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Resumo




Nos peixes, durante a vida reprodutiva o desenvolvimento gonadal ¢ ciclico e
anual. As gbnadas passam por alterac6es de forma, de tamanho, de cor e de textura que
sdo utilizadas como parametros para a sua classificacdo macroscopica. Porém, o
desenvolvimento das células germinativas, nem sempre € consoante com essa
classificagdo e, machos e fémeas nem sempre parecem concatenados. Novas propostas
de classificacdo vém surgindo na tentativa de compatibilizar as informacgdes
macroscopicas e histolégicas, considerando a atividade do epitélio germinativo de
machos e fémeas. Ocorre, no entanto, que essas propostas vém sendo desenvolvidas em
estudos com Perciformes marinhos. Aqui, tomando-se como modelo o Characiformes,
Schizodon nasutus e o Perciformes, Plagioscion squamosissimus analisou-se
comparativamente o ciclo reprodutivo de ambas as espécies, frente as classificacdes
tradicionais e as novas propostas de classificacdo adicionadas das caracteristicas
histoldgicas das gonadas, e pode-se perceber que a analise macroscopica das génadas,
muitas vezes, ndo corresponde a sua verdadeira fase do ciclo reprodutivo, analisado
microscopicamente. Isso se d& porque muitas das caracteristicas cruciais para distin¢ao
das fases ndo sdo visiveis a olho nu, como foliculos atrésicos, maturagdo do odcito ou
anastomose de tubulos ou lobulos testiculares. Assim, para determinacdo das fases
reprodutivas, deve-se sempre contar com a analise microscopica e, no presente estudo,
foi considerado que a melhor classificacdo para tal € a proposta de Brown-Peterson e
colaboradores (2009), que divide o ciclo reprodutivo em seis fases reprodutivas,
bastante detalhadas. A partir da descri¢do do ciclo reprodutivo feminino e masculino em
S. nasutus e P. squamosissimus, 0s dados foram correlacionados com o indice
gonadossomatico, determinando, assim, que o periodo reprodutivo de ambas as espécies
estende-se da primavera ao verdo. O indice gonadossomatico aumenta conforme o
animal avanca ao longo das fases reprodutivas, ou seja, conforme sua gonada segue o0
desenvolvimento, das células germinativas para a producdo de gametas. Ap6s o periodo
de desova, esse indice apresenta uma queda correspondendo as fases nas quais as
gbnadas estdo em Regressdo e Em Regeneracdo, dando inicio a um novo ciclo. As
analises histologicas das gdnadas mostraram que o desenvolvimento folicular e a
espermatogénese dessas espécies seguem o mesmo padrdo apresentado para os Teleostei
em geral, mesmo se tratando aqui de uma espécie mais basal (S. nasutus) e uma mais
derivada (P. squamosissimus) na escala evolutiva. A foliculogénese das fémeas de S.
nasutus e P. squamosissimus também apresenta padrdes similares aos ja descritos para

outros Teleostei, demonstrando que este € um processo evolutivamente conservado para
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os vertebrados em geral, sendo que sua ocorréncia nas especies aqui analisadas se da ao
longo de todo o ciclo, mas principalmente nas fases Em Regeneracdo do ovario, periodo
de intensa reposicdo das células germinativas. Assim, apds andlises histologicas e
macroscopicas das gbnadas de S. nasutus e P. squamosissimus ao longo de seus ciclos
reprodutivos, os resultados permitiram tecer um paralelo entre as classificagdes
tradicionais de ciclo reprodutivo, associando as mudancas morfoldgicas ocorridas no
periodo, bem como esquematizar qualitativa e quantitativamente o desenvolvimento

oocitario, bem como a foliculogénese nas fémeas de S. nasutus e P. squamosissimus.



I ntroducao




Nos peixes, ao longo da vida reprodutiva, o desenvolvimento gonadal é ciclico e
acompanha as estacOes reprodutivas anuais. O desenvolvimento gonadal pode ser
verificado macroscopicamente e as alteracdes de forma, de tamanho, de cor e de textura
das gbnadas tém sido utilizadas como parametros para a classificacdo do estado de
maturacdo em que se encontram. Nos estudos sobre a biologia reprodutiva dos peixes
neotropicais a classificacdo do desenvolvimento gonadal tradicionalmente utilizada,
com algumas adaptacdes ou ndo, é a proposta por Vazzoler (1996). Nela, de modo geral
as gbnadas dos animais aptos para a reproducdo (sexualmente maduros) sao
classificadas como em repouso, em matura¢do, maduras e esgotadas ou semi-esgotadas
dependendo do tipo de desova da espécie consideradas. A verificacdo histologica destes
estados tem mostrado, no entanto, que o desenvolvimento das células germinativas em
si, nem sempre € consoante com a classificagdo macroscopica da propria gonada e, além
disso, que machos e fémeas nem sempre parecem concatenados.

A dissonancia entre a classificacdo macroscopica e a histolégica das gbnadas
chama a atencdo e a resolugé@o desta questdo sempre recorrente nos estudos da biologia
reprodutiva dos peixes passa necessariamente pela compreenséo da dindmica do epitélio
germinativo nos machos e nas fémeas dos peixes.

A terminologia e o0s esquemas utilizados sejam na descricdo dos ciclos
testiculares e ovarianos anuais e/ou da evolugdo da espermatogénese e da oogénese nos
peixes diferentemente do que ocorre com os mamiferos ndo é uniforme. Esta falta de
unicidade gera controveérsias que muitas vezes atrapalham o entendimento mais amplo
destes processos. Grier e colaboradores (2009) numa extensa revisdo sobre o assunto
propdem uma terminologia e um esquema que contemplam tanto 0s aspectos
morfoldgicos quanto fisioldgicos do ciclo ovariano anual e da oogénese. Grier e Uribe-
Aranzébal (2009) fazem uma proposta semelhante para os machos. Esses autores
sugerem que a despeito da proposta ser oriunda de estudos provenientes principalmente
de espécies marinhas, pertencentes a ordem Perciformes, ela seria aplicavel também aos
demais taxa dentro de Teleostei.

Também Brown-Peterson e colaboradores (2007, 2009) na tentativa de facilitar a
comunicagdo e comparagdo dos estudos sobre a biologia reprodutiva dos peixes vem
trabalhando no sentido de aprimorar sua proposta que inclui os conceitos de epitélio
germinativo difundidos por Grier (2000). A maior dificuldade no uso de ambas as



propostas deve-se, no entanto, ao fato de que as mesmas foram desenvolvidas
primariamente para as espécies marinhas e notadamente para os Perciformes.

Principalmente no que diz respeito a oogénese nos Teleostei, as informacdes
mais divulgadas sdo, principalmente, oriundas dos estudos com Perciformes marinhos e
as existentes sobre grupos mais basais como os Ostariophysi apesar de localmente
conhecidas, permanecem ainda hoje mais restritas as publicacdes regionais. Estudos
recentes tém exposto, no entanto, diferencas significativas no padrdo de
desenvolvimento oocitario entre espécies marinhas e as de agua doce, ou entre 0s taxa
mais basais em relacdo aqueles mais derivados (ver Le Menn et al., 2007; Grier et al.,
2009, para revisao).

Neste sentido, considerando as novas proposicdes para a caracterizacdo das
classes reprodutivas, tracou-se um paralelo entre a classificagdo macroscopica das
gbnadas, o indice gonadal e o status histologico das mesmas (suas alteracdes
morfoldgicas), com énfase nos processos de proliferacdo celular ao longo do ciclo
reprodutivo, visando a construcdo de um esquema do desenvolvimento oocitario que
possa vir a ser utilizado como um modelo para Ostariophysi (notadamente o0s
Characiformes com desova parcelada) e para os Perciformes de &gua doce,

respectivamente.



Revisdo Bibliografica




1. Os peixes Teleostei

Os peixes constituem aproximadamente 50% dos vertebrados, ocupando 0s mais
diversos ambientes aquaticos, sendo que, destes, 96% correspondem aos peixes
Teleostei (Nelson, 2006).

Os Teleostei compreendem os grupos Ostariophysi, Protacanthopterygii e
Neoteleostei. A superordem Ostariophysi compreende as ordens Cypriniformes,
Gymnotiformes, Siluriformes e Characiformes. Considerado basal em Teleostei, este
grupo de peixes, com cerca de 4.500 espécies vélidas, e com alguns poucos
representantes marinhos, predomina nas aguas continentais das regides centro e sul
americanas (Reis et al. 2003).

Dentre os Neoteleostei, destaca-se a superordem Acanthopterygii, mais derivada,
com mais da metade de todas as familias de peixes e dividida em Atherinomorpha,
Mugilomorpha e Percomorpha. A ordem Perciformes, pertencente a Percomorpha,
incluem cerca de 40% de todos o0s peixes e constituem a maior ordem de vertebrados.
Nesta ordem estdo classificados cerca de 10000 espécies diferentes, presentes em quase
todos os ambientes aquaticos (Nelson, 2006).

Os Teleostei ocorrem em uma grande diversidade de habitat constituindo um
grupo extremamente heterogéneo em termos de anatomia, comportamento e ecologia
(Nakatani et al. 2001), além de apresentarem varias estratégias reprodutivas (Vazzoler,
1996; Nakatani et al. 2001), incluindo mecanismos como a liberagcdo dos gametas no
ambiente aquatico, no caso de fertilizacdo externa, até estratégias mais complexas,
como o desenvolvimento de 6rgaos especializados para introducéo de esperma no trato
reprodutor feminino, com inseminagdo interna e fertilizacdo, seguida de liberacdo dos
ovos fertilizados ou gestacdo interna de embrides (Le Gac e Loir, 1999).

Os Teleostei sdo predominantemente didicos e a maioria deles apresenta
reproducdo ciclica e sazonal, ou seja, o desenvolvimento gonadal e a maturacdo dos
gametas ocorrem principalmente em uma determinada época do ano, estando
frequentemente associada a uma estacdo do ano (Vazzoler, 1996). Sob condicOes
favoraveis, ocorre liberagdo dos gametas, de forma total ou parcelada, e consequente
reproducado da espécie (Vazzoler, 1996).

2. O epitélio germinativo
O epitélio germinativo, permanentemente ativo, que reveste 0s tubulos

seminiferos e margeia as lamelas ovigeras é a fonte de renovacdo das células
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germinativas que asseguram e mantém a continuidade da gametogénese nos peixes. Na
ultima década, Grier e colaboradores redefiniram o conceito de epitélio germinativo
tanto para os machos (Grier e Taylor, 1998; Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2002)
quanto para as fémeas (Grier, 2000, 2002; Parenti e Grier, 2004; Grier et al., 2005;
2007) dos peixes. A redefinicdo do epitélio germinativo na sua base celular tem sido
crucial para o entendimento dos eventos ciclicos que regem o desenvolvimento gonadal
e ocorrem anualmente ao longo da vida reprodutiva dos Teleostei.

O epitélio germinativo nos vertebrados € definido pelos mesmos conceitos
histologicos que definem os epitélios somaticos, mas diferentemente dos demais contém

as células germinativas (Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2002).

3. As Classes Reprodutivas — As Fases dos Machos

Uma nova proposta de classificagdo, com base na continuidade e
descontinuidade do epitélio germinativo e nos tipos celulares presentes nas gbnadas,
define 5 classes reprodutivas durante o ciclo reprodutivo anual dos machos sexualmente
aptos dos Teleostei. Os individuos virgens e, portanto, sexualmente imaturos ndo sao
considerados para efeito desta classificagdo. A classificacdo do epitélio germinativo em
continuo e descontinuo esta relacionada a distribuicao dos cistos ao longo da membrana
basal que suporta o epitélio. A distribuicdo dos cistos varia de continua a descontinua
durante o ciclo reprodutivo. A espermiacdo, acoplada ao esgotamento das
espermatogonias primarias é a base das alteracbes do epitélio germinativo durante o
ciclo reprodutivo anual. As 5 classes reprodutivas: regredida, maturacdo inicial,
maturacdo intermediaria, maturacéo final e em Regressao (Grier e Taylor, 1998; Grier,
2002; Lo Nostro et al., 2003), como inicialmente descritas nos Perciformes, podem ser
encontradas a seguir.
- Regredida: Na classificacdo tradicional esta classe corresponde ao estadio de repouso.
Na classe regredida, o epitélio germinativo é continuo, sendo formado por
espermatogonias e células de Sertoli. Nesta classe, ocorre a reorganizacdo e 0
crescimento testicular, devido ao repovoamento pelas espermatogbnias e a diviséo
mitética das células de Sertoli. Portanto, a classe regredida é marcada por intensa
atividade mitotica das células germinativas (espermatogénias) e das células somaticas
(células de Sertoli), sendo, desta forma, 0 uso do termo “repouso” inadequado para
designa-la (Brown-Peterson et al., 2002).



- Maturacdo Inicial: Na maturacdo inicial, o epitélio germinativo & continuo e
caracteriza-se por ja possuir cistos de espermatocitos e de espermatides, indicando que a
espermatogénese teve inicio. Devido ao desenvolvimento dos espermatocistos (cistos),
0 epitélio torna-se alto, e o limen dos lobulos em geral é parcialmente obliterado. Com
a espermiacdo tendo inicio, o0s espermatozOides vado sendo liberados dos
espermatocistos, e o limen dos lébulos torna-se dilatado e continuo. O testiculo como
um todo se torna maior.

- Maturacéo Intermediaria: A maturacéo intermediaria é caracterizada pela presenca de
um epitélio germinativo descontinuo na regido proxima ao ducto, enquanto na periferia
0 epitélio ainda é continuo. Conforme a espermiagdo progride, o componente
germinativo do epitélio germinativo vai sendo perdido. As espermatogbnias e o0s
espermatocistos contendo células germinativas tornam-se dispersos ao longo da
membrana basal do I6bulo e séo separados por células de Sertoli.

- Maturacéao Final: A maturacéo final inicia-se quando pelo menos um I6bulo, em sua
porcdo distal, apresenta epitélio descontinuo. Com o progresso da maturacéo, o epitélio
descontinuo torna-se predominante em toda a extensao do lébulo, e o esgotamento das
células germinativas nos lébulos se estende para a periferia testicular. O testiculo sofre
uma transformacado de producdo para estocagem dos espermatozoides, tendo inicio na
regido do ducto testicular. Mas, as espermatogénias ja comegam a surgir dispersas ao
longo dos Iébulos e iniciam o repovoamento.

- Regressao: A regressdo é marcada por uma queda brusca do 1GS, epitélio germinativo
descontinuo, presenca de cistos dispersos e em degeneracdo, espermatozoides residuais
na luz e sendo fagocitados pelas células de Sertoli e proliferacdo das espermatogonias.
Uma grande quantidade de centros melanomacrofagicos pode estar presente nessa
classe.

4. As Classes Reprodutivas das Fémeas

Em comparacdo com os machos o epitélio germinativo que margeia as lamelas
ovigeras é sempre descontinuo ao longo do ciclo reprodutivo das fémeas. Por esta razdo,
a caracterizagdo das classes reprodutivas nas fémeas ndo pode utilizar os mesmos
critérios aplicados aos machos. Consequentemente as classes reprodutivas nas fémeas
sdo definidas com base no desenvolvimento oocitéario (Taylor et al., 1998).

Por definicdo, e em correspondéncia com os machos (Taylor et al., 1998), séo

nominadas 5 classes reprodutivas nas fémeas:
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- Regredida: Na classificacao tradicional esta classe corresponde ao estadio de repouso.
Na classe regredida as lamelas ovigeras contém somente odcitos pré-vitelogénicos em
diferentes faixas de tamanho. Séo os o6citos do estoque de reserva das classificacdes
tradicionais.

- Maturacao inicial: Na classe de maturacdo inicial as lamelas ovigeras contém o0citos
com deposicado de lipidio préximo ao nucleo, alvéolos corticais em formacdo e em inicio
de deposicéo de vitelo.

- Maturacgdo intermediaria: Na classe de maturagdo intermediaria as lamelas ovigeras
contém odcitos em vitelogénese, mas principalmente aqueles ja com grande quantidade
de vitelo.

- Maturacdo final: Na classe de maturacdo final as lamelas ovigeras contém odcitos
com citoplasma totalmente preenchido pelos granulos de vitelo e ncleo migrando para
0 pélo animal. A fuséo e a hidratacdo do vitelo ocorrem e sdo seguidas pela ovulagdo. A
ovulacdo é detectada pela presenca dos foliculos vazios.

- Regressdo: Na classe de Regressdao as lamelas ovigeras ja ndo contém odcitos

maduros, aqueles ndo ovulados entram em atresia e os foliculos vazios regridem.

5. Uma terminologia simplificada para a classificacdo reprodutiva dos peixes

Na tentativa de facilitar a comunicacdo e comparacdo dos estudos sobre a
biologia reprodutiva dos peixes, Brow-Peterson, Lowerre-Barbieri, Macewicz,
Saborido-Rey, Tomkiewicz e Wyanski (2007; 2009) vem se empenhando nos ultimos
anos no desenvolvimento de uma terminologia que pretendem seja mais simples, e
aplicavel a fémeas e machos. Estes autores reconhecem ao longo do ciclo reprodutivo
dos individuos aptos a reproducdo fases que se iniciam com a gbnada Em
Desenvolvimento, progride para Apto para Extrusdo/Desova, Extrusdo/Desova Ativa,
entra Regressdo e Em Regeneragdo. Gonadas Imaturas seriam conforme esses critérios
aquelas dos individuos que ainda ndo estdo aptos para a reproducdo, isto €, ainda fora do
ciclo reprodutivo porque jovens. As correspondéncias dessas denominagdes para as
anteriores e a caracterizacdo histologica das mesmas, podem ser apreciadas na tabela
apresentada pelos autores (aqui traduzida e transcrita).
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Fase Terminologia Fémeas Machos
anterior
Imaturo Imaturo, virgem Apenas oogonias e o6citos em Testiculos pequenos, apenas
Nunca desovado crescimento primario, incluindo espermatogdnias  primarias,  sem

cromatina nucleolar e perinucleolar.

Usualmente ndo ocorre atresia.

lGmen nos lébulos.

Desenvolvimento
Gonadas em inicio
de
desenvolvimento,
ndo ira desovar

logo

Maturando,
desenvolvimento
inicial, maturagdo
inicial, pré-

vitelogénese

Os 006citos nesse estagio podem
apresentar: crescimento primario,
alvéolos corticais e/ou inicio de
vitelogénese. Néo ha evidéncia de
POFs. Alguns em atresia podem
estar presentes. Peixes com
fecundidade indeterminada:
presenca de odcitos em vitelogénese

intermedidria.

Inicio da espermatogénese e
formacdo de cistos. Espermatog6nias
secundarias, espermatocitos
primarios, espermatdcitos
secundarios, espermatides e
espermatozdides podem estar
presentes nos cistos. Espermatozdides
ndo estao presentes no limen dos
I6bulos ou ductos espermaticos. O

epitélio germinativo é continuo.

Apto a Desovar

O peixe ird desovar
neste ciclo (ou
estacdo)

Desenvolvimento
final, maturacéo
final, gravida e

vitelogénese

Presenca de odcitos vitelogénicos.
Algumas atresias e POF tardio
podem estar presentes. Fecundidade
determinada: Predominancia de
odcitos vitelogénicos finais, a
estimativa da fecundidade potencial
foi feita na sub-fase sem POF.
Fecundidade indeterminada:
Prevaléncia de odcitos vitelogénicos
intermediarios e finais (com ou sem
evidéncia de desova anterior,
POFs); ou odcitos vitelogénicos
iniciais com evidéncia de desova
anterior (POFs). Odcitos menos
desenvolvidos estdo frequentemente

presentes.

Espermatozéides no limen dos
I6bulos e/ou ductos espermaticos.
Todos os estagios da
espermatogénese (espermatogdnias,
espermatocitos, espermatides) podem
estar presentes. Cistos ao longo do
testiculo. O epitélio germinativo
continuo ou descontinuo.
Macroscopicamente, testiculos
grandes mas o esperma ndo é liberado
€OmM uma pressao suave.
Histologicamente indistinguivel da
fase de Desova Ativa.

Desova Ativa
Iminente, desova

recente ou ativa

Maduro, FOM,
desova

Ovulando (desovando) ou
aproximadamente 12 h antes ou
depois da desova como indicado
tanto por GVM, GVBD/o6citos
hidratados, ou POFs <~12 h de
idade. Atresia de odcitos
vitelogénicos finais/hidratados
podem estar presentes. Fecundidade
indeterminada: o6citos menos
desenvolvidos estdo frequentemente

presentes. A estimativa de

Espermatozéides no limen dos
I6bulos e/ou ductos espermaticos.
Todos os estagios da
espermatogénese (espermatogodnias,
espermatocitos, espematides) podem
estar presentes. Cistos ao longo do
testiculo. O epitélio germinativo
continuo ou descontinuo.
Macroscopicamente, o esperma flui
livremente com uma pressao suave.

Histologicamente indistinguivel da
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fecundidade e frequéncia de desova
feita em 12h antes e depois das sub-

fases de desova.

fase Apta a desova.

Regressdo
Cessa a desova

Esgotado,

regressao, pés

Presenca de atresia (em qualquer
estagio). A maioria dos o6citos

Presenca de espermatozoides
residuais no limen dos lébulos e

desova, vitelogénicos sofre atresia alpha ou ||ductos espermaticos. Cistos
recuperacao beta comum. Odcitos menos amplamente espalhados préximos a
desenvolvidos estdo frequentemente | periferia contendo espermatides.
presentes. POFs podem estar Proliferacdo e regeneracdo
presentes. espermatogonial do epitélio
germinativo comum na periferia do
testiculo. Macroscopicamente,
testiculos pequenos e esperma nao
liberado com pressao.
Em Regeneragdo ||[Repouso, Presenca apenas de oogonias e Testiculos pequenos. Sem cistos.

Maduro
sexualmente,
reprodutivamente

inativo

regredido, em

recuperacéo

odcitos em crescimento primario,
incluindo o6citos profasicos e
odcitos pré-vitelogénicos. Feixes
musculares, amplos vasos
sanguineos, parede ovariana espessa
e/ou atresia gama, delta podem estar

presentes.

Lamen dos lébulos pequenos ou
inexistentes. Proliferacéo de
espermatogonias primarias,
ocasionalmente secundarias, por todo
testiculo. Espermatozoides residuais
estdo ocasionalmente presentes no
Iimen dos Iébulos e ducto

espermatico.

Legenda: Descricdo geral das fases dos ciclos reprodutivos em peixes. O tempo de cada fase é espécie-dependente.

Anteriormente, esquemas da classificacdo histologica desenvolvida de espécies individuais podem ser adicionados

como subfases dentro de cada fase definida. Alguns critérios listados para as fases podem variar dependendo da

espécie, estratégia reprodutiva ou temperatura da agua.

Fonte: Gulf Cost Research Laboratory- http://www.usm.edu/gcrl/research/gonadal_terminology.php

by N.J. Brown-Peterson®”, S.K. Lowerre-Barbieri®, B.J. Macewicz®, F.Saborido-Rey*, J. Tomkiewicz®,
and D.M. Wyanski®.

"Department of Coastal Sciences, University of Southern Mississippi, Ocean Springs, MS 39564; “Fish and Wildlife Research
Institute, Florida Fish and Wildlife Conservation Commission, St. Petersburg, FL 33701;%Southwest Fisheries Science Center,
National Marine Fisheries Service, La Jolla, CA 92037; “Instituto de Investigaciones Marinas, ¢c/Educado Cabello, Vigo, Spain;
*Technical University of Denmark, Danish Institute for Fisheries Research, Charlottenlund, Denmark; *Marine Resources Research
Institute, South Carolina Department of Natural Resources, Charleston, SC 29422; “Order of authorship is alphabetical. Presented at
JMIH (ASIH) conference July 2007 and AFS conference, September 2007and at FRESH conference June 2009.

6. A caracterizacdo histoldgica das classes/fases reprodutivas
A caracterizacdo das classes/fases reprodutivas tem por base os estagios do

desenvolvimento oocitario e da espermatogénese. Nos Ultimos anos com a adicdo

13



sistematica de novas informagdes a visdo tanto da oogénese como da espermatogénese

tem se ampliado consideravelmente.

6.1. A oogénese

No epitélio germinativo, a proliferacdo das oogonias da origem a ninhos de
células germinativas que se projetam em direcdo ao estroma ovariano. Ninhos e epitélio
sdo suportados pela mesma membrana basal que os separa do estroma (Grier, 2000).
Células somaticas derivadas do epitelio invadem os ninhos e envolvem as oogdnias
separando-as umas das outras e formando estruturas fechadas, os cistos. Dentro dos
cistos as oogonias dividem-se por mitose e entram em meiose (Mazzoni et al., 2010;
Quagio-Grassiotto et al., aceito). A formacao de cistos, contendo células conectadas por
pontes citoplasmaticas em desenvolvimento sincrénico, nas etapas iniciais do
desenvolvimento das celulas germinativas iniciais nas fémeas, vem sendo relatada em
varias espécies animais desde insetos até mamiferos (veja revisdo em Spradling, 1993;
Pepling et al., 1999; Pepling, 2006). Cistos contendo oogonias e cistos contendo
o6citos, em geral co-ocorrem num mesmo ninho (Mazzoni et al., 2010; Quagio-
Grassiotto et al., aceito). Ao final do paquiteno, processos citoplasmaticos das células
somaticas que envolvem os cistos, denominadas de células pré-foliculares, avangam por
entre 0s o0citos, individualizando-os (Matova e Cooley, 2001; Quagio-Grassiotto et al.,
aceito). Coincidindo com a paralisagdo da meiose, os od6citos diploténicos recém
individualizados, ainda nos ninhos, entram em crescimento primario (ver revisdo em
Grier et al., 2009). Ao mesmo tempo as células pré-foliculares sintetizam a membrana
basal que as suporta e que é continua com a membrana basal do epitélio (Franga et al.,
in press). Conforme a membrana basal é sintetizada os foliculos ovarianos em formacéo
deixam os ninhos (Grier et al., 2009; Franca et al., in press; Mazzoni et al., 2010;
Quagio-Grassiotto et al., aceito). O foliculo permanece conectado ao epitélio
germinativo uma vez que ambos compartilham uma por¢do comum da membrana basal.
Ao término da foliculogénese, o foliculo ovariano recém formado é constituido pelo
odcito circundado pelas células foliculares que se apoiam na membrana basal. Células
oriundas do estroma circundam o foliculo ovariano exceto na regido de
compartilhamento da membrana basal formando a teca. O odcito envolto pelas células
foliculares, a membrana basal e a teca formam o complexo folicular (Grier et al., 2009;
Franca et al., in press; Mazzoni et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., aceito). Estes
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eventos em seu conjunto compreendem a foliculogénese (veja revisdo em Le Menn et
al., 2007; Grier et al., 2009).

O desenvolvimento do odcito ocorre dentro do complexo folicular e compreende
0s estagios de crescimento primario e secundario, maturacdo e ovulacdo (Grier et al.,
2009). Os crescimentos primario e secundario sdo também conhecidos como estagios
pré-vitelogénico e vitelogénico (Tyler e Sumpter, 1996; Patifio e Sullivan, 2002; Grier
et al., 2009). Durante o periodo pré-vitelogénico, uma grande quantidade de RNA
acumula-se no citoplasma, as organelas membranosas proliferam, a zona pellcida é
formada e em muitas espécies, principalmente aquelas que liberam os ovos na agua
salgada, aparecem gotas de lipidio ao redor do nucleo. Os precursores dos alvéolos
corticais iniciam sua formacdo que se completa ao final do periodo pré-vitelogénico
(Selman e Wallace, 1989).

A progressiva deposicdo de vitelo e o espessamento da zona pelucida
caracterizam a vitelogénese ou crescimento secundario (Selman e Wallace, 1989;
Wallace e Selman, 1990). Durante o crescimento secundario, a vitelogenina sintetizada
pelo figado e liberada na circulacdo sanguinea, é incorporada pelo o6cito e da origem
aos globulos de vitelo (veja revisdo em Patifio e Sullivan, 2002; Le Menn et al., 2007;
Grier et al., 2009). A vitelogénese progride até que o 00cito esteja completamente
desenvolvido e o ooplasma preenchido pelos glébulos de vitelo. Ao término do
desenvolvimento secundério o odcito entra em maturag&o.

A maturacdo é caracterizada pela migracdo do nucleo ou vesicula germinativa
em direcdo ao polo animal, onde a micrépila esta localizada, pela quebra da vesicula
germinativa, ou seja, pela fragmentac&o do envoltério nuclear e, retomada da meiose.

Durante a maturacdo na maioria das espécies marinhas, as gotas de lipidio
formadas durante os crescimentos primario e secundario fundem-se progressivamente
em um Unico e grande globulo. Nas espécies com ovos pelagicos os glébulos de vitelo
também fundem-se precedendo a ovulacdo, o vitelo é hidrolisado e devido a forca
osmética dos aminoacidos livres, hidrata (veja revisdo em Patifio e Sullivan, 2002; Le
Menn et al., 2007; Grier et al., 2009). Nas espécies com ovos bentdnicos a hidrélise do
vitelo é limitada e consequentemente a hidratacdo do vitelo é mais discreta (LaFleur et
al., 2005).

A owvulacdo pode entdo ocorrer, com o odcito sendo liberado do interior do
complexo folicular para o lumen ovariano (ver Patifio e Sullivan, 2002; Grier et al.,
2009).
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6.2. A espermatogénese

A espermatogénese compreende uma sequéncia de eventos morfo-funcionais
atraves dos quais as espermatogonias transformam-se em espermatozoides aptos para a
fertilizacdo. Nos peixes Teleostei as espermatogonias destinadas a espermatogénese sao
envoltas individualmente por processos citoplasmaticos das células de Sertoli. A
producdo das células gaméticas masculinas ocorre, portanto, no interior dos cistos, no
epitélio germinativo que reveste o compartimento seminifero dos testiculos. Dentro de
um mesmo cisto o desenvolvimento é sincronico (veja revisao em Grier e Uribe-
Aranzabal, 2009; No6brega et al., 2009; Schultz et al., 2010).

Nos cistos as espermatogonias proliferam, e ao entrarem em meiose dao origem
aos espermatocitos | 0s quais por sua vez, com a progressdo da meiose, dao origem aos
espermatocitos Il. O término da meiose resulta na formacdo das espermétides que em
geral completam a sua diferenciacdo no interior dos cistos. Ao final da espermiogénese
0s cistos abrem-se e 0s espermatozoides sdo liberados no compartimento luminal dos
testiculos (veja revisdo em Grier e Uribe-Aranzabal, 2009; Nébrega et al., 2009; Schultz
et al., 2010).

A espermatogénese pode, no entanto, ser semi-cistica, com as células
germinativas sendo liberadas dos cistos ainda em meiose ou o final da sua segunda
divisdo. Nesse caso a espermiogénese se completa no compartimento luminal dos
testiculos (Lahnsteiner e Patzner, 1990; Mattei et al., 1993; Mundz et al., 2002; Burns et
al., 2009).

Embora os espermatozdides intratesticulares sejam células terminais quanto a
forma, em algumas espécies eles ainda ndo sdo capazes de fertilizar os ovos. A
aquisicdo de motilidade e da capacidade fecundante, em geral, ocorre na passagem pelo
ducto espermatico e envolve alteracbes de natureza fisiolégicas e ndo morfoldgicas,
transformando os gametas ndo funcionais em espermatozdides maduros com capacidade
fecundante (Miura e Miura, 2003).

7. Os modelos biolégicos

Como representante dos Ostariophysi e para efeitos comparativos tomou-se no
presente estudo uma espécie de Characiformes pertencentes a familia Anostomidae,
Schizodon nasutus (o ximboré) e como modelo dos Perciformes uma espécie

pertencente a familia Sciaenidae, Plagioscion squamosissimus (a curvina branca).
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Schizodon nasutus, é relatado como tendo desova parcelada concentrada no
periodo chuvoso, ndo realiza migracbes (Nakatani et al.,, 2001), alimenta-se
principalmente de material vegetal (Teixeira e Bennemann, 2007) e vive em ambientes
bento pelagicos (Riede, 2004).

Plagioscion squamosissimus € uma espécie de ambientes Iénticos, endémicas de
agua doce da América do Sul (Reis et al., 2003), tem desova parcelada e periodo
reprodutivo concentrado no periodo chuvoso, apesar de seus ovos e larvas serem
encontrados ao logo de todo o ano, ndo € migradora e ndo apresenta cuidado parental,
séo piscivoras, comercialmente importantes e exploradas na pesca esportiva (Reis et al.,
2003; Lowe-McConnel, 1999).
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Objetivos




Decorrente do aqui exposto e numa diferente abordagem do ciclo reprodutivo
dos Ostariophysi, principalmente comparados aos Perciformes, alguns questionamentos
afloram. Que tipo de informacdes adicionais a microscopia de luz de alta resolucéo pode
nos oferecer além daquelas decorrentes dos estudos sobre a dindmica da reproducéo das
espécies? Qual o periodo do ciclo em a reposicdo efetiva das células germinativas
ocorre? Considerando o epitélio germinativo, como evolui a producdo de gametas nos
machos e nas fémeas dos Ostariophysi pertencentes a diferentes ordens e com diferentes
taticas reprodutivas quando comparados aos Perciformes? Como entender o ciclo

reprodutivo dos machos nem sempre consonantes aos das fémeas?

Com base nas proposicOes expostas e, na tentativa de responder algumas dessas

intrigantes questdes, pretende-se aqui:

(1) analisar as caracteristicas histoloégicas das go6nadas durante o ciclo
reprodutivo de fémeas e machos de Schizodon nasutus e Plagioscion squamosissimus,
sua correlagdo com o Indice Gonadossomatico, na tentativa de compatibilizar as
dissonancias sempre existentes entre as classificacdes macroscdpicas e a verificacdo
microscopica do estado de desenvolvimento seja dos ovarios ou dos testiculos;

(2) tecer um paralelo entre a classificacdo de Vazzoler (1996) para as fases
reprodutivas das fémeas e machos e as classificacbes propostas por Grier e
colaboradores (Taylor et al., 1998; Brown Peterson et al., 2002; Grier, 2002) e também
para a proposta de Brown-Peterson e seus colaboradores (2007, 2009);

(3) descrever a microscopia de luz os eventos iniciais da foliculogénese;

(4) determinar ao longo do ciclo reprodutivo, a fase em que a proliferacdo das
células somaticas e germinativas e consequentemente a foliculogénese, é mais intensa;

(5) analisar o desenvolvimento oocitario de Schizodon nasutus e Plagioscion
squamosissimus com intuito de se obter um esquema representativo da oogénese nos
Teleostei mais basais que permita a sua distincdo em relacdo aos esquemas hoje
existentes para 0s grupos mais derivados, como os Perciformes, notadamente os

Neotropicais.
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Material e Meétodos




1. Os espécimes analisados

Foram analisadas gbnadas de espécimes adultos de Schizodon nasutus e
Plagioscion squamosissimus num total de 50 fémeas e 30 machos de cada espécie,
coletadas mensalmente durante 12 meses consecutivos no periodo compreendido entre
aos anos de 1996 e 1997 para 0s animais da espécie Plagioscion squamosissimus e
individuos coletados entre os anos 1997 e 1998 para a espécie Schizodon nasutus. Este
material ja foi objeto de analise segundo os moldes tradicionais e constam do acervo de
réplicas existente no Laboratorio de Biologia da Reproducdo em Peixes Neotropicais do
Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu/UNESP. Portanto,
dispbe-se da classificacdo macroscopica das gbnadas, bem como do registro dos dados
biométricos. Os procedimentos realizados estdo de acordo com o Comité de Etica
Animal do Instituto de Biociéncias de Botucatu (anexo 1).

2. Obtencdo de dados biométricos
Para cada animal foram registrados o comprimento-total (L;), que é a distancia,
em centimetros, entre o focinho e o pedinculo caudal, o peso total (W), € 0 peso da
gonada (Wg) em gramas. O comprimento-total, em centimetros, foi obtido com auxilio
de ictiometro. O peso foi determinado em balanca de precisdo com sensibilidade de
0,01g. Os dados biométricos obtidos foram utilizados para calcular o indice
gonadossomatico (IGS). O indice gonadossomatico (percentagem que as gbnadas
representam do peso total do individuo), assim como o indice gonadal (que expressa a
relacdo entre o peso das gbnadas e o comprimento total do individuo elevado a poténcia
b), é utilizado como um indicador do estado funcional das gbnadas (Vazzoler, 1996).
O indice gonadossomatico é calculado pela formula 1IGS = Wy/ W; x 100, onde:
IGS= indice gonadossomatico; Wy = peso da gbnada; W; = peso total
Os dados obtidos ao longo de todo o periodo reprodutivo foram analisados pelo
método de ANOVA one-way (andlise de variancia), e as comparaces multipareadas

pelo teste t de Student.

3. Contagem de células e Area ovariana
A contagem de células, bem como a area ovariana ocupada pelos diferentes tipos
de células germinativas femininas foi realizada por &rea histoldgica de tecido gonadal.

Para todos os animais analisados, padronizou-se uma &rea ovariana de 0,25cm?. A area
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ocupada pelas células germinativas foi calculada a partir do software Image J. (NIH
Image - Machintoch) e convertida em frequéncia.

Os dados obtidos para as frequéncias foram analisados através do método
estatistico de Kruskal-Wallis, e as comparacdes multipareadas pelo teste de Dunn’s. A
analise estatistica foi feita através do programa estatistico R, sendo considerada
significativa a diferenga, para valores de p menor ou igual a 5% (p<0,05).

4. Preparacdo do material para a microscopia de luz

Para microscopia de luz, as gbnadas dos animais fixadas em solucdo de
glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampéo Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo
menos 24 horas, foram desidratadas em uma série crescente de alcool (70% por 2 horas;
95% por no maximo 4 horas), infiltradas e incluidas em resina Leica. Cortes
longitudinais com 3um de espessura, obtidos com navalhas de vidro foram corados com
Hematoxilina Férrica/Eosina, Azul de Toluidina-Bérax e PAS+Hematoxilina+Metanil
Yellow (Quintero-Hunter et al., 1991).

5. Correspondéncias das denominacdes utilizadas para as fases reprodutivas

As tabelas abaixo foram utilizadas comparativamente, constituindo um recurso
para o entendimento da construgdo de cada etapa do ciclo reprodutivo propostos pelos
diferentes autores, permitindo assim sua aplicacdo nos animais aqui analisados. Assim,
a partir da classificagdo proposta por Brown-Peterson e colaboradores (2009),
determinou-se as fases reprodutivas para os ovarios e testiculos de Plagioscion
squamosissimus e Schizodon nasutus. As tabelas foram aqui transcritas para facilitar a
compreensdo das propostas feitas pelos diferentes autores, em carater comparativo:
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Propostas das etapas do ciclo reprodutivo para as fémeas de Teleostei:

Vazzoler (1996)

Taylor et al. (1998)

Brown-Peterson et al. (2009)

caracterizacdo

caracterizacdo

caracterizacdo

ESTADIOS AN CLASSES AN FASES AN
histoldgica histoldgica histoldgica
. Oogobnias
Ninh o
NInnes e oécitos
o0citos pré- . . , .
Imaturo vitelogénicos Regredida 0OCItos pre- Imaturo profasicos e
- (estogue de Regredida vitelogénicos odcitos em
q crescimento
reserva) R
primario
Células Odcitos com Odcitos em
L deposicao de crescimento
germinativas lioidi L
. x ipidio, primario,
jovens e Maturacao ] Em ,
Repouso - . alvéolos . alvéolos
odcitos do inicial C desenvolvimento .
estoque de c_ortl_cals e c_ortlpals e
inicio de inicio de
reserva . " . .
vitelogénese vitelogénese
Odcitos em
Odcitos do Odcitos em vitelogénese
estoque de x vitelogénese, intermediaria
Em g Maturacao g Apto a Desovar .
maturacio reserva e intermediaria com_grande e final,
maturacao oocitosem |~ | quantidade de foliculos
vitelogénese vitelo atrésicos e
POCs
Odcitos com . .
. vitelogénese .OOC'IOS
Obcitos com Maturacéo completa e Desova Ativa hidratados,
Maduro vitelogénese Maracao P = foliculos
completa final fnicleo atrésicos e
migrando, e POCs recentes
POCs
Foliculos .
atrésicos Foliculos
o Foliculos x atrésicos,
POCs, ninhos x L. Regressdo L.
Esgotado e 06Citos do Regressao atrésicos e o6citos menos
astoque de POCs desenvolvidos,
g POCs
reserva
Oogonias,
o6citos
proféasicos e
) ) i Em Regeneracdo em
crescimento
primario,
foliculos
atrésicos
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Propostas das etapas do ciclo reprodutivo para os machos de Teleostei:

Classificacfes tradicionais Grier & Taylor (1998) Brown-Peterson et al. (2009)
< racterizaca racterizaca racterizaca
ESTADIOS | Caracterizacao | o nqqpg | cCaracterizacao FASES caracterizacao
histoldgica histoldgica histoldgica
Espermatogbnias Epitélio germinativo espermatogdnias
permatog . continuo, formado Imaturo perma g
Repouso e células de Regredida o — primarias; sem
; por espermatogonias ;
Sertoli ) - lumen
e células de Sertoli
Epitélio
Cistos de - _— ge[mln.atl-vo
N Epitélio germinativo continuo; cistos
espermatogonias, . :
eSDErMatoitos e continuo com cistos de
Em epsperméti des: Maturacédo de espermatocitos e Em espermatogonias,
maturacao pequena ' inicial de espermatides; desenvolvimento | espermatdcitos,
: inicio da espermatides;
quantidade de . N
. espermiacéo Auséncia de
espermatozodides e
espermatozoides
no limen
Epitélio
Grande germinativo
quantidade de continuo ou
espermatozaides; Epitélio germinativo descontinuo;
auséncia de x varia de continuo espermatozdides
X - p e
Maduro cistos de ir%??_?i (na periferia) a Apto a Desovar no limen; cistos
espermatocitos e Intermediaria descontinuo de todos os
espermatides; (proximo ao ducto) estagios da
espermatogonias espermatogénese
isoladas ao longo do
testiculo
Epitélio
germinativo
continuo ou
Espermatozoides Predominéncia do descontinuo;
residuais; limen x epitélio : espermatozdides
Esgotado vazioe %@ descontinuo; Desova Ativa no limen; cistos
espermatogonias Tinal estocagem de de todos os
primarias espermatozoides estagios da
espermatogénese
ao longo do
testiculo
Epitélio germinativo Espermatozéides
descontinuo, cistos L
. residuais no
dispersos e em , o
d x Iimen; cistos de
egeneracao, espermatides
x Oi Regressa
) i Reqressio esp_ermqtozmdes egressao amplamente
REQressao residuais na luz, .
. x espalhados;
proliferacéo de : ~
A proliferacdo e
espermatogonias e ~
regeneracéo
presenca de centros :
L espermatogonial
melanomacrofagicos
Auséncia de
cistos; limen
i i i i Em Regeneragdo pequeno ou
inexistente;

proliferacéo de
espermatogonias
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Resultados




1. Fémeas
1.1. Estrutura ovariana em Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus

Os ovarios das espécies estudadas sdo Orgaos pares, de formato alongado,
localizados dorsalmente na cavidade abdominal. Estdo presos a parede dorsal desta
cavidade por uma fina membrana de tecido conjuntivo — 0 mesovario.

Séao revestidos pela tunica albuginea, constituida de tecido conjuntivo. A tunica
albuginea emite septos para o limen ovariano, delimitando as lamelas ovigeras.

Cada um dos ovarios apresenta um limen ovariano. As extremidades caudais
dos ovérios afilam-se gradativamente constituindo o gonoducto ovariano, continuo ao
limen, que se comunica com o exterior através da papila urogenital, caracterizando um
ovario do tipo cisto-ovario.

Durante o ciclo reprodutivo, os ovarios sofrem notaveis alteragdes na coloracéo,
tamanho, volume e irrigacdo sanguinea. Mostrando-se reduzidos e transltcidos, quando
imaturos, e esbranquicados ou amarelados de acordo com a fase reprodutiva na qual se

encontram.

1.2. Foliculogénese em Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus

Tanto em Schizodon nasutus como em Plagioscion squamosissimus o epitélio
germinativo feminino ao longo das lamelas ovigeras é formado por células sométicas e
germinativas dispostas de forma descontinua, sobre uma membrana basal (Fig. 2a). As
células germinativas, oogonias, sofrem mitose, auto renovam-se e permanecem como
células da linhagem tronco, sendo as precursoras de todas as células germinativas do
ovario.

Existem dois tipos de oog6nias, as indiferenciadas, com nucleo ovalado,
cromatina moderadamente condensada, nucléolo discreto e pouca nuage. Essas células
sofrem mitose e formam ninhos (Fig. 2b), delimitados pelas células pré-foliculares. As
oogonias presentes nos ninhos diferenciam-se ficando maiores, com ndcleo esférico e
volumoso, nucléolo distinto e aumento na presenca de nuage. Processos citoplasmaticos
das células pré-foliculares envolvem as oogénias, individualizando-as (Fig. 1a; 2c).

Essas oogonias, individualizadas, passam a ser chamadas de oogobnias
diferenciadas. Sofrem mitose (Fig. 2d) e originam aglomerados de o0og0nias
diferenciadas, chamados de cistos. No interior dos cistos as oogbnias entram em meiose

e passam a ser chamadas de 00citos.
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Os oocitos iniciais, proféasicos, tém nacleos com padrbes distintos de
organizacdo da cromatina, dependendo em que etapa da préfase meiotica se encontram,
sendo que no cisto, o desenvolvimento ocorre de forma sincrénica, ou seja, todas as
células de um mesmo cisto estdo na mesma fase.

Os oocitos podem ser distinguidos por seus padrfes de organizacdo da
cromatina. Odcitos leptoténicos tém nucleo fortemente basofilico, com nucléolo
evidente (Fig. 1b; 2e). Com o avanco da préfase, a basofilia nuclear € progressivamente
perdida. Com a formacéo inicial dos complexos sinaptonémicos e o pareamento dos
cromossomos homologos, a cromatina nuclear torna-se granular, caracterizando o
o6cito zigoténico (Fig. 1c-d; 2f). Os complexos sinaptonémicos estdo completamente
formados no paquiteno, quando os cromossomos bivalentes podem ser distinguidos
(Fig. 2g). No paquiteno tardio a desmontagem do complexo sinaptonémico é iniciada e
0s cromossomos retraem-se dentro do envelope nuclear (Fig. 1le). A entrada em
dipléteno inicial, e a parada meidtica subsequente, é detectada pela desmontagem dos
complexos sinaptonémicos (Fig. 1f), a aparéncia de um nucléolo distinto (Fig. 2h) e o
aparecimento posterior de uma condensacao perinuclear de rRNA, que forma um anel
basofilico associado com o envelope nuclear (Fig. 2i). As células epiteliais pré-
foliculares invadem os cistos contendo odcitos em paquiteno tardio, individualizando-os
e assim, iniciando a formacdo de foliculos (Fig. 1g). O foliculo formado é constituido
pelo odcito diploténico inicial envolto pela zona pelicida (em formacdo), células
foliculares e membrana basal. Uma vez organizada a teca, ao redor da membrana basal

do foliculo, tem-se o final da formacéo do complexo folicular.

1.3. Desenvolvimento folicular
1.3.1. Desenvolvimento folicular em Schizodon nasutus

A entrada do o6cito em crescimento primario € sinalizada pelo aumento da
basofilia citoplasmética, e pode ser iniciada ainda dentro dos ninhos. Os o006citos
interrompem a meiose, permanecendo em diploteno da profase | e deixam os ninhos. Os
foliculos ovarianos estdo formados, compostos pelo odcito diploténico rodeado por
células foliculares que repousam sobre a membrana basal. Esta os mantém ligados ao
epitélio germinativo.

Durante o crescimento primario ocorre a producdo de multiplos nucléolos (Fig.
3a) que gradativamente orientam-se em posicdo perinuclear (Fig. 3b), o citoplasma

torna-se gradativamente mais basofilico e o nicleo, que possuia contorno regular, torna-
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se irregular e cheio de reentrancias (Fig. 3c). Celulas mesenquimais envolvem os
foliculos constituindo a teca.

Ao fim do crescimento primério, a zona pellcida, camada acelular, € sintetizada
entre 0 oocito e as celulas foliculares. De natureza quimica polissacaridica, a zona
pellcida, nesta etapa do desenvolvimento folicular, responde positivamente ao PAS e
apresenta-se em uma Unica camada (Fig. 3c). O complexo folicular estd formado. O
00cito encontra-se agora envolto pela zona peltcida, células foliculares pavimentosas,
membrana basal e células da teca, oriundas do estroma ovariano.

Como ultimo evento do crescimento primario, tem-se a formagdo dos alvéolos
corticais (Fig. 3d), inicialmente dispersos pelo citoplasma do odcito como pequenas
vesiculas que ao longo do desenvolvimento oocitario tornam-se maiores e passam a se
localizar perifericamente. Os alvéolos corticais ndo respondem ao PAS e coram-se
fracamente com Azul de Toluidina, indicando a presenca de polissacarideos acidos.

Inicia-se 0 crescimento secundario, caracterizado pelo inicio da vitelogénese
(Fig. 3e). Nesta etapa 0 odcito incorpora vitelogenina, que serd utilizada na formagéo
dos granulos de vitelo. Assim o o6cito aumenta bruscamente de tamanho e os alvéolos
corticais s@o deslocados para a sua periferia (Fig. 3f). Concomitantemente a membrana
basal vai se espessando e torna-se visivel a microscopia de luz, apresentando resposta
positiva ao PAS, dado sua natureza glicoprotéica.

A deposicdo de granulos de vitelo é gradual. Inicialmente o odcito apresenta
pouca quantidade de grénulos de vitelo, encontrando-se numa etapa de vitelogénese
inicial (Fig. 3e). Com o aumento de granulos de vitelo, o o6cito em vitelogénese
intermediaria (Fig. 3f) apresenta metade da area citoplasmatica preenchida por granulos
de vitelo. Ao final da vitelogénese, os granulos de vitelo passam a ocupar
completamente todo o citoplasma, caracterizando o odcito em vitelogénese final (Fig.
30). Os granulos de vitelo coram-se pela eosina, comprovando sua natureza protéica.

Durante o crescimento secundario, as células foliculares tornam-se cubicas e a
zona pellcida, mais espessa, diferencia-se em duas camadas. A camada mais interna,
junto ao odcito, apresenta coloracdo alaranjada quando corada com Metanil Yellow,
sendo, portanto, constituida por glicoproteinas. A camada mais externa, rica em
polissacarideos neutros, é PAS positiva e é formada por estruturas globulares (Fig. 3h).

Com o término da vitelogénese, na qual o vitelo € totalmente incorporado, tem-
se a maturacdo do odcito. O nucleo, até entdo central, retoma a meiose e migra para a

periferia do odcito (Fig. 3i), localizando-se proximo a micrépila (Fig. 3j). Apos a
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maturacao, o oocito envolto pela zona pelicida ¢ liberado do ovario, porém as células
foliculares e tecais, bem como a membrana basal, permanecem conectadas ao epitélio
germinativo, numa estrutura conhecida como complexo pés-ovulatério (Fig. 3k). Nao
ha evidéncias de que ocorra fusdo dos grénulos do vitelo em nenhuma das etapas do

desenvolvimento folicular.

1.3.2. Desenvolvimento folicular em Plagioscion squamosissimus

O desenvolvimento folicular em Plagioscion squamosissimus é bastante
semelhante a Schizodon nasutus.

As células germinativas sofrem os mesmos processos de proliferacdo e
diferenciacdo celular até a entrada do odcito em crescimento primario. Inicialmente o
o0cito em crescimento primério apresenta um unico nucléolo (Fig. 3a), entdo passa a
ter maltiplos nucléolos (Fig. 3b’), que gradativamente orientam-se em posicdo
perinuclear (Fig. 3c’). A incorporacgdo e acumulo de substancias no citoplasma, durante
0 crescimento primario e secundario da-se da mesma forma. Porém, tem-se o acimulo
gradual de goticulas de gordura no citoplasma do odcito, proximo ao nucleo, que pode
ser iniciado anteriormente (Fig. 3d’), posteriormente (Fig. 3€’) ou concomitantemente
(Fig. 3f") a formacdo dos alvéolos corticais.

Durante a vitelogénese (Fig. 3g'-i’), as goticulas de gordura permanecem
individualizadas e distribuem-se por todo o citoplasma, colocando-se entre os granulos
de vitelo. Os alvéolos corticais permanecem na periferia do odcito como vesiculas
citoplasmaticas que ndo se coram com PAS.

Ao longo de todo o desenvolvimento folicular, a zona pelucida mostra-se em
uma Unica camada bastante delgada, PAS positiva (Fig. 3j’). As células foliculares
mantém-se pavimentosas até o final do crescimento secundario (Fig. 3j’).

Ocorre a maturagéo do odcito, o nicleo migra para a periferia (Fig. 3k™; m'),
préximo a micrépila (Fig. 3I'). Em Plagioscion squamosissimus, ndo foram observados
complexos po6s-ovulatorios.

Em alguns animais, foram obervados foliculos atrésicos, que se apresentavam
em estagio de degeneracdo, com formato irregular, deformacdo da zona pellcida e
desorganizacdo dos granulos de vitelo. As células foliculares, muitas vezes,
apresentavam-se hipertrofiadas. Ao redor desses foliculos, ha uma grande quantidade de

macrdfagos, constituindo os centros melanomacrofégicos.
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Uma proposta comparativa entre o desenvolvimento oocitario de Schizodon

nasutus e Plagioscion squamossisimus pode ser observado na figura 4.

1.4. Anélise macroscépica das génadas e sua equivaléncia nas fases reprodutivas

As gobnadas femininas de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus
foram classificadas macroscopicamente, no momento da dissec¢do, em quatro estadios,
correspondentes aos propostos por Vazzoler (1996).

Estadio | — Imaturo-Repouso: as go6nadas sdo pequenas, filamentosas,
translicidas e ndo se observam od6citos a olho nu. N&o ha sinais de vascularizagdo ou
estas sdo reduzidas.

Estadio Il —em Maturacdo: os ovarios sao maiores e vascularizados. A olho nu
notam-se pequenos e médios 00citos.

Estadio 111 — Maduro: os ovarios apresentam-se tdrgidos e ocupam grande parte
da cavidade abdominal. Sdo opacos ou amarelados, sendo possivel observar a olho nu
um grande nimero de 00citos.

Estadio IV — Esgotado: os ovarios sao flacidos, de tamanho relativamente
grande, mas pouco volumosos. Os poucos 00citos observados sdo esbranquicados
estando em estado de absorgdo. E caracterizado principalmente pela presenca de zonas
hemorragicas.

Os ovarios assim classificados macroscopicamente foram analisados a
microscopia de luz para deteccdo das fases reprodutivas a partir de dados histoldgicos
(Tabela I e 1I).

Para determinar as fases reprodutivas, os ovarios das fémeas de Plagioscion
squamosissimus e Schizodon nasutus foram classificados histologicamente segundo a
proposta de Brown-Peterson e colaboradores (2009) de acordo com as frequéncias dos
tipos de odcitos presentes nas lamelas ovigeras.

1.5. Analise macroscépica versus analise microscopica para Schizodon nasutus

Para Schizodon nasutus, a associacdo dos dados obtidos a partir das analises
macroscopicas e microscopicas (Tabela I, Fig. 1) mostrou que todas as gbnadas
classificadas macroscopicamente como Imaturas e Repouso, apresentavam
caracteristicas histoldgicas correspondentes as gbnadas imaturas (100%). Das gbnadas
consideradas macroscopicamente Em maturagdo, 65,21% correspondiam a gbdnadas
imaturas, 21,76% a gbnadas em fase de Desenvolvimento e 13,03% & fase Apto a
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Desovar. Ja os ovarios considerados Maduros, foram classificados histologicamente
como Apto a Desovar (66,66%) e Desova Ativa (33,34%). Ovarios em estadio Esgotado

mostraram-se em fase de Desenvolvimento (80,07%) e Apto a Desovar (19,93%)

Tabela I: Frequéncia das fases reprodutivas por estadio de desenvolvimento gonadal.
Anélise comparativa dos dados macroscépicos e microscopicos das gbnadas femininas

de Schizodon nasutus.

Analise Macroscopica Fase Reprodutiva Analise Histologica
Oogonias, odcitos
Imaturo - Repouso Imaturo (100%) profésicos e o6citos em

crescimento primario
Oogonias, odcitos
Imaturo (65,21%) profasicos e oécitos em
crescimento primario
Odcitos em crescimento
primario, alvéolos
corticais e inicio de
vitelogénese
Odcitos em vitelogénese
intermediaria e final,
foliculos atrésicos e
POCs
Odcitos em vitelogénese

intermediéria e final,
Apto a Desovar (66,66%) foliculos atrésicos e

Maduro POCs
Odcitos hidratados,

Desova Ativa (33,34%) foliculos atrésicos e
POCs recentes
Odcitos em crescimento
primario, alvéolos
corticais e inicio de
vitelogénese
Esgotado Odcitos em vitelogénese

intermediaria e final

0 H

Apto a Desovar (19,93%) foliculos atrésicos e
POCs

i 0
Em maturacio Desenvolvimento (21,76%)

Apto a Desovar (13,03%)

Desenvolvimento (80,07%)
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0 O Desova ativa
- 100% O Apto a desovar
2 80% B Em desenvolvimento
-3 @ Imaturo
o 60%
S
o 40%
%
@  20%
L
0% T . T .
Imaturo / Em maturacao Maduro Esgotado
Repouso
Analise macroscépica

Figura |: Frequéncia das fases reprodutivas por estadio de desenvolvimento gonadal

ao longo do ciclo reprodutivo de Schizodon nasutus.

1.6. Analise macroscépica versus andlise microscopica para Plagioscion
sgquamosissimus

Em  Plagioscion squamosissimus, 0s ovarios foram classificados
macroscopicamente como Imaturo—Repouso, Em Maturacdo e Maduro. Porém, as
analises histologicas mostraram que esses trés tipos de estadios gonadais correspondiam
a gbnadas imaturas ou a gbnadas em fase Em Regeneragdo (Tabela 11, Fig. I1).
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Tabela Il: Frequéncia das fases reprodutivas por estadio de desenvolvimento gonadal.

Anélise comparativa dos dados macroscépicos e microscopicos das gbnadas femininas

de Plagioscion squamosissimus.

Analise Macroscopica

Fase Reprodutiva

Analise Histologica

Imaturo - Repouso

Imaturo (70%)

Oogonias, obcitos profasicos
e odcitos em crescimento
primario

Em Regeneracéo (30%)

Oogonias, obcitos profasicos,
o0citos em crescimento
primario, foliculos atrésicos,
capsula espessa e macrofagos

Em maturacéo

Imaturo (40%)

Oogonias, odcitos profasicos
e odcitos em crescimento
primario

Em Regeneracéo (60%)

Oogonias, obcitos profasicos,
o0citos em crescimento
primario, foliculos atrésicos,
capsula espessa e macrofagos

Imaturo (10%)

Oogonias, oocitos profasicos
e odcitos em crescimento
primario

Maduro Oogonias, obcitos profasicos,
x odcitos em crescimento
0
Em Regeneragao (90%) primario, foliculos atrésicos,
capsula espessa e macrofagos
B Emregeneracéo
s 100% generag
= B Imaturo
o
o 60%
o
o 40%
o 20%
©
L 0%
Imaturo / Em Maduro
Repouso maturacao
Andlise macroscoépica
Figura 11: Frequéncia das fases reprodutivas por estadio de desenvolvimento

gonadal ao longo do ciclo reprodutivo de Plagioscion squamosissimus.
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1.7. Caracterizacdo morfoldgica das fases reprodutivas
1.7.1. Plagioscion squamosissimus

Para a espécie Plagioscion squamosissimus, foram analisados 51 individuos, no
periodo de agosto de 1996 a junho de 1997. Durante esse periodo, foram encontrados
apenas ovarios Imaturos e ovarios correspondentes a fase reprodutiva Em Regeneracéo.
Por este motivo, o ciclo reprodutivo de Plagioscion squamosissimus ndo pode ser
descrito no periodo estudado.

Os ovarios imaturos (Fig. 5a) de Plagioscion sgquamosissimus apresentam
grande quantidade de ninhos de oogonias (Fig. 5¢) e ninhos de odcitos profasicos,
principalmente odcitos leptoténicos. Os ninhos de oogbnias ocupam uma area ovariana
equivalente & 2,12% da &rea total analisada (0,25cm?), enquanto que os ninhos de
odcitos profasicos, 1,79% (Fig. I11). Além desses, todas as outras células germinativas
encontradas sdo odcitos em crescimento primario (Fig. 5b), que ocupam 96,09%. Nao
ha odcitos em crescimento secundario, foliculos atrésicos ou complexos pos-
ovulatérios.

Os ovéarios Em Regeneracao (Fig. 5d) sdo histologicamente bastante semelhantes
aos ovarios Imaturos, porém apresentam aglomerados de macrofagos (Fig. 5e), alguns
foliculos atrésicos (Fig. 5g) e a capsula ovariana, formada pela tanica albuginea, é
bastante espessa, quando comparada as capsulas dos ovarios Imaturos (Fig. 5f). Além
disso, esses ovarios apresentam grande quantidade de ninhos de oog6nias (1,98% da
area ovariana) e ninhos de oocitos profasicos (2,31%) (Fig. Il1), sendo que 0s 00citos
leptoténicos, zigoténicos e paquiténicos estdo em maior quantidade do que nos ovarios
Imaturos (Fig. V).

Dos ninhos analisados em ambos 0s ovarios, 0s ninhos de oogbnias nos ovarios
Imaturos correspondem a 54,55% dos ninhos totais, enquanto os ninhos de odcitos
proféasicos correspondem a 45,45%. Em contrapartida, nos ovarios Em Regeneracao, a
frequéncia dos ninhos de oogbnias e de odcitos profasicos correspondem a 42,31% e
57,69%, respectivamente (Fig. 1V).
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Figura I11: Porcentagem de area ocupada por ninhos de oogbnias, ninhos de o00citos
profésicos, odcitos em crescimento primario e foliculos atrésicos nos ovarios Imaturos e

Em Regeneracdo de Plagioscion squamosissimus, em uma &rea ovariana de 0,25cm?’.
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Regeneracdo de Plagioscion squamosissimus. Os ninho de odcitos
(*) apresentam diferenca significativa para p<0,05.
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Figura V: Frequéncia de ninhos de células germinativas (oogonias e odcitos profasicos)
nos ovarios Imaturos e Em Regeneracdo de Plagioscion squamosissimus. * Diferenca

significativa para p<0,05.

1.7.2. Schizodon nasutus

Em Schizodon nasutus, nos 40 individuos analisados durante o periodo de maio
de 1997 a abril de 1998, determinou-se trés fases reprodutivas — Desenvolvimento; Apto
a Desovar e Desova Ativa — além de animais que apresentavam gbdnadas imaturas.
Animais nas fases Regressdo e Em Regeneracdo ndo foram encontrados durante o
periodo de coleta.
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Fase — Imaturo

Foram coletados individuos nessa fase durante todo o ano. Nesta fase, o ovério esta
repleto de ninhos de oogobnias, resultantes da intensa proliferacdo de células
germinativas e somaticas, oocitos profasicos e oo0citos em crescimento primario, nao
sendo possivel observar odcitos com alvéolos corticais, odcitos em vitelogénese,
foliculos atrésicos ou complexos pos-ovulatorios (Fig. 6a-b). Nos ovérios, 0s ninhos de
oogodnias e de odcitos profasicos ocupam uma area correspondente a 1,24%, enquanto
que odcitos em crescimento primario, 98,76% (Fig. VI). Cada ninho apresenta uma
grande quantidade de oogdnias e/ou 06citos profasicos.

Fase — Desenvolvimento (outono e inverno)

Nesta fase, 0 ovario apresenta a maior variedade de desenvolvimento folicular (Fig. 6c¢-
d), apresentando odcitos em crescimento primario (59,10%), com ou sem alvéolos
corticais e odcitos em crescimento secundério, em vitelogénese inicial e intermediaria
(40,52%). O epitélio germinativo apresenta, em menor nimero, ninhos de oogbnias e de
o6citos profésicos, ocupando apenas 0,38% da area ovariana analisada (Fig. V1).

Fase — Apto a Desovar (inverno e primavera)

Nesta fase, a maioria dos o0citos em crescimento secundario esta em vitelogénese final
(97,93%). E a primeira fase na qual estes o6citos podem ser observados (Fig. 6e). Aqui,
ja incorporaram em sua totalidade o vitelo, porém ainda apresentam nucleo central (Fig.
6f). No entanto ainda é possivel observar alguns odcitos em vitelogénese inicial e
intermediéaria (0,91%) e o6citos em crescimento primario (1,16%). Os ninhos tornam-se
escassos (0,01%), compostos principalmente por oogonias isoladas (Fig. V1).

Fase - Desova Ativa (primavera e verao)

Nesta fase, podem ser observados, principalmente, odcitos em vitelogénese final
(51,04%) e o6citos em maturagdo (45,49%), sendo que as outras etapas de
desenvolvimento folicular ainda sdo encontradas, em menor nimero (1,85%). Nos
o0citos em maturacdo, os nlcleos estdo migrando para a periferia do odcito, em direcdo
a micropila (Fig. 6g-h). Sdo encontrados, pela primeira vez no ciclo reprodutivo, os
complexos pés-ovulatérios (POCs), estruturas resultantes da liberacdo dos odcitos
maduros de seus foliculos (1,60%). Os ninhos mantém-se escassos (0,01%), sendo
compostos ainda por oogonias isoladas (Fig. V1).
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Figura VI: porcentagem de area ocupada pelos diferentes tipos de células germinativas,
ao longo das fases reprodutivas encontradas para Schizodon nasutus, em uma area

ovariana de 0,25cm?.
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1.8. Distribuicéo de ninhos de céelulas germinativas ao longo do ciclo reprodutivo
de Schizodon nasutus

Em Schizodon nasutus ha uma maior quantidade de ninhos de células
germinativas em animais sexualmente Imaturos e durante a fase de Desenvolvimento
(Fig. VII). Nos animais Imaturos, os ninhos formados por oogonias indiferenciadas e
diferenciadas sdo mais numerosos que ninhos formados por odcitos profasicos. Durante
a fase reprodutiva de Desenvolvimento, os ninhos de oogbnias e odcitos profasicos
aparecem em quantidades semelhantes. J& nas fases Apto a Desovar e Desova Ativa,
existem poucos ninhos de células, sendo possivel observar somente ninhos formados
por oogonias.

Os ninhos nas fases iniciais do ciclo reprodutivo apresentam um maior nimero
de células por ninho, sejam eles compostos por oogbnias ou o0citos. J& 0s ninhos
presentes nas fases Apto a Desovar e Desova Ativa sdo menores, sendo formados, na

maioria das vezes, por uma ou duas oogonias.
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Figura VII: Numero ninhos de oogbnias e ninhos de odcitos
profasicos por area ovariana (0,25cm?) ao longo das fases reprodutivas
em Schizodon nasutus. Para p<0,05 0s grupos a, b e ¢ sdo diferentes
estatisticamente, enquanto 0s grupos @ nao apresentam diferencas

entre si.
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1.9. Indice gonadossomatico de Schizodon nasutus

O indice gonadossomatico (IGS) expressa a porcentagem que as gdnadas
representam do peso total do individuo e, de acordo com os dados obtidos, esta
diretamente relacionado com o desenvolvimento ovariano no ciclo reprodutivo, ou seja,
quanto mais avancada é a fase reprodutiva, maior o indice gonadossomatico (Fig. VIII).
Assim, o menor valor de IGS registrado para Schizodon nasutus corresponde a fase de
ovario Imaturo (0,74%), seguida das fases Desenvolvimento (0,93%) e Apto a Desovar
(6,57%), na fase seguinte, Desova Ativa, como 0 ovario inicia a desova esse valor decai
(5,55%), mas continua bastante elevado se comparado com as fases iniciais.

Para calcular o IGS durante as estacbes do ano os animais classificados como
Imaturos foram descartados, ja que estdo presentes o ano todo e representam 0S
individuos jovens da populacdo, ou seja, ainda ndo estdo sexualmente maduros.
Comparando-se os valores do IGS em relagdo as estacdes do ano (Fig. 1X), tem-se a
época do ano na qual o animal estéa reproduzindo. Os maiores valores de IGS ocorreram
na Primavera (6,33%) e no Verdo (6,17%), nas quais ha predominancia das fases Apto a
Desovar e Desova Ativa. Os menores valores foram encontrados no Outono (0,78%) e

no Inverno (3,49%), estacBes nas quais ocorre apenas a fase Desenvolvimento.

Figura V111 —Relacdo entre o indice gonadossomatico com a fase do ciclo
reprodutivo em que o animal se encontra. Letras diferentes significam

diferencas estatisticas p<0,05.
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Figura IX — Relagdo entre o indice gonadossomatico e a estacdo do ano

em que o animal foi coletado. *N&o houve diferenga significativa entre
nenhuma das estacoes.

1.10. Analises Estatisticas para fémeas de Schizodon nasutus

1.10.1. Andlise de Variancia — ANOVA ao longo do ciclo reprodutivo

Fase reprodutiva | S. nasutus
Desenvolvimento | 0,078494
Apto a Desovar | 15,35518
Desova Ativa 3,293824

Espécie valor-P
S. nasutus| 0,000905 *
*valor-P < 0,05 = diferenca significativa dentro do grupo

1.10.2. Test t:
Teste t S. nasutus
Apto a Desovar / Desenvolvimento | -4,423 *
Apto a Desovar / Desova Ativa 0,350
Desenvolvimento / Desova Ativa -2,442 *
t critico 2,423

* modulo de t calculado >t critico = diferenca significativa entre os grupos



1.10.3. Analise de Variancia — ANOVA ao longo das esta¢des do ano

Estacdo do ano | S. nasutus
Primavera 18,20741
Verao 8,71661

Outono 0,014566
Inverno 12,59144

Espécie | valor-P

S. nasutus|0,1368 *

*valor-P > 0,05 = diferenca ndo significativa dentro do grupo

2. Machos
2.1. Estrutura testicular em Schizodon Nasutus e Plagioscion squamosissimus
Os testiculos de ambas as espécies sdo 6rgdos pares, alongados, localizados
longitudinalmente na regido dorsal da cavidade celomatica. Estao presos a parede dorsal
desta cavidade por uma fina membrana de tecido conjuntivo — 0 mesorquio. Cada
testiculo apresenta um ducto espermatico que, na regido caudal, confluem em um
gonoducto Unico, o qual desemboca na papila urogenital. Sdo envoltos por uma tanica
albuginea de natureza conjuntiva, que emite septos para o interior do tecido gonadal.
Conforme a fase reprodutiva em que se encontram ao longo do ciclo reprodutivo,
os testiculos podem apresentar volume e coloracdo variados, sendo mais translicidos
durante o inicio do ciclo, tornando-se mais volumosos e esbranquicados, durante o

periodo reprodutivo.

2.2. Organizacdo testicular e o epitélio germinativo em Schizodon Nasutus

Em Schizodon Nasutus, os testiculos sdo formados por dois compartimentos: o
intersticial e o germinativo separados entre si por uma membrana basal.

O compartimento germinativo é organizado em algas e tubulos interconectados
entre si, formando anastomoses em diferentes regibes do testiculo, desde a regido
periférica até, e principalmente, proximo ao ducto espermatico, caracterizando um
testiculo do tipo tubular anastomosado (Fig. 7a).

Os tubulos seminiferos delimitam um Iumen no interior dos testiculos, o qual é
revestido pelo epitélio germinativo. O epitélio germinativo é composto pelas células
germinativas (oogonias, espermatdcitos e espermatides) e pelas células somaticas
(células de Sertoli), que se organizam formando cistos, a partir de prolongamentos

citoplasmaticos das células de Sertoli, que envolvem as células germinativas. No
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interior desses cistos ocorre a espermatogénese para a producdo de gametas masculinos
(espermatozdides), de forma sincrbnica, ou seja, células de um mesmo cisto sempre
estdo na mesma fase da espermatogénese.

O epitélio dos tubulos seminiferos pode variar de continuo a descontinuo,
dependendo da fase do ciclo reprodutivo em que o animal se encontra, sendo que o
epitélio continuo caracteriza-se pela presenca continua de cistos e o descontinuo pela
auséncia destes.

Os cistos de espermatogonias, espermatdcitos e espermatides encontram-se
distribuidos aleatoriamente pelos tdbulos seminiferos. Com o término da
espermiogénese, 0s cistos se rompem e liberam os espermatozdides para o lumen dos

tabulos seminiferos.

2.3. Organizacao testicular e o epitélio germinativo em Plagioscion squamosissimus

Assim como em Schizodon Nasutus, os testiculos de Plagioscion squamosissimus
sdo formados por dois compartimentos: o intersticial e o germinativo separados entre si
por uma membrana basal.

O compartimento germinativo em Plagioscion squamosissimus é formado por
estruturas digitiformes, os l6bulos testiculares, que terminam em fundo cego na regido
periférica do testiculo, caracterizando uma organizacdo testicular do tipo lobular (Fig.
7h).

Os cistos de espermatogdnias, bem como os cistos de outras células germinativas,
distribuem-se de forma aleatoria e irrestrita ao longo do I6bulo testicular, caracterizando
um testiculo do tipo lobular irrestrito. Os l6bulos também podem sofrer anastomoses
principalmente na regido do ducto espermatico.

A espermatogénese em Plagioscion squamosissimus ocorre no interior dos
cistos, de forma sincronica, como em Schizodon Nasutus. Ao término da
espermatogénese 0s espermatozoides sao liberados na luz dos lébulos, principalmente
na regido do ducto espermético, o que torna o epitélio germinativo na regido

descontinuo.

Em ambas as espécies, o compartimento intersticial, composto de células do
tecido conjuntivo, fibroblastos, fibras colagenas, células midides, vasos sanguineos e
células de Leydig, também sofre alteracdes ao longo do ciclo reprodutivo, apresentando
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variacOes na espessura de fibras colagenas, na quantidade de vasos sanguineos e no

ndamero de células intersticiais.

2.4. Espermatogénese em Schizodon Nasutus e Plagioscion squamosissimus

Tanto em Plagioscion squamosissimus como em Schizodon nasutus, apos a
organizagdo das células germinativas em cistos no epitélio germinativo, inicia-se a
espermatogénese. O processo no interior de cada cisto ocorre de forma sincrénica, ou
seja, em cada cisto, as células germinativas encontram-se em uma mesma fase de
desenvolvimento.

As espermatog6nias primarias sdo as maiores células da linhagem germinativa
masculina, com nucleo volumoso, nucléolo evidente, cromatina finamente granulada,
citoplasma aciddfilo e rico em nuage (Fig. 8a-b). Estas células dividem-se por mitose,
no interior dos cistos, dando origem as espermatogdnias secundarias, com
caracteristicas semelhantes as espermatogbnias primarias, porem com menor tamanho
(Fig. 8c).

As espermatogdnias podem proliferar por mitose, mantendo um estoque de células
no testiculo ou podem entrar em meiose, dando origem aos espermatocitos.

Os espermatocitos sdo ainda menores que as espermatogbnias, tém ndcleo
basofilico com cromatina em diferentes graus de compactacéo e ndo possuem nucléolo
(Fig. 8d). Durante as etapas da espermatogénese, sdo facilmente identificados pelas
figuras de divisdo celular (Fig. 8e).

Seguindo a meiose, 0s espermatdcitos ddo origem as espermatides, as quais se
apresentam como pequenas células esféricas com citoplasma bastante reduzido e flagelo
em formacdo (Fig. 8f). Seu ndcleo, com cromatina em compactacdo, decresce
gradualmente em didmetro ao longo da espermiogénese.

Em ambas as espécies, observam-se espermatides iniciais, que ocupam todo o
espaco delimitado pelo cisto notando-se somente seus nucleos (Fig. 8f), e espermatides
finais com flagelos visiveis e nicleos organizados junto a parede dos cistos (Fig. 8g).

Ao término da espermiogénese, 0s cistos de rompem e 0s espermatozéides sao
liberados para o limen testicular (Fig. 8h) dos tubulos de Schizodon nasutus ou dos
I6bulos de Plagioscion squamosissimus.

Os espermatozOides sdo as menores células da linhagem germinativa,
caracterizam-se por apresentar um longo flagelo e nucleo arredondado, com cromatina

bastante compacta, a qual se cora intensamente pela Hematoxilina (Fig. 8h) e Azul de
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Toluidina. Conforme os cistos de rompem, o epitélio germinativo deixa de ser continuo,

tornando-se descontinuo.

2.5. Analise macroscépica das gbnadas e sua equivaléncia nas fases reprodutivas

As gonadas masculinas de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus
foram classificadas macroscopicamente, no momento da dissec¢do, em quatro estadios,
correspondentes as classificacdes tradicionais e em analogia a proposta de Vazzoler
(1996) para fémeas.

Estadio | — Imaturo-Repouso: as gbnadas s@o pequenas, filamentosas, translucidas
e sem vascularizagao.

Estadio Il — em Maturacdo: os testiculos sdo maiores, opacos e a vascularizacdo
torna-se visivel.

Estadio 111 — Maduro: os testiculos apresentam-se esbranquicados, vascularizados
e ocupam grande parte da cavidade abdominal.

Estadio IV — Esgotado: os testiculos sdo flacidos, de tamanho relativamente
grande, mas pouco volumosos. E caracterizado principalmente pela presenca de zonas
hemorragicas.

Os testiculos assim classificados macroscopicamente foram analisados a
microscopia de luz para deteccdo das fases reprodutivas a partir de dados histolégicos
(Tabela 11l e 1V).

Para determinar as fases reprodutivas, os testiculos dos machos de Plagioscion
squamosissimus e Schizodon nasutus foram classificados histologicamente segundo a
proposta de Brown-Peterson e colaboradores (2009) de acordo com as frequéncias dos
tipos de espermatocistos no epitélio germinativo.

2.6. Analise macroscopica versus analise microscépica para Schizodon nasutus

Em Schizodon nasutus, a associacdo dos dados obtidos a partir das analises
macroscopicas e microscopicas (Tabela 111, Fig. X) mostrou que 1/3 das gbnadas
classificadas macroscopicamente como Imaturas e Repouso, apresentavam
caracteristicas histologicas correspondentes a gdnadas imaturas; 1/3 as gbnadas em fase
de Desenvolvimento e 1/3 as gbdnadas em fase de Apto a Desovar. Das gbnadas
consideradas macroscopicamente Em maturacao, 55,57% correspondiam a génadas em
Desenvolvimento, 33,32% a gbnadas em fase de Apto a Desovar e 11,11% a fase Em
Regeneracdo. Ja o0s testiculos considerados Maduros, foram classificados
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histologicamente como em Desenvolvimento (19,99%), Apto a Desovar (19,99%) e

Desova Ativa (60,02%).

Tabela I11: Frequéncia das fases reprodutivas por estadio de desenvolvimento gonadal.

Analise comparativa dos dados macroscopicos e microscopicos das gdnadas masculinas

de Schizodon nasutus.

Andlise Macroscépica

Fase Reprodutiva

Andlise Histoldgica

Imaturo / Repouso

Imaturo (33,33%)

espermatogonias primarias;
sem limen

Desenvolvimento (33,33%)

epitélio germinativo continuo;
cistos de espermatogonias,
espermatdcitos e
espermatides; auséncia de
espermatozdides no limen

Apto a Desovar (33,33%)

epitélio germinativo variando
de continuo a descontinuo;
espermatozdéides no limen;
cistos de todos os estagios da
espermatogénese ao longo do
testiculo

Em maturacéo

Desenvolvimento (55,57%)

epitélio germinativo continuo;
cistos de espermatogénias,
espermatdcitos e
espermatides; auséncia de
espermatozdides no limen

Apto a Desovar (33,32%)

epitélio germinativo variando
de continuo a descontinuo;
espermatozadides no limen;
cistos de todos os estagios da
espermatogénese ao longo do
testiculo

Em Regeneragéo (11,11%)

auséncia de cistos; limen
pequeno ou inexistente;
proliferacéo de
espermatogonias

Maduro

Desenvolvimento (19,99%)

epitélio germinativo continuo;
cistos de espermatogonias,
espermatdcitos e
espermatides; auséncia de
espermatozaéides no limen

Apto a Desovar (19,99%)

epitélio germinativo variando
de continuo a descontinuo;
espermatozaéides no limen;
cistos de todos os estagios da
espermatogénese ao longo do
testiculo

Desova Ativa (60,02%)

epitélio germinativo variando
de continuo a descontinuo;
espermatozdides no limen;
cistos de todos os estagios da
espermatogénese ao longo do
testiculo
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Figura X: Frequéncia das fases reprodutivas por estadio de desenvolvimento

gonadal ao longo do ciclo reprodutivo de Schizodon nasutus.

2.7. Analise macroscopica versus andalise microscopica para Plagioscion

squamosissimus

Em Plagioscion squamosissimus, a associacdo dos dados obtidos a partir das

analises macroscopicas e microscopicas (Tabela 1V, Fig. XI) mostrou que 25% das

gonadas classificadas macroscopicamente como Imaturas e Repouso apresentavam

caracteristicas histoldgicas correspondentes a gbnadas em fase de Desova Ativa; 25% as

gbnadas em fase de Regressdo e 50% as gbnadas em fase Em Regeneracdo. As gbnadas

consideradas macroscopicamente Em maturagdo foram classificadas histologicamente
como em Desenvolvimento (13,33%), Apto a Desovar (33,33%), Desova Ativa (20%),
Regressdo (20%) e Em Regeneracgdo (13,33%). Ja os testiculos considerados Maduros,

foram classificados histologicamente como em Desenvolvimento (20%), Apto a
Desovar (40%), Desova Ativa (20%) e Regresséao (20%).
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Tabela 1V: Frequéncia das fases reprodutivas por estadio de desenvolvimento gonadal. Anéalise

comparativa dos dados macroscopicos e microscopicos das gbnadas masculinas de Plagioscion

squamosissimus.

Analise Macroscopica

Fase Reprodutiva

Analise Histologica

Imaturo / Repouso

Desova Ativa (25%)

epitélio germinativo variando de
continuo a descontinuo;
espermatozdides no limen; cistos de
todos os estagios da espermatogénese
ao longo do testiculo

Regressao (25%)

Espermatozoides residuais no limen;
cistos de espermatides amplamente
espalhados; proliferacéo e
regeneracdo espermatogonial

Em Regeneracéo (50%)

auséncia de cistos; limen pequeno ou
inexistente; proliferagdo de
espermatogonias

Em maturacéo

Desenvolvimento (13,33%)

epitélio germinativo continuo; cistos

de espermatogonias, espermatdcitos e
espermatides; auséncia de
espermatozoides no limen

Apto a Desovar (33,33%)

epitélio germinativo variando de
continuo a descontinuo;
espermatozdides no limen; cistos de
todos os estagios da espermatogénese
ao longo do testiculo

Desova Ativa (20%)

epitélio germinativo variando de
continuo a descontinuo;
espermatozaéides no limen; cistos de
todos os estagios da espermatogénese
ao longo do testiculo

Regressao (20%)

Espermatozoides residuais no limen;
cistos de espermatides amplamente
espalhados; proliferacéo e
regeneracdo espermatogonial

Em Regeneracgéo (13,33%)

auséncia de cistos; limen pequeno ou
inexistente; proliferagdo de
espermatogonias

Maduro

Desenvolvimento (20%)

epitélio germinativo continuo; cistos

de espermatogonias, espermatdcitos e
espermatides; auséncia de
espermatozoides no limen

Apto a Desovar (40%)

epitélio germinativo variando de
continuo a descontinuo;
espermatozaéides no limen; cistos de
todos os estagios da espermatogénese
ao longo do testiculo

Desova Ativa (20%)

epitélio germinativo variando de
continuo a descontinuo;
espermatozaéides no limen; cistos de
todos os estagios da espermatogénese
ao longo do testiculo

Regressao (20%)

Espermatozoides residuais no limen;
cistos de espermatides amplamente
espalhados; proliferacéo e
regeneracdo espermatogonial
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Figura XI: Frequéncia das fases reprodutivas por estddio de desenvolvimento

gonadal ao longo do ciclo reprodutivo de Plagioscion squamaosissimus.

2.8. Caracterizacao morfoldgica das fases reprodutivas
2.8.1. Schizodon nasutus

Em Schizodon nasutus, nos 17 individuos analisados de maio de 1997 a abril de
1998, determinou-se quatro fases reprodutivas — Desenvolvimento; Apto a Desovar;
Desova Ativa e Em Regeneracdo — além de animais que apresentavam gbénadas

imaturas.

Fase — Imaturo (outono)
Os individuos dessa fase possuem o testiculo repleto de cistos de espermatogonias e
ainda ndo se pode observar o limen dos tubulos testiculares (Fig. 9a). No intersticio

pode-se observar apenas fibras colagenas, fibroblastos e vasos sanguineos.

Fase — Desenvolvimento (inverno e demais estacoes)

Os animais dessa fase foram coletados principalmente no inverno, podendo também ser
encontrados em todas as demais estacdes do ano. E nessa fase que a espermatogénese
tem inicio. Podem ser encontrados cistos com células em todas as fases da
espermatogénese (espermatogonias, espermatécitos, espermatides), com excecdao de
espermatozéides (Fig. 9b). O lumen dos tbulos testiculares, se presente, € pequeno e

vazio. O epitélio germinativo em todo o testiculo é continuo.
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Fase — Apto a Desovar (primavera)

Nessa fase observou-se cistos de espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides,
sendo que os dois Gltimos ocorrem em nUmero crescente. Inicia-se a producdo de
espermatozdides, que podem ser encontrados no limen dos tabulos testiculares (Fig. 9c-
d). Conforme os espermatozoides sdo liberados para o limen, o epitelio germinativo
torna-se progressivamente descontinuo, principalmente nas regides proximas ao ducto

espermatico.

Fase — Desova Ativa (primavera)

Os tabulos testiculares, totalmente preenchidos por espermatozdides, sofrem
anastomoses (Fig. 9e) culminando para o ducto espermatico (Fig. 9f). Ainda podem ser
encontrados cistos de espermatogbnias, espermatocitos e espermatides, porém,
dispersos e em pequena quantidade. O epitélio germinativo tende a se tornar totalmente
descontinuo, desde a regido periférica testicular até a regido do ducto espermatico.

Fase — Em Regeneracéao (outono)
Nesta fase, observam-se apenas cistos de espermatogénias (Fig. 9g). O lumen dos
tibulos testiculares esta ausente, ou, se presente, sd0 pequenos e podem conter

espermatozoides residuais (Fig. 9h).

2.8.2. Plagioscion squamosissimus

Para Plagioscion squamosissimus, foram analisados 25 individuos, entre setembro
de 1996 e junho de 1997. Determinou-se cinco fases reprodutivas — Desenvolvimento;
Apto a Desovar; Desova Ativa; Regressdo e Em Regeneracdo — ndo foram coletados

animais Imaturos.

Fase — Desenvolvimento (outono e inverno)

Nesta fase, os testiculos estdo totalmente povoados por cistos de espermatogonias,
espermatocitos e espermatides (Fig. 10a). O lumen dos l6bulos testiculares ainda sdo
pequenos e vazios (auséncia de espermatozéides) (Fig. 10b) no centro do testiculo, e
inexistentes na periferia do 6rgdo. No intersticio sdo encontrados apenas fibroblastos,

fibras colagenas e vasos sanguineos.
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Fase — Apto a Desovar (primavera)

Nesta fase podem ser visualizados, por todo o testiculo, cistos em diferentes fases da
espermatogénese (espermatogobnias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides).
O lumen dos lébulos testiculares, principalmente do centro do testiculo, estdo
totalmente preenchidos por espermatozdides. Devido a liberacdo dos espermatozoides
para o limen o epitélio germinativo pode variar de continuo a descontinuo (Fig. 10c).

Fase — Desova Ativa (verao)

Nesta fase, 0s cistos de espermatogbnias, espermatocitos e espermatides sdo pouco
frequentes. O limen dos lébulos testiculares esta repleto de espermatozdides e se
anastomosam (Fig. 10d) desembocando na regido do ducto espermatico (Fig. 10e). Com
0 rompimento e abertura dos cistos para a liberacdo dos espermatozdides, o epitélio

germinativo torna-se descontinuo.

Fase — Regressao (outono)

Esta fase é caracterizada por possuir cistos de espermatocitos e espermatides por todo
testiculo e espermatozoides residuais no lumen dos l6bulos testiculares (Fig. 10f). No
intersticio encontra-se grande quantidade de macréofagos (Fig. 10g) associados a
fagocitose de espermatozdides residuais. Inicia-se, nessa fase, a proliferacdo e Em

Regeneracdo do epitélio germinativo, tornando-o, novamente, continuo.

Fase — Em Regeneracéo (outono — primavera e verao)

Essa fase, encontrada principalmente no outono, e em menor frequéncia no verao e na
primavera apresenta apenas cistos de espermatogonias (Fig. 10h). O lumen dos l6bulos
testiculares, se presentes, sdo pequenos e podem apresentar espermatozdides residuais
(Fig. 10i). Macréfagos séo encontrados no intersticio com frequéncia.

2.9. Indice gonadossomatico

O indice gonadossomatico (IGS) expressa a porcentagem que as gdnadas
representam do peso total do individuo. Em Schizodon nasutus os dados de IGS revelam
que o aumento do indice estd diretamente relacionado com a progressdo da
espermatogénese, assim quanto mais avancada ¢ a fase reprodutiva, maior o indice (Fig.
XII). A fase Em Regeneracgdo possui 0 menor valor de IGS (0,19%), seguida da fase
Desenvolvimento (0,45%). Nos individuos “aptos a desovar” esse indice foi um pouco
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mais alto (1,03%) atingindo seu maximo em Desova Ativa (2,25%). Distribuindo-se 0s
valores de IGS por estacdo do ano (Fig. XIII) tem-se que o indice mais baixo foi
encontrado no verdo (0,12%), aumentando no outono (0,38%) e no inverno (0,49%),
atingindo seu apice na primavera (1,67%).

Em Plagioscion squamosissimus o IGS da fase Desenvolvimento foi de 0,20%,
decaiu na préxima fase, Apto a Desovar (0,15%), aumentando em Desova Ativa
(0,19%), decaindo nas préximas fases, Regressdo (0,13%) e Em Regeneracdo (0,11%)
(Fig. XIV). Distribuindo-se os dados por estacdo do ano (Fig. XV) teve-se que o IGS foi
mais alto no inverno e na primavera (0,22%), decaiu no verdo (0,16%) e no outono
(0,11%).

Figura XII: Relacdo entre o indice gonadossomatico de Schizodon
nasutus com a fase do ciclo reprodutivo em que o animal se encontra.

Letras diferentes significam diferencas estatisticas p<0,05.
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Figura XIII: Relacdo entre o indice gonadossomatico de Schizodon
nasutus e a estagdo do ano em que o animal foi coletado. Letras diferentes

significam diferencas estatisticas p<0,05.

Figura XIV: Relacdo entre o indice gonadossomatico de Plagioscion
squamosissimus com a fase do ciclo reprodutivo em que o animal se
encontra. N&o houve diferenga significativa entre nenhuma das fases

reprodutivas.
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Figura XV: Relagdo entre o indice gonadossoméatico de Plagioscion
squamosissimus e a estacdo do ano em que o animal foi coletado. Letras

diferentes significam diferencas estatisticas p<0,05.

2.10. Andlises Estatisticas para machos de Plagioscion squamosissimus e Schizodon

nasutus
2.10.1. Anélise de Variancia — ANOVA ao longo do ciclo reprodutivo

Fase reprodutiva | P. quamosissimus | S. nasutus
Desenvolvimento 0,002297 0,072599

Apto a Desovar 0,005125 0,613701

Desova Ativa 0,014531 0,263886

Regressao 0,004018 -

Em Regeneracéo 0,002907 -
Espécie valor-P

P. quamosissimus | 0,491399

S. nasutus 0,001874 *

*valor-P < 0,05 = diferenca significativa dentro do grupo

2.10.2. Teste t:

Teste t S. nasutus
Apto a Desovar / Regresséo 1,901
Apto a Desovar / Desenvolvimento | 1,796
Apto a Desovar / Desova Ativa -3,182 *
Regresséo / Desenvolvimento -0,616
Regresséo / Desova Ativa -4,287 *
Desenvolvimento / Desova Ativa -4,824 *

t critico 2,560

* modulo de t calculado >t critico = diferenca significativa entre os grupos
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2.10.3. Anélise de Variancia — ANOVA ao longo das estacdes do ano

Estacéo do ano | P. quamosissimus | S. nasutus

primavera 0,010894 0,668211

verao 0,003172 -

outono 0,001053 0,029315

inverno 0,000517 0,109559
Espécie valor-P

P. quamosissimus | 0,0051 *

S. nasutus 0,0077 *

*valor-P < 0,05 = diferenca significativa dentro do grupo

2.10.4. Teste t:

Teste t P. quamosissimus | S. nasutus
inverno / primavera -0,029 -2,849 *
inverno / verao 1,757 0,897
inverno / outono 2,448 * 0,230
primavera / veréo 1,757 3,224 *
primavera / outono 3,787 * 3,417 *
verdo / outono 1,559 -0,512

t critico 2,414 2,560

* modulo de t calculado >t critico = diferenca significativa entre os grupos



Figura 1: Foliculogénese em Schizodon nasutus. a) Ninhos de oogonias (g) delimitadas
pelas células pré-foliculares (pf). Od6citos em crescimento primario (0). b) As oogbnias
(g) entram em meiose dando origem aos cistos de o6citos leptoténicos (ol), delimitados
por células pre-foliculares (pf). c-d) Com o avanco da prdéfase a cromatina nuclear
torna-se granular, caracterizando o o0cito zigoténico (0z), que organiza-se em cistos
delimitados pelas células pré-foliculares (pf). €) Os odcitos em paquiteno (op) sdo
caracterizados pela formacdo dos complexos sinaptonémicos. f) Com a desmontagem
dos complexos sinaptonémicos tém-se 0s oocitos diploténicos (od) que deixam os cistos
e sdo individualizados pelas células pré-foliculares (pf). g) Quando os odcitos (0)
diploténicos sdo individualizados pelas células foliculares (f) formam-se os foliculos

ovarianos. a-g) Coloragédo: Metanil Yellow.
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Figura 2: Foliculogénese de Plagioscion squamosissimus. a) Oogobnia (0)
individualizada pelas células pré-foliculares (pf). Odcitos em crescimento primario (0).
b) As oogonias (g) sofrem mitose (m) dando origem aos ninhos, delimitados pelas
celulas pré-foliculares. c¢) As oogobnias (g) sao individualizadas por processos
citoplasmaticos das células pré-foliculares (pf). d) Depois de individualizadas as
oogonias (g) sofrem mitose (m) dando origem aos cistos. e) Dentro dos cistos as
oogobnias (g) sofrem meiose dando origem aos cistos de odcitos leptoténicos (ol),
também delimitados pelas células pré-foliculares (pf). f) Com o avango da profase a
cromatina nuclear torna-se granular, caracterizando o oécito zigoténico (0z). g) Com a
formacdo dos complexos sinaptonémicos tém-se 0s odcitos em paquiteno (op). h-i)
Com a desmontagem dos complexos sinaptonémicos tem-se 0s odcitos diploténicos
(od). Em "i" notar o anel basofilico, formado pela condensacdo perinuclear de rRNA,
associado ao envelope nuclear. a-i) Coloracdo: Metanil Yellow.
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Figura 3: Comparagdo entre o desenvolvimento folicular de Schizodon nasutus
(Characiformes) e Plagioscion squamosissimus (Perciformes). Alvéolos corticais (a);
camada folicular (f); complexo pds-ovulatério (POC); goticulas de gordura (g);
membrana basal (mb); ndcleo (n); nucléolo (nu); primeira camada da zona pellcida
(zpl); secunda camada da zona pelucida (zp I1); teca (t); vitelo (v); zona pelucida (zp).
a-k; a-m’) Coloracdo: Metanil Yellow.
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Figura 4: Esquema comparativo do desenvolvimento oocitario entre o Characiformes

Schizodon nasutus e o Perciformes Plagioscion squamosissimus.
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Figura 5: Ciclo reprodutivo de Plagioscion squamosissimus. a) Ovario imaturo;
lamelas (L) compostas apenas de od6citos em crescimento primario, sem alvéolos
corticais, e ninhos de oogonias e odcitos profasicos. Notar a capsula (cp) delgada. b)
Detalhe de a mostrando as lamelas (L) e a capsula (cp) do ovario. ¢) Detalhe de
ovario imaturo mostrando odcitos em crescimento primario (op) e ninhos de
oogobnias (g). d) Ovario Em Regeneracdo, odcitos em crescimento primario (op),
alvéolos corticais (0a) e com gordura (og) ao longo das lamelas (L). Notar que a
capsula (cp) dessa fase é mais espessa. e) Ovario Em Regeneracdo, com grande
quantidade de macrdfagos (mc) e capsula (cp) espessa. Vaso sanguineo (vs). f)
Detalhe de e evidenciando os macrofagos (mc), os ninhos de oogénias (g) e a capsula
(cp) espessa do ovario. g) Foliculo atrésico (fa), tipico de ovario Em Regeneracao.
Estroma ovariano (e). a-f) Coloragdo: Metanil Yellow.
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Figura 6: Ciclo reprodutivo de Schizodon nasutus. a) Ovario Imaturo, lamelas (L)
apenas com odcitos em inicio de crescimento primario. b) Detalhe de a mostrando os
o0citos em crescimento primario (op). c) Ovario em Desenvolvimento, presenca de
00citos em crescimento primario com alvéolos corticais (0a). d) Detalhe de c. ) Ovario
Apto a Desovar, com grande quantidade de odcitos em vitelogénese final (ov). f)
Detalhe de e mostrando um odcito em vitelogénese final (ov), com ndcleo (n) central e
alvéolos corticais (a) na periferia do odcitos. g) Ovario em Desova Ativa, 06citos em
vitelogénese final e nicleo migrando para a periferia. h) Ovario em Desova Ativa, notar
0 nucleo (n) dos oocitos em meia-lua, migrando para proximo da micropila. a-h)

Coloracéo: Metanil Yellow.
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Figura 7: Estrutura testicular. a) Testiculo de Schizodon nasutus, com organizagdo do
tipo tubular anastomosado. Notar os tubulos anastomosados (ta) confluindo para o
lamen (lu) dos tabulos testiculares. b) Testiculo de Plagioscion squamosissimus, notar
0s lébulos testiculares (Ib) que, nos limites (L) entre eles, sdo separados pelo intersticio

(i). a-b) Coloragéo: Metanil Yellow.
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Figura 8: Espermatogénese de Schizodon nasutus e Plagioscion squamosissimus. a-b)
Cisto de espermatogdnias primarias (g) de animal imaturo (a) e animal sexualmente
maduro (b). Notar as células de Sertoli envolvendo-as. c) As espermatogdnias primarias
sofrem mitose dando origem aos cistos de espermatogonias secundarias (gs), as células
de Sertoli (S) delimitam esses cistos. d) As espermatogbnias secundarias entram em
meiose dando origem aos cistos de espermatécitos (c), também delimitados pelas
células de Sertoli (S). e) Cistos de espermatdcitos (c) dando continuidade a meiose (m).
f) Os espermatdcitos (c) dao origem as espermatides iniciais (e). Com o avango da
espermiogénese tém-se as espermatides finais (ef) nas quais os flagelos podem ser
visualizados. g) Detalhe mostrando um cisto de espermatides finais (ef). h) Apos o
término da espermiogénese os espermatozdides (z) sdo liberados para o limen dos
I6bulos testiculares. a-h) Coloragdo: Metanil Yellow. a,d,f-g) Testiculo de Schizodon

nasutus. b-c,e,h) Testiculo de Plagioscion squamosissimus.
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Figura 9: Ciclo reprodutivo de Schizodon nasutus. a) Testiculo imaturo, composto
apenas por cistos de oogdnias (g) e células de Sertoli (cs). Vaso sanguineo (vs). b)
Testiculo em Desenvolvimento, composto por cistos em diferentes fases da
espermatogénese, cistos de espermatogonias (g), espermatocitos (c) e espermatides (e).
Auséncia de espermatozoides. c) Testiculo Apto a Desovar, com cistos de oogonias (g),
espermatdcitos (c), espermatides e inicio da producdo de espermatozoides (z). d)
Detalhe de espermatdcitos em meiose (m). e) Testiculo em Desova Ativa, tubulos
testiculares anastomosados (ta) repletos de espermatozéides que irdo confluir no ducto
espermatico. f) Detalhe de testiculo em Desova Ativa, mostrando o ducto espermatico
(du) cheio de espermatozdides (z) e, no epitélio germinativo, cistos de espermatogonias
(g) e espermatdcitos (c). g-h) Testiculo Em Regeneracdo, composto por cistos de
espermatogonias (g) e lumen dos tubulos testiculares ausentes ou, quando presentes,
podem apresentar espermatozoides residuais (zr). a-h) Coloracdo: Metanil Yellow.
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Figura 10: Ciclo reprodutivo de Plagioscion sgquamosissimus. a) Testiculo em
Desenvolvimento, composto por cistos em diferentes fases da espermatogénese,
espermatogonias (g), espermatocitos (c) e espermatides. Ndo ha espermatozdides nessa
fase. b) Detalhe de a mostrando cistos de espermatdcitos (c) e espermatides (). c)
Testiculo Apto a Desovar, presenca de cistos de espermatdcitos (c), espermatides e
espermatozéides (z). d) Testiculo em Desova Ativa. Lébulos testiculares (Ib)
anastomosados repletos de espermatozdides (z) e separados entre si pelo intersticio (i).
e) Testiculo em Desova Ativa evidenciando o ducto espermatico (du) cheio de
espermatozdides (z). f) Testiculo em Regressao, composto por cistos em diferentes fases
da espermatogénese, principalmente espermatécitos (c), lumen (I) dos I6bulos
testiculares pequenos e vazios ou com espermatozdides residuais (zr). Grande
quantidade de macrofagos (mc). g) Detalhe de f mostrando um centro de macréfagos
(mc). h-i) Testiculo Em Regeneracéo, apresenta apenas cistos de oogbénias (g), litmen
ausente ou, se presente, com espermatozoides residuais e intersticio (i) espesso. a-i)

Coloracéo: Metanil Yellow.
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Discussao
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1. A estrutura ovariana e o epitélio germinativo feminino

As espécies analisadas no presente estudo, Plagioscion squamosissimus e
Schizodon nasutus, apresentam dois ovarios localizados longitudinal e dorsalmente na
cavidade abdominal, presos por um mesovario. Tanto esta posi¢cdo, quanto a orientacao
anatdmica dos ovarios na cavidade abdominal de ambas as espécies aqui estudadas
mantém o mesmo padrdo encontrado na maioria dos Teleostei, ou seja, as gbnadas
ocupam a regido anterior da cavidade abdominal, com o gonoducto desembocando em
uma papila urogenital localizada caudalmente, em relagdo ao corpo do animal
(Nagahama,1983; Selman e Wallace, 1986; Connaughton e Aida, 1998; Grier, et al.,
2007).

Tanto em Plagioscion squamosissimus como em Schizodon nasutus, 0s ovarios
sdo oOrgdos cavitarios, em formato de estrutura sacular. O desenvolvimento de uma
estrutura sacular, caracteristico dos ovarios de Teleostei, é Unica entre os vertebrados.
Essa estrutura sacular determina a condicdo de um ovario do tipo cisto-ovario (Hoar,
1969; Nagahama, 1983), no qual a cavidade ovariana é continua ao gonoducto
(Nagahama,1983; Selman e Wallace, 1986; Grier et al., 2007).

Os ovarios das espécies aqui analisadas apresentam externamente uma capsula
de tecido conjuntivo, a tunica albuginea, que emite septos para o interior do tecido
ovariano, formando as lamelas ovigeras. Assim, as lamelas ovigeras projetam-se para o
limen ovariano, delimitando-o0. Ao delimita-lo, o epitélio lamelar mostra-se constituido
pelo epitélio germinativo (Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010).

Como esperado, observou-se no presente estudo, o mesmo padrdo de
organizacdo das lamelas ovigeras, encontrado nos demais Teleostei, sendo a lamela
ovigera composta pelo epitélio germinativo e pelo estroma ovariano subjacente.
Presente entre eles, e separando os dois compartimentos ovarianos, encontra-se a
membrana basal, na qual o epitélio esta apoiado. O epitélio germinativo é constituido de
dois tipos celulares: as células somaticas epiteliais e as células germinativas (oogonias e
06citos). No interior do estroma, o tecido conjuntivo contém diversos tipos celulares,
como fibroblastos, granulécitos, fibras colagenas e vasos sanguineos (Grier, 2002; Grier
et al., 2007), sendo que tanto o epitélio germinativo como o estroma ovariano, em
Schizodon nasutus, sofrem mudancas significativas no decorrer do ciclo reprodutivo.

Além de todas essas caracteristicas comuns, 0s resultados obtidos no presente

trabalho mostram que o epitélio germinativo feminino em Plagioscion squamosissimus
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e Schizodon nasutus compartilha as mesmas caracteristicas descritas para os Teleostei
em geral.

Assim, nos animais aqui analisados, a origem dos foliculos ovarianos se da a
partir do epitélio germinativo, fato este comum a todos os Teleostei (ver Grier et al.,
2009 para revisdo), independente do grupo ao qual as espécies Schizodon nasutus e
Plagioscion  squamosissimus  pertengam — Chacariformes e  Perciformes,
respectivamente. Comparando-se ambas as espécies, sendo uma mais basal na escala
evolutiva (Schizodon nasutus) e outra mais derivada (Plagioscion squamosissimus),
nota-se que os eventos iniciais da formacao folicular sdo bastante similares.

Nos animais aqui analisados, o foliculo ovariano é composto pela célula
germinativa, o odcito, e pelas células somaticas derivadas do epitélio, as células
foliculares (Grier, 2000; Grier et al., 2007; Lubzens et al., 2010). Ao redor do foliculo,
dispdem-se as células da teca (Grier, 2000; Grier et al., 2007), que juntamente ao
foliculo ovariano constituem o complexo folicular (Grier e Lo Nostro, 2000).

2. Foliculogénese

A foliculogénese em Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus envolve
sucessivos mecanismos de interacdo entre as células germinativas e as células
foliculares, quando ainda na conformacdo de oog6nias e células epiteliais. Nesses
animais, as oogbnias apresentam uma distribuicdo descontinua ao longo do epitélio
germinativo, em concordancia ao observado por Grier (2000). No epitélio, as oogonias
isoladas ou em ninhos formam aglomerados celulares, que constituem locais de
proliferacdo das células germinativas (Selman et al., 1993). A partir dessas regifes, tem-
se a formacdo de novas células germinativas — oogénias ou odcitos, a partir de divisdes
mitéticas ou meidticas, respectivamente.

As ceélulas germinativas mostram-se sempre envolvidas por projecGes
citoplasmaticas das células epiteliais (pré-foliculares). Ao dividirem-se as oogbnias
formam cistos de células, delimitados por células pré-foliculares. Ao entrar em meiose,
as oogbnias dao origem aos o6citos profasicos. O cisto de od4citos, em paquiteno tardio,
é invadido por células pré-foliculares que acabam por envolver cada odcito
individualmente, dando origem aos foliculos ovarianos (Quagio-Grassiotto et al., 2010).

Esses dados estdo de acordo com recentes trabalhos em peixes (Quagio-
Grassiotto et al., aceito) e em outros vertebrados (Pepling e Spradling, 2001; Pepling,

2006) que demonstram claramente que o foliculo ovariano forma-se a partir da
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individualizacdo do odcito paquiténico pelas células pré-foliculares, as quais rompem as
pontes citoplasmaticas existentes entre 0s odcitos até esta etapa do desenvolvimento. A
existéncia dessas pontes citoplasmaticas entre 0s o6citos explica o desenvolvimento
sincrénico dos oocitos profasicos no interior dos cistos, como ocorre nas células
germinativas masculinas de peixes e de outros animais (Fawcett et al., 1959; De Rooij e
Russell, 2000, Grier e Uribe-Aranzébal, 2009).

Ap6s o rompimento das pontes, as células foliculares, agora ao redor do odcito
diploténico, sintetizam progressivamente uma membrana basal individualizando cada
oocito, que deixa o ninho celular e segue seu desenvolvimento folicular (Mazzoni et al.
2010; Quagio-Grassiotto et al. aceito).

Esse processo de desagregacao dos cistos e o rearranjo das células somaticas ao
longo da foliculogénese nos peixes aqui estudados reforcam mais uma vez a hip6tese de
que a formacéo dos foliculos ovarianos nas fémeas de Teleostei em geral constitui um

processo evolutivamente conservado entre os vertebrados.

3. Desenvolvimento folicular

As etapas do desenvolvimento oocitario podem ser identificadas através de
diferentes critérios, como tamanho do odcito, presenca e quantidade de substancias
citoplasmaticas de reserva e morfologia nuclear (Selman e Wallace, 1989; Vazzoler,
1996; Patifio e Sullivan, 2002). Para o presente trabalho, o desenvolvimento oocitério e
consequentemente o desenvolvimento folicular foi classificado segundo a proposta de
Grier e colaboradores (2009) que o dividem em crescimento primario, crescimento
secundério e maturacao.

Nas duas espécies analisadas e em correspondéncia aos demais Teleostei, 0
00cito, ao deixar 0 ninho e ja em crescimento primario, inicia uma notavel mudanga em
sua basofilia citoplasmatica, devido ao acumulo de RNAs no citoplasma (Selman e
Wallace, 1989). Porém, durante esta etapa do desenvolvimento, os odcitos em
crescimento primario de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus mostram as
primeiras diferencas morfoldgicas, associadas as diferentes ordens as quais pertencem
(Perciformes e Characiformes, respectivamente).

Enquanto os odcitos de Schizodon nasutus mantém-se livres de qualquer tipo de
vesiculas citoplasmaticas, as quais surgem somente no fim de seu crescimento primario,
na forma de alvéolos corticais, 0s odcitos de Plagioscion squamosissimus apresentam

acumulo gradual de goticulas de lipideos, junto a regido nuclear, logo a mudanca
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basofilica de seu citoplasma acontece. Essas caracteristicas encontradas nos oocitos em
crescimento primério de Plagioscion squamosissimus assemelham-se as caracteristicas
oocitarias apresentadas pelos peixes do seu mesmo grupo, os Perciformes. Porém, em
contrapartida ao descrito por Patifio e Sullivan (2002) e Grier e colaboradores (2009), as
primeiras goticulas de gordura podem surgir em Plagioscion squamosissimus antes do
aparecimento dos alvéolos corticais, posteriormente, ou ainda, de forma concomitante.

Outra diferenca encontrada quando se compara Plagioscion squamosissimus
aqui estudado, um Perciformes de agua doce, aos Perciformes marinhos comumente
utilizados como referéncia para descricdo do desenvolvimento oocitario nos trabalhos
acima citados (Patifio e Sullivan, 2002; Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010), é que
as gotas de gordura, embora aumentem de tamanho durante o desenvolvimento do
o6cito, mantém-se sempre individualizadas mesmo ao fim do crescimento secundario
do odcito, quando se apresentam dispersas entre os granulos de vitelo.

Com a entrada em crescimento secundario, inicia-se a incorporacao e deposicdo
de vitelo na forma de granulos, de forma idéntica, em ambas as espécies. Os granulos de
vitelo dos od6citos de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus nao
apresentaram fus@o, tampouco mostraram-se liquefeitos em nenhum momento durante o
desenvolvimento oocitario, seja no fim do crescimento secundario, ou nos odcitos em
maturacdo, 0s quais ja apresentavam nucleo excéntrico. Essas caracteristicas tambem os
diferem das propostas utilizadas por outros autores para classificar os oécitos durante
seu desenvolvimento (Patifio e Sullivan, 2002; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2007;
2009).

Apesar dessas pequenas peculiaridades ao longo do desenvolvimento, de modo
geral, o desenvolvimento oocitario em Plagioscion squamosissimus e Schizodon
nasutus mantém o mesmo padrdo encontrado nos demais Teleostei (ver Selman e
Wallace, 1989; Tyler e Sumpter, 1996; Patifio e Sullivan, 2002; Grier, et al., 2009;

Lubzens et al., 2010 para revisao).

4. A estrutura testicular e o epitélio germinativo masculino

A organizacao bésica dos testiculos é comum a todos os Teleostei e aos demais
vertebrados. Apresenta fungdo espermatogénica e androgénica, sendo dividido em dois
compartimentos: 0 compartimento intersticial e 0 compartimento germinativo, 0s quais
se encontram separados por uma membrana basal (Grier, 1992, 1993; Loir et al., 1995;
Pudney, 1996; Grier e Lo Nostro, 2000; Grier e Uribe, 2009; Schulz et al., 2010).
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Os Ostariophysi basais, representados neste estudo por Schizodon nasutus
apresentam testiculos tubulares anastomosados, nos quais 0 compartimento germinativo
ndo termina na periferia testicular. Ao contrario, apresentam alcas ramificadas que
podem sofrer anastomoses em diferentes regides do testiculo, principalmente na porcao
dorsal, correspondente a regido do ducto espermatico.

Ja em Plagioscion squamosissimus, representante dos Perciformes neste trabalho,
0 compartimento germinativo organiza-se em lébulos ao invés de tabulos, sendo que
esses podem sofrer anastomoses somente na por¢do proximal do I6bulo, junto ao ducto
testicular. Na porc¢éo distal do lébulo, ou seja, na periferia do testiculo, os lébulos se
encerram em fungo cego (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe-Aranzabal,
2009).

O compartimento germinativo, nas espécies aqui analisadas, seja este na forma de
I6bulos ou tubulos anastomosados, determina a formagéo de cavidades revestidas pelo
epitélio germinativo no interior dos testiculos. Em ambos os casos — l6bulos ou tubulos
anastomosados — o epitélio germinativo organiza-se em cistos formados por grupos de
células germinativas em desenvolvimento sincrénico, envoltas pelas células de Sertoli
(Grier, 1981; 2002; Billard, 1986; Pudney, 1995; Guraya, 2001; Grier e Uribe, 2009;
Schulz et al., 2010).

Devido a essa organizacdo em cistos, o epitélio germinativo passa por alteracdes
morfoldgicas ao longo do ciclo reprodutivo variando de continuo a descontinuo sobre a
membrana basal, de acordo com a presenca ou auséncia dos cistos (Grier, 1993; Grier e
Taylor, 1998; Taylor et al., 1998; Lo Nostro, 2000; Grier, 2002). A partir dessa variagao
do epitélio germinativo, caracterizou-se as diferentes fases reprodutivas, aqui
apresentadas, ao longo do ciclo gonadal.

Os cistos de células germinativas estdo presentes de acordo com a fase
reprodutiva em que o animal se encontra. Entre esses cistos, em ambas as espécies,
nota-se a distribuicdo espermatogonial aleatdria, ou seja, os cistos de espermatogonias
estdo presentes em todas as porcdes do testiculo. Ao longo do ciclo reprodutivo, nota-se
que a distribuicdo das mesmas pode se mostrar mais concentrada em uma determinada
regido testicular. Exemplo disso ocorre durante as fases nas quais os testiculos
encontram-se com grande quantidade de espermatozdides. Nessas fases, com o inicio da
espermiacdo e periodo de ndo reposicao das células germinativas, ocorre perda gradual
do compartimento germinativo (Grier, 2002; Lo Nostro et al., 2003; Grier e Uribe-

Aranzébal, 2009), levando a uma dispersdo de espermatogdnias ao longo do mesmo.
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Assim, nesses testiculos, a espermatogonias nas regides periféricas testiculares, quando
comparadas com as regides centrais, sdo mais numerosas. Este fato se da possivelmente
pela espermatogénese ocorrer da regido central para a regido periférica do testiculo,
como na maior parte dos Teleostei (Grier, 2002; Lo Nostro et al., 2003). Essa diferenca
morfologica regional acarreta uma descontinuidade do epitélio germinativo na regido
préxima ao ducto, mas ndo na regido periférica. Dessa forma, essa informacao deve ser
considerada na classificacdo morfoldgica da gbnada ao longo do ciclo reprodutivo. Ao
realizar uma classificagdo de fases reprodutivas deve-se levar em conta a analise de
todas as porcdes testiculares, evitando possiveis erros nas classificagdes, associados as
analises de porcdes testiculares isoladas.

As analises histoldgicas das fases reprodutivas de Plagioscion squamosissimus e
Schizodon nasutus ao longo do ciclo reprodutivo estdo de acordo com as observadas por
Brown-Petterson e colaboradores (2009). Essa informacéo sustenta a hipotese de que 0s
mecanismos de alteracdes do epitélio germinativo sdo conservados durante a evolucéo
dos Teleostei, apresentando apenas pequenas modificacOes e adaptacdes decorrentes da
biologia reprodutiva de cada espécie ou grupo (Nobrega, 2006).

5. Analise macroscopica das gbnadas e sua equivaléncia nas fases reprodutivas

A definicdo de uma escala de desenvolvimento gonadal tem se mostrado
fundamental para o entendimento do ciclo reprodutivo anual dos peixes. Os estudos
atuais existentes sobre desenvolvimento gonadal nos Teleostei, em especial no Brasil,
baseiam-se principalmente em aspectos macroscépicos das gonadas (Vazzoler, 1996),
sem se preocupar com caracterizacdes histoldgicas que, de fato, permitiriam observar as
condi¢des reais da gbnada e seus respectivos estagios de desenvolvimento.

Ao caracterizar as génadas de machos e fémeas, no presente trabalho, no que
tange aspectos histolégicos e dados macroscopicos, notou-se que as classificagdes
macroscopicas frequentemente ndo sdo condizentes, quando comparadas com as
condi¢cdes morfoldgicas microscopicas nas quais as gbnadas realmente se encontram.

Ovarios de fémeas histologicamente imaturas de Plagioscion squamosissimus,
por exemplo, foram classificados macroscopicamente como imaturos, em maturagéo e
maduros, ou seja, 0s trés tipos de estadios de desenvolvimento gonadal encontrados
durante o periodo do estudo. O mesmo aconteceu com ovarios Em Regeneracdo, desta
mesma espécie. Este fato pode ser atribuido ao considerar que ovarios Imaturos e Em

Regeneracdo distinguem-se microscopicamente apenas pela presenca de foliculos

82



atresicos, centros melanomacrofagicos e capsula espessa nos ovarios Em Regeneragéo
(Brown-Peterson et al., 2009). Porém essas estruturas ovarianas ndo se mostram visiveis
a olho nu, podendo levar a uma classificacdo errébnea ou contraditéria dos ovarios Em
Regeneracédo, que se assemelham macroscopicamente aos ovarios Imaturos.

J& nas fémeas de Schizodon nasutus, 100% dos ovarios considerados imaturos
foram classificados corretamente. Em contrapartida, ovarios considerados em maturagéo
encontravam-se Imaturos, em Desenvolvimento ou Aptos a Desovar. Ainda na mesma
espécie, ovarios macroscopicamente maduros apresentavam caracteristicas de ovarios
nas fases de Apto a Desovar e Desova Ativa.

Os dados obtidos indicam que em fases nas quais 0s ovarios encontram-se ainda
pouco desenvolvidos, a classificacdo macroscépica é de facil identificagdo. Em fases
mais avancados de desenvolvimento, a classificacdo macroscépica torna-se duvidosa,
uma vez que 0S OVArios ja apresentam 00citos visiveis e vasos sanguineos, porém nao é
possivel distinguir as etapas de desenvolvimento do odcito. Ao analisarem-se esses
ovarios histologicamente, tém-se aspectos morfologicos bastante diferentes entre os
diferentes ovarios, levando a classificacbes em fases reprodutivas distintas. Ou seja,
ovarios classificados macroscopicamente em um mesmo estadio de desenvolvimento
gonadal frequentemente pertencem a fases reprodutivas distintas.

Dados semelhantes foram observados em Merluccius hubbsi (Honji et al., 2006).
Neste estudo, a identificacdo macroscépica apresentou resultados satisfatérios apenas
para ovarios Imaturos.

O grau de sucesso obtido com ovarios imaturos pode ser atribuido a relativa
facilidade de identificacdo dessas gbnadas, pelas caracteristicas peculiares que
apresentam (Honji et al., 2006; presente estudo), como pequeno tamanho e coloragao
translicida, sem odcitos visiveis.

Para todas as outras fases reprodutivas, a identificacdo macroscopica parece
apresentar um alto indice de erro, possivelmente atribuido as caracteristicas do tecido
gonadal (Honji et al., 2006; presente estudo).

Esses resultados estdo de acordo também com Dias e colaboradores (1998) que
ao comparar a identificacdo macroscopica e microscopica dos ovarios de algumas
espécies de Teleostei mostraram que ovarios em estadios de maturacdo sdo o que estdo
sujeitos a maior discrepancia no que diz respeito a classificagdo.

Por outro lado, pode-se explicar o fato dos ovarios de Schizodon nasutus
classificados aqui como maduros, pertencerem as fases Apto a Desovar e Desova Ativa.
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Neste caso, as diferencas histologicas entre essas duas fases reprodutivas ndo se
refletem em mudancas macroscépicas da gdnada. Odcitos com migracdo nuclear e
odcitos hidratados nem sempre séo passiveis de serem detectados macroscopicamente.

Além disso, nas classificagdes macroscopicas deve-se considerar também o tipo
de desova do animal e suas estratégias reprodutivas. Animais que apresentam desovas
parciais irdo apresentar ovarios repletos de odcitos em diferentes etapas de
desenvolvimento, o que pode dificultar tanto a classificagdo macroscépica (West, 1990),
como a analise microscopica. Este fato pode ter contribuido para o alto indice de
discordancias entre as classificagbes macroscopicas e microscopicas, nas fémeas aqui
analisadas.

Para machos, a correlacdo entre as classificagdes macroscopicas e microscépicas
é ainda mais complexa. Todos os testiculos classificados macroscopicamente como
imaturo, em maturacdo e maduro, em ambas as espécies aqui analisadas, Plagioscion
squamosissimus e Schizodon nasutus, apresentavam caracteristicas histoldgicas de pelo
menos trés fases reprodutivas diferentes. Porém, a fase reprodutiva com maior
frequéncia, na maioria dos casos, correspondia ao estadio de desenvolvimento gonadal
classificado macroscopicamente. Em Schizodon nasutus, por exemplo, das gonadas
consideradas macroscopicamente como imaturas, 33,33% realmente eram testiculos
Imaturos. Das gbnadas em maturacdo, 55,57% correspondiam a testiculos em fase
reprodutiva de Desenvolvimento, e dos testiculos considerados maduros, 60,02% deles
eram gonadas em fase reprodutiva de Desova Ativa.

Para Plagioscion squamosissimus, situacdo semelhante foi observada. Porém,
diferentemente das gbnadas imaturas de Schizodon nasutus, neste caso a analise
histologica dos testiculos mostrou que 50% deles encontravam-se Em Regeneragéo.
Este dado pode ser associado ao fato das gOnadas imaturas e Em Regeneracéo
apresentarem caracteristicas bastante semelhantes, principalmente no aspecto
macroscopico, diferenciando-se histologicamente somente pela presenca de macro6fagos
e espermatozoides residuais nos testiculos Em Regeneracéo.

Da mesma forma, 40% dos testiculos maduros, encontravam-se em fase
reprodutiva de Apto a Desovar e 20% em Desova Ativa, ou Seja, macroscopicamente,
essas fases sdo de dificil distincéo.

Assim, conclui-se que a classificagdo macroscopica das gbnadas masculinas, em
relagdo as fémeas, apresenta um indice relativamente alto de concordancia com a

analise microscopica.
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Tanto nos machos quanto nas fémeas, gbnadas imaturas e Em Regeneragéo
sempre foram classificadas macroscopicamente como imaturas. No caso de fémeas de
Schizodon nasutus e machos de Plagioscion squamosissimus iSsO ndo aconteceu
somente porque a fase Em Regeneracdo era inexistente ou apresentava uma baixa

amostragem.

6. Fases reprodutivas

A biologia reprodutiva nos Teleostei é caracterizada a partir da determinacéo das
fases reprodutivas de acordo com os diferentes estagios de desenvolvimento oocitario
nas fémeas (Vazzoler, 1996; Taylor et al., 1998; Brown-Peterson et al., 2009), e nos
machos através da descricdo das alteracOes estruturais do epitélio germinativo e dos
estagios das células germinativas (Grier e Taylor, 1998; Grier e Lo Nostro, 2000;
Brown-Peterson et al., 2009). Com base nessas informagdes, 0s animais aqui analisados
sdo passiveis de serem classificados de acordo com as trés propostas citadas tanto para
fémeas (Vazzoler, 1996; Taylor et al., 1998; Brown-Peterson et al., 2009) como para
machos (adaptado de Vazzoler, 1996; Grier e Taylor, 1998; Brown-Peterson et al.,
2009). Porem, ao comparar as trés propostas, nota-se que Brown-Peterson e
colaboradores (2009) dividem o ciclo reprodutivo em seis fases - Imaturo,
Desenvolvimento, Apto a Desovar, Desova Ativa, Regressdo e Em Regeneragéo - e ndo
quatro ou cinco como nas classificagdes anteriores (de Vazzoler, 1996; Grier e Taylor,
1998; e Taylor et al., 1998). Isso se deve principalmente ao fato das classificacdes
tradicionais considerarem animais prontos para reproduzir como “maduros” (Vazzoler,
1996) ou em “maturacéo final” (Taylor et al., 1998; Grier e Taylor, 1998), enquanto que
Brown-Peterson e colaboradores (2009) dividem-nas em duas fases: Apto a Desovar e
Desova Ativa. Essa caracterizacdo € importante, principalmente em relacdo as fémeas.
A distincdo entre essas duas fases se da em relacdo ao desenvolvimento oocitério.
Enquanto gbnadas nas fases Apto a Desovar apresentam o00citos em crescimento
secundario com vitelogénese completa, nas fases de Desova Ativa, 0s 00cCitos
encontram-se em maturacdo, ou seja, seus nucleos sdo excéntricos, dispondo-se em
processo de migracdo ou ja junto a micrépila.

A partir da comparacdo das propostas acima citadas, a caracterizagdo dos
ovarios e testiculos de Schizodon nasutus e Plagioscion squamosissimus em fases
reprodutivas foi estabelecida de acordo com a proposta de Brown-Peterson e
colaboradores (2009), na qual a histologia do tecido gonadal ao longo do ciclo
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reprodutivo parece ser a mais adequada. Esta proposta faz referéncia ainda a analise
macroscopica da génada, o que auxiliaria na classificacdo da fase reprodutiva, no caso
da analise histologica manter-se semelhante. Exemplo disso € o considerado para
machos, nas fases Apto a Desovar e Desova Ativa, indistinguiveis histologicamente. No
entanto, no presente estudo pode-se perceber que os animais aptos a desovar possuem
espermatozéides no lamen dos I6bulos/tdbulos testiculares, mas que estes ainda nao
sofreram anastomoses. J& 0s nos animais em Desova Ativa, os lébulos/tdbulos
testiculares estdo anastomosados, confluindo para o ducto espermatico.

Aspecto frequente de discordancias entre as classificagdes tradicionais refere-se
principalmente as fases de “repouso”, “regredida’ e “em regeneracéo”. Essas fases sdo
comumente confundidas com gobnadas imaturas, ou seja, gbnadas de animais
sexualmente imaturos. Brown-Peterson e colaboradores (2009) propdem que essas fases
podem ser distinguidas através da espessura da capsula do 6rgdo. Animais sexualmente
maduros apresentam capsulas cada vez mais espessas ao longo dos ciclos reprodutivos,
enquanto que animais Imaturos tém capsulas bastante delgadas. Este é um aspecto
importante a ser considerado, quando outras caracteristicas histoldgicas, como foliculos
atresicos, nas fémeas, por exemplo, estejam ausentes e todas as outras caracteristicas
histolégicas sejam semelhantes em gdnadas maduras e imaturas.

Além disso, o termo “repouso” utilizado por Vazzoler (1996) € inadequado para
esta fase reprodutiva, na qual o epitélio germinativo das gbnadas masculinas ou
femininas é marcado por um periodo de intensa proliferacdo de células germinativas
(oogonias e espermatogbnias) e células epiteliais (foliculares e células de Sertoli). O
termo Em Regeneracdo utilizado por Brown-Petterson e colaboradores (2009) é mais
adequado e representativo para caracterizacdo da fase, mesmo quando comparado ao
termo “fase regredida’ (Taylor et al., 1998; Grier e Taylor, 1998).

Outra caracteristica marcante, que difere as fases de Regresséo e Em
Regeneracéo, seja nos machos ou nas fémeas, é a presenca de células fagociticas, como
0s macrdfagos. Essas fases apresentam intensa reabsorcdo celular e essas células,
associadas aos centros melanomacrofagicos, parecem ter um papel crucial na reabsor¢édo
de foliculos atrésicos nas fémeas e de espermatozéides residuais e restos celulares nos
machos, estando envolvidos em ambos 0s casos na remodelacdo tecidual (Grier e
Taylor, 1998; Lo Nostro, 2000; Franga, 2010).

Quanto ao desenvolvimento oocitario de Schizodon nasutus, ao longo das fases
reprodutivas, obteve-se um resultado satisfatorio, em relagdo a frequéncia dos tipos de
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odcitos. A medida que o ovario avanca pelas fases reprodutivas ao longo do ciclo, o
desenvolvimento odcitario também progride, mudando as caracteristicas ovarianas
conformacionais, o que se reflete como areas nitidamente distintas entre os diferentes
tipos de ovarios. Assim, ovarios Imaturos apresentam 98,76% de area ovariana ocupada
por o0citos em crescimento primario. Estes passam a ocupar 59,10% da area, nos
ovarios em Desenvolvimento, sendo 40,52% ocupado agora por o6citos em crescimento
secundario (em vitelogénese inicial e intermediaria). Nos ovarios em fases de Apto a
Desovar, 97,93% da area € ocupada por odcitos em crescimento secundario com
vitelogénese final. J& nos ovarios em Desova Ativa, 0s o0citos em vitelogénese final
ocupam o equivalente a 51,04% da area, enquanto que 0s o0citos em maturacgdo,
45,49%. Isso se deve a progressdo do desenvolvimento oocitario, no qual, na fase de
Desova Ativa, parte dos odcitos que completaram sua vitelogénese, entram em
maturacdo e passam a apresentar nucleos em processo de migracdo, caracterizando a
fase de Desova Ativa.

Ainda para Schizodon nasutus, 0s ninhos de oogbnias e de odcitos profasicos
ocupam 1,24% de &rea ovariana, em gbnadas imaturas. Conforme avanga no ciclo
reprodutivo, 0s ninhos tornam-se menos frequentes e passam a ocupar somente 0,38%
de area ovariana em gbdnadas em Desenvolvimento, e 0,01% nas gbnadas em fase
reprodutiva de Apto a Desovar e Desova Ativa. Nessas duas Gltimas fases, além da
queda percentual, nota-se que cada um dos ninhos € menor em relacdo as outras fases
reprodutivas, sendo formado por poucas células ou por uma Unica oogdnia isolada.

Em Plagioscion squamosissimus os resultados encontrados para 0S OVarios
Imaturos e Em Regeneragdo sdo similares, uma vez que estes tipos de gobnada
apresentam caracteristicas histolégicas bastante semelhantes (Brown-Peterson et al.,
2009). Os odcitos em crescimento primario ocupam 96,09% da area ovariana da gbnada
imatura, enquanto que na gonada Em Regeneracdo, 94,43%. Ninhos de oogonias
correspondem a 2,12% e 1,98% da éarea ovariana nas gbnadas imaturas e Em
Regeneracdo, respectivamente. Ja os ninhos de odcitos aparecem com 1,79% nas
gonadas imaturas, aumentando sua frequéncia nas gonadas Em Regeneracdo (2,31%).
Com base nesses resultados, nota-se que as génadas apresentam constituicdo oocitaria
que as difere somente pelo fato das gbnadas Em Regeneracdo apresentarem 1,28% da
area ocupada por foliculos atrésicos.

Em relacdo a composi¢do dos ninhos de células germinativas em Plagioscion

squamosi 0s ninhos de oogonias sdo mais frequentes nos ovarios Imaturos do que nos
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Em Regeneracdo, apesar dessa frequéncia ndo apresentar diferenca significativa. Ja os
ninhos formados por od6citos leptoténicos, zigoténicos e paquiténicos sdo mais
frequentes nos ovarios Em Regeneracdo, sendo que a Unica diferenca significativa
existente € em relacdo aos ninhos de od6citos paquiténicos. Estes sdo facilmente
detectaveis nos ovarios Em Regeneracdo e dificilmente visualizados nos ovarios
Imaturos. Ja os odcitos diploténicos iniciais, que ainda ndo entraram em crescimento
primario, sdo0 mais numerosos nos ovarios Imaturos. Assim, percebe-se que em ambos
0S casos, 0 epitélio germinativo feminino mantém-se em constante proliferacdo de
oogonias e consequente producdo ilimitada de odcitos (Grier, 2000; Grier et al., 2007,
Grier et al., 2009; presente estudo).

Os resultados deste trabalho indicam que muito possivelmente, a formacao dos
foliculos ovarianos, bem como a proliferacdo de oogbnias, € intensa no inicio do ciclo
reprodutivo, ou seja, nas fases Em Regeneracdo. Essa afirmacéo pode ser feita, quando
se compara os dados das duas espécies analisadas, apesar de ambas apresentarem ciclos
reprodutivos incompletos. Porém, sabendo-se que formacao do foliculo representa um
processo evolutivamente conservado tanto entre os vertebrados, como nos Teleostei em
geral (Quagio-Grassiotto et al., aceito), provavelmente as fases reprodutivas apresentam
resultados similares, ou seja, ao analisar a distribuicdo e frequéncia do processo de
foliculogénese ao longo do ciclo reprodutivo, a maior frequéncia encontrada seria nos
ovarios em fases de Em Regeneracdo (observacao pessoal em Tanichthys albonubes —
projeto em andamento).

Essa presenga constante de oogobnias isoladas, ninhos de oogonias, ninhos de
oocitos, bem como foliculos ovarianos em diferentes etapas do desenvolvimento
oocitario, foliculos maduros, foliculos atrésicos e complexos pds-ovulatorios, nos
ovarios de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus, aqui analisados
caracterizam um epitélio germinativo permanentemente ativo (ver Grier, et al., 2009

para revisdo) que sofre alteracdes significativas ao longo de seus ciclos reprodutivos.

7. Indice gonadossomatico (1GS)

Segundo Vazzoler (1996) o indice gonadossomatico (IGS), em associacdo a
analises macroscopicas e histoldgicas constitui uma boa ferramenta como indicador da
atividade reprodutiva dos peixes.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que para Schizodon nasutus 0s
valores do IGS, de ovérios e testiculos, confrontados com as fases reprodutivas, sao
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condizentes com o desenvolvimento das gonadas durante todo o ciclo reprodutivo, isto
é, 0 aumento percentual das gbnadas em relacdo ao corpo do animal ocorre
concomitantemente ao desenvolvimento dos ovarios e testiculos, nas fases reprodutivas.

Para fémeas de Schizodon nasutus, por exemplo, o maior valor de IGS foi de
14,12%, em uma fémea capturada durante a primavera, com gonada em fase reprodutiva
de Apto a Desovar, ou seja, periodo que antecede a desova. De acordo com Guraya
(1986), esse aumento de peso dos ovarios em relacdo ao peso total do corpo que ocorre
no periodo anterior a desova pode variar de 1% a 20% e deve-se principalmente ao
acumulo de nutrientes pelo odcito, ou seja, acumulo de granulos de vitelo, durante o
crescimento secundario do od6cito, no qual este apresenta um aumento brusco de
tamanho (Patifio e Sullivan, 2002; Spadella et al., 2005).

A anélise do IGS das fémeas de Schizodon nasutus apresentou para 0S meses
correspondentes a primavera e verdo elevados valores médios de IGS (6,3% e 6,1%
respectivamente) que, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica em relacdo as outras
estacdes, sugere que estas sejam as estacOes nas quais ocorra a reproducao. Para 0s
machos, quando se analisa os indices gonadossomaticos ao longo do ano tém-se 0s
maiores valores nos meses correspondentes a primavera.

Ainda em relacdo ao periodo reprodutivo, os dados histoldgicos obtidos neste
trabalho para Schizodon nasutus apontam machos e fémeas com gbnadas aptas a
reproducdo, na primavera e verdo. A analise de frequéncia das fases reprodutivas
corrobora esta afirmacdo e traca um perfil sobre o ciclo reprodutivo de Schizodon
nasutus, com ovarios em fases reprodutivas de Apto a Desovar e Desova Ativa
presentes principalmente durante a primavera e verao.

Assim, unindo os dados de I1GS aos de frequéncia das fases reprodutivas durante
0s meses de coleta, conclui-se que as gbnadas de Schizodon nasutus encontram-se
prontas para a reproducdo durante as estacdes de primavera e verdo, concordando com
os dados ja existentes na literatura (Régo, 2008).

Em relacdo a espécie Plagioscion squamosissimus, o IGS foi calculado apenas
para 0Ss machos, uma vez que as fémeas encontravam-se sexualmente imaturas ou em
fases reprodutiva de Em Regeneracdo, ndo sendo possivel estudar seu ciclo reprodutivo
de forma completa.

Para machos de Plagioscion squamosissimus, ndo houve diferenga significativa
entre o IGS nas diferentes fases do ciclo reprodutivo. No entanto, registrou-se picos de

IGS durante quase todo o0 ano (primavera, verao e inverno).
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Apesar disso, quando se observa as frequéncias das fases reprodutivas por més
ao longo do ano, os resultados apontam que essa espécie esta apta a reproducdo durante
a primavera e verdo. Este periodo parece ser realmente o periodo considerado como o
reprodutivo para Plagioscion squamosissimus (Braga, 1997).

As possiveis diferencas existentes entre periodos reprodutivos entre machos e
fémeas de uma mesma espécie podem ser atribuidas ao fato de que normalmente sdo as
fémeas que determinam a época de desova, uma vez que 0S machos costumam
permanecer com testiculos maduros por um periodo mais longo do que as fémeas
(Chaves, 1991), ao longo do ciclo reprodutivo.

Além disso, outro fato a ser considerado, sdo as condi¢cGes ambientais que
influem diretamente no periodo reprodutivo (Vazzoler, 1996), bem como a éarea
geografica na qual a espécie se encontra (Bazzoli, 2003). Por esta razéo, ao descrever o
ciclo reprodutivo de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus, optou-se por
fazé-lo por estacédo do ano.

Muitos representantes dos Characiformes, por exemplo, presentes na bacia do
Parana, reproduzem-se de outubro a janeiro, quando se tem temperatura elevada e alto
nivel fluviométrico (Vazzoler, 1992), ou seja, periodo correspondente no Brasil, a
primavera e verdo, confirmando o periodo reprodutivo aqui encontrado para o
Characiformes Schizodon nasutus.

Ainda em relagdo ao ciclo reprodutivo, os ovarios do Characiformes aqui
analisados, Schizodon nasutus, tém possivelmente desova parcial ou desenvolvimento
oocitario assincrénico. A desova do tipo parcelada é evidenciada pelo longo periodo
reprodutivo e pela ocorréncia de ovarios parcialmente esgotados, com a presenca de
complexos pos-ovulatorios e o6citos em diferentes fases de desenvolvimento (Barbieri e
Barbieri, 1985; Vazzoler, 1996; presente estudo). Nos ovarios desse tipo, observam-se
caracteristicas morfolégicas de mais de um tipo de fase reprodutiva, devido a liberacéo
parcial de lotes de o6citos ao longo do ciclo, e consequente reposi¢do oocitéria.

Dessa forma, os ovarios frequentemente apresentam foliculos ovarianos em
todas as etapas de desenvolvimento oocitario, ao longo de todo o ciclo reprodutivo
(Wallace e Selman, 1981; Spadella et al., 2005; Franga, 2010), sendo utilizada a maior
frequéncia dos tipos de odcitos presentes para classificar as gdnadas nas diferentes fases

reprodutivas.
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Consideracges finals
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Apesar da proposta inicial deste trabalho ter sido uma compatibilizacéo entre as
classificacbes macroscépicas e a verificagdo microscopica, e sua correlagdo com o
indice gonadossomatico (IGS), na tentativa de sanar as dissonancias existentes entre
classificagdes macroscopicas e histoldgicas, observou-se que houve correlacdo somente
entre a analise histologica e o I1GS.

Os dados referentes aos valores de IGS foram insuficientes, devido
provavelmente ao baixo nimero de amostragem. Assim, ndo houve fundamento em
correlacionar IGS com dados macroscopicos. 1sso se deve ao fato do IGS néo apresentar
diferencas significativas entre todas as fases reprodutivas, seja em machos ou em
fémeas. Dessa forma, a melhor maneira encontrada para padronizar a classificagdo das
gbnadas em fases reprodutivas foi através da associacdo entre as analises morfologicas
macroscopicas e microscopicas.

Apesar da analise macroscopica ser mais simples e de aplicacdo imediata, 0s
resultados aqui apresentados mostram claramente a distonancia existente entre a
classificacdo macroscépica e microscépica. Os valores de IGS podem auxiliar numa
pré-classificacdo das fases reprodutivas das gonadas, porém a analise histologica faz-se
necessaria, principalmente em fases reprodutivas nas quais o IGS é semelhante, como
em Apto a Desovar e Desova a Ativa.

Para minimizar erros na identificacdo das fases reprodutivas, sugere-se que seja
realizado um estudo prévio para uma possivel padronizacdo entre as observacoes
macroscopicas e microscopicas das gonadas, para uma determinada espécie a ser
estudada. Assim, aspectos macroscOpicos caracteristicos de cada espécie poderiam ser
determinados ao inicio do estudo, facilitando as futuras analises e classificacbes em
diferentes fases reprodutivas.
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Conclusoes
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A partir dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

- A morfologia gonadal macroscépica e microscopica das espécies Plagioscion
squamosissimus e Schizodon nasutus € semelhante aquela encontrada para os demais

Teleostei.

- A foliculogénese de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus segue 0 mesmo
padrdo encontrado para os demais Teleostei, reforcando a hipdtese de que a formagéo
dos foliculos ovarianos constitui um processo evolutivamente conservado entre 0s

vertebrados em geral.

- O desenvolvimento folicular de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus
ocorre como o ja descrito para outras espécies de Teleostei, porém apresentam pequenas
diferencas proprias de cada espécie. Ainda assim, essas diferencas sdo comuns quando
se compara a espécie a outros peixes do mesmo grupo, ou seja, Plagioscion
squamosissimus apresenta desenvolvimento folicular caracteristico dos Perciformes,
como acumulo de gordura no citoplasma e Schizodon nasutus desenvolvimento folicular
caracteristico dos Characiformes. Ao final do desenvolvimento folicular, em ambos os

casos, a fusao do vitelo ndo ocorre.

- Os testiculos de Plagioscion squamosissimus apresentam organizacao testicular do

tipo lobular irrestrita, enquanto que Schizodon nasutus, tubular anastomosada.

- A classificacdo macroscopica das gbnadas masculinas e femininas em fases
reprodutivas, por si s6 ndo apresenta dados confiaveis para tal. Assim, visando uma
melhor classificacdo, os dados macroscopicos devem ser minuciosamente analisados e
comparados as andlises microscépicas, evitando erros na identificacdo das fases
reprodutivas ao longo do ciclo reprodutivo.

- Embora qualquer uma das propostas existentes na literatura, utilizadas
tradicionalmente para classificacdo de fases reprodutivas, possa ser empregada para
classificacdo das espécies aqui analisadas, aquela que apresenta maior nimero de fases
reprodutivas foi a mais adequada, uma vez que as caracterizagdes histoldgicas de cada
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fase reprodutiva tornam-se assim mais detalhadas, evitando possiveis erros durante a

classificagéo.

- A proliferacdo das oogonias, das células somaticas a elas associadas e a formacgéo dos
oocitos profasicos iniciais, nas fémeas analisadas, ocorrem principalmente nos periodos
iniciais do ciclo reprodutivo, ou seja, durante as fases Em Regeneracdo do ovario, além

de também ocorrer em frequéncia elevada nos ovarios Imaturos.

- O periodo reprodutivo de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus ocorre nos
meses equivalentes a primavera e verdo, sendo que o tipo de desova é parcelada em

ambas as espécies.

- O indice gonadossomