostei. Em P. maculatus, as oogoOnias isoladas ou em grupos
nunca fazem contato direto com o limen ovariano, isto €, estdo sempre envoltas pelas
células epiteliais. Quando ndo envoltas totalmente, as oogdnias assentam diretamente sobre
a membrana basal, e em proliferacdo formam agregados celulares acima da membrana
basal (GRIER, 2000). Células derivadas do epitélio, cuja movimentacdo gera um intenso
polimorfismo, invadem esses agregados, emitem processos citoplasmdticos os quais
envolvem e individualizam as oogdnias, formando verdadeiros cistos, como no epitélio
germinativo masculino dos peixes (GRIER, 1981; 2002; BILLARD, 1986; PUDNEY,
1995; GURAYA, 2001).

O ndmero de odcitos iniciais encontrados nos ninhos sugere que em P. maculatus as
oogonias individuais passam por, no minimo, 2, 3 ou talvez 4 ciclos mitéticos antes de
avancarem, sincronicamente, pelas varias fases da prdofase I da meiose. A evolugao
simultanea das células germinativas dentro de um mesmo espermatocisto (cisto) é uma
caracteristica peculiar do desenvolvimento das células germinativas masculinas dos peixes.
Nos machos, células germinativas oriundas da mesma espermatogbnia mantém-se
conectadas por pontes citoplasmaticas. Supde-se que
as pontes citoplasmadticas sejam responsaveis pelo desenvolvimento sincronico das células

germinativas masculinas, seja nos peixes ou em outros grupos de animais (FAWCETT et
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al., 1959; GRIER, 1976; BILLARD, 1984; SILVEIRA et al., 1990; GUSMAO et al., 2002;
NEGRAO et al., 2002). Portanto o0 mesmo esperar-se-ia ocorrer com 0s 0o0citos nos ninhos,
no caso de serem provenientes de uma mesma oogonia. Apesar de ndo documentado em P.
maculatus, a comunicagdo citoplasmadtica entre odcitos zigoténicos contidos num mesmo
ninho pode ser vista em Serrasalmus spilopleura, um outro Ostariophysi, pertencente a
ordem Characiformes (GUIMARAES & QUAGIO-GRASSIOTTO, 2001).

A maneira pela qual os odcitos deixam os ninhos e formam os foliculos nio estd
ainda bem clara. Entretanto as imagens registradas em P. maculatus e as de Grier e
colaboradores (2005), em Ilyodon whitei, sugerem fortemente que ndo hd uma invasao dos
ninhos por células derivadas do epitélio, como descrito anteriormente pelo mesmo autor
(GRIER, 2000). Nessa ultima espécie, os odcitos diploténicos que iniciam o crescimento
primdrio sdo gradualmente envoltos pelas células que fazem o limite dos ninhos, num
movimento de fora para dentro, formando desta maneira o foliculo ovariano, o qual
permanece conectado ao epitélio da lamela através de uma certa extensio da membrana
basal. Considerando todos os od6citos de um mesmo ninho, este mesmo movimento poderia
explicar o crescimento em extensao das lamelas ovigeras.

No interior dos ninhos de P. maculatus, no transcurso das fases iniciais da préfase [
da meiose, ndo existe documentacdo de células pré-foliculares (sensu GRIER, 2000) entre
os odcitos. Portanto, as futuras células foliculares, numa via seqiiencial, seriam oriundas da
proliferacdo das células limitantes dos cistos que por sua vez seriam provenientes da
proliferacdo das células que envolveram as oogdnias e, estas sim teriam origem diretamente
da proliferacao das células epiteliais (nossos dados de PCNA). No estroma, a excecdo da
regido que compartilha com o epitélio, o foliculo € circundado pelas células da teca

(GRIER et al., 2005). As células da teca resultam da diferenciacdo das células
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mesenquimais presentes no estroma (GRIER, 2002). Nas fases iniciais da organizagdo do
complexo folicular, células com caracteristicas esteroidogénicas surgem entre as células da
teca de P. maculatus. Essas células apresentam reticulo endoplasmaético liso desenvolvido e
cristas mitocondrias tubulares, a semelhanca das células de Leydig presentes no tecido
intersticial dos testiculos dos machos (PUDNEY, 1996; GURAYA, 2001). Células com
essas caracteristicas também foram detectadas entre as células da teca de S. spilopleura
(GUIMARAES & QUAGIO-GRASSIOTTO, 2003). Seja em P. maculatus, ou em S.
spilopleura, estas células ndao apresentam gotas de lipidio. Caracteristica que repete nos
machos dessas mesmas espécies, nos quais as células de Leydig também ndo apresentam
gotas de lipidio (NOBREGA, 2006; NOBREGA & QUAGIO-GRASSIOTTO, 2007).
Células da teca com caracteristicas esteroidogénicas vém sendo documentadas desde os
taxa mais basais até os mais derivados de Teleostei, como em Cypriniformes
(NAGAHAMA et al., 1976; UNAL et al., 2005), Salmoniformes (NAGAHAMA et al.,,
1978; KAGAWA et al., 1981; NAGAHAMA et al., 1982) e Perciformes (MATSUYAMA
et al., 1991). O envolvimento destas células na producdo dos hormdnios esteroidogénicos
ovarianos, no entanto, continua controversa (NAGAHAMA et al., 1976; NAGAHAMA et
al., 1978; KAGAWA et al., 1981; NAGAHAMA et al., 1982; MATSUYAMA et al., 1991;
UNAL et al., 2005).

O desenvolvimento dos odcitos em P. maculatus ocorre conforme o padrdo geral
descrito para os Teleostei (para revisao, ver SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER &
SUMPTER, 1996; PATINO & SULLIVAN, 2002) e, em particular, para os Siluriformes do
grande grupo neotropical da antiga familia Pimelodidae (OLIVEIRA-JUNIOR, 2002;
RIBEIRO, 2002; BRITO & BAZZOLI, 2003; BARROS, 2006; SANTOS et al., 2006).

Diferentemente das espécies de Teleostei marinhos, na grande maioria das espécies de dgua
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doce ndo ocorre deposi¢do de lipidios durante o crescimento primdrio € tampouco ocorre a
fusdo e a protedlise dos granulos de vitelo que precedem a ovulagio (SELMAN &
WALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER, 1996; PATINO & SULLIVAN, 2002). Uma
caracteristica dos foliculos de P. maculatus sdo as células foliculares que ao final da
vitelogénese apresentam citoplasma vacuolizado e, tornam-se cilindricas e muito altas a
semelhanca do que ocorre em lheringichthys labrosus (SANTOS et al., 2006). O contetido
dos vactolos, ou grandes vesiculas (SANTOS et al., 2006), e sua resposta a técnicas
especificas de coloracdo em P. maculatus, permite supor que sintetizem moléculas
glicidicas ricas em polissacarideos sulfatados. A atresia folicular e a regressao dos foliculos
pos-ovulatérios em P. maculatus, também, comportam-se morfologicamente como descrito
por diferentes autores (BARLEY, 1933; GURAYA, 1968; LAMBERT, 1970; SAIDAPUR,
1978; VAN DEN HURK & PEUTE, 1979,1985; LANG, 1981a; LANG, 1981b;
NAGAHAMA, 1983; GOLDBERG et al., 1984; GURAYA, 1986; SELMAN &
WALLACE, 1989; VIZZIANO & BEROIS, 1990; VAN NASSAUW & CALLEBAUT,
1991; BESSEAU & FALIEX, 1994; FITZHUGH & HETTLER, 1995; RIZZO &
BAZZOLI, 1995; BAZZOLI E RIZZO, 1995; DRUMMOND, 1996; MIRANDA et al.,
1999; BROMLEY et al., 2000; WOOD & VAN DER KRAAK, 2002,2003; BENJAMIM,
2004) e como demonstrado recentemente (DRUMMOND et al., 2000; SANTOS et al.,
2005) € apoptose dependente.

Em P. maculatus, como esperado, a foliculogénese ocorre ao longo de todo o ciclo
reprodutivo. Oogodnias e células epiteliais proliferam por mitose. As oogobnias, envoltas
pelas células derivadas do epitélio (pré-foliculares), dividem novamente por mitose antes de
entrarem em meiose. A partir dos ninhos de odcitos surgem os foliculos que ao serem

envoltos pelas células da teca, formam os complexos foliculares. Nos foliculos recém
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formados, as células pré-foliculares, agora denominadas de células foliculares, continuam
proliferando por mitose para acompanhar o crescimento posterior dos odcitos (nossos dados
de PCNA). Uma série de eventos sincronizados ocorre no interior dos complexos
foliculares, como: 1) crescimento primdrio dos odcitos; 2) vitelogénese; 3) maturacdo dos
odcitos; 4) ovulagdo, que consiste na saida do odcito do complexo folicular para o limen
ovariano; e 5) regressao da camada de células foliculares que permanecem nas lamelas apds
o processo de ovulacdo. Os ovdcitos maduros remanescentes € que ndo tiveram sucesso na
ovulacdo entram em atresia e sdo absorvidos.

Com base na alterndncia do epitélio germinativo entre os estados continuo e
descontinuo e no tipo de célula germinativa presente, 5 classes reprodutivas sao definidas
durante o ciclo reprodutivo dos machos dos Teleostei: regredida, maturacdo inicial,
intermedidria e final, e regressdo (GRIER & TAYLOR, 1998; GRIER, 2002; LO NOSTRO
et al., 2003). O conceito de epitélio germinativo continuo e descontinuo refere-se a
distribuicdo dos cistos contendo as células germinativas que varia de continua ou
descontinua sobre a membrana basal conforme a época do ciclo reprodutivo (GRIER &
TAYLOR, 1998; GRIER, 2002). Diferentemente dos machos, o epitélio germinativo das
fémeas dos Teleostei, cuja atividade é constante ao longo de todo o ciclo reprodutivo, nio
se presta a definicao de classes reprodutivas. Conseqiientemente as classes reprodutivas das
fémeas sao definidas com base nos estagios de desenvolvimento dos odcitos.

Em P. maculatus, os estdgios de desenvolvimento oocitdrio associados a presenca
de foliculos pds-ovulatérios e odcitos atrésicos nas lamelas foram os critérios utilizados na
determinacdo das classes reprodutivas, a semelhanca do descrito em C. undecimalis
(Perciformes: Centropomidae) (TAYLOR et al., 1998). Além de testar a aplicabilidade do

epitélio germinativo (GRIER, 2002), a determinacdo das classes reprodutivas em P.
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maculatus teve por finalidade estabelecer a relacdo entre a condicdo ovariana e a
foliculogénese. Os dados obtidos mostram que apesar da formacgdo constante dos foliculos
ovarianos ao longo de todo o ciclo reprodutivo de P. maculatus, a foliculogénese torna-se
particularmente intensa ao final da regressdo, mantém assim nos ovdrios regredidos,
continua em menor intensidade durante a maturago inicial e intermedidria e torna-se muito
discreta na maturacdo final (nossos resultados com PCNA). Os dados encontram
correspondéncia naqueles existentes para os machos dos Teleostei (GRIER & TAYLOR,
1998; GRIER, 2002), inclusive para os préprios machos de P. maculatus (NOBREGA,
2006), nos quais a atividade do epitélio germinativo € intensa na regressao, momento em
que, os testiculos sdo repovoados através da proliferacido das espermatogonias e das células
de Sertoli, mantém-se em menor intensidade ao longo do ciclo e € muito discreta nos

testiculos em maturacao final.

79



Conclusoes

80



9. CONCLUSOES

A foliculogénese em P. maculatus, em suas fases iniciais € muito similar ao
processo de proliferacdo gonial que ocorre nos machos dos Teleostei. A proliferacdo das
oogdnias ocorre no epitélio, sempre acima da membrana basal, e forma conjuntos celulares
ou ninhos. Células derivadas do epitélio invadem os ninhos e envolvem as oogdnias
formando um tipo de cisto. Nos cistos a odgonias podem entrar diretamente em meiose
dando origem aos odcitos e consequentemente aos foliculos, ou nos cistos podem passar
por 1, 2 ou mais ciclos mitdticos formando saculos/ninhos. Difere da espermatogénese
cistica dos machos no momento da formagdo dos foliculos quando as células limitantes
(pré-foliculares) dos cistos/saculos envolvem os odcitos diploténicos, individualizando-os.

Desde sua formagdo os ninhos de oogdnias e os cistos/sdculos de odcitos sempre
mantém uma regido de contato com o epitélio germinativo com o qual compartilha a
membrana basal. Da mesma forma os foliculos ovarianos sempre mantém uma regido
compartilhamento de membrana basal com o epitélio germinativo, facilitando assim a saida
do odcito maduro em direcao ao limen ovariano na ocasido de desova.

As células somadticas epiteliais, desde sua origem no epitélio, quando em associagao
com odcitos em crescimento primdrio, ja& como células foliculares, mantém sua atividade
mitdtica acompanhando o crescimento dos odcitos. A proliferacdo das células limitantes
dos cistos pode ainda responder pela incorporacdo dos foliculos diretamente ao epitélio das
lamelas, levando a um aumento na extensdo do epitélio germinativo e consequentemente

das proprias lamelas ovigeras.
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O desenvolvimento dos odcitos em P. maculatus, respeitado o fato de que se trata
de uma espécie de dgua doce, a atresia folicular e a regressdo dos foliculos pds-ovulatorios
comportam-se morfologicamente como descrito na literatura.

As oogonias presentes no epitélio germinativo feminino proliferam durante todo o
ciclo reprodutivo, porém a proliferacdo das células germinativas torna-se mais intensa ao
final da regressdao, mantém-se nos ovdrios regredidos, continua em menor intensidade
durante a maturagdo inicial e intermedidria e torna-se muito discreta na maturacio final

assim como nos préprios machos de P. maculatus.
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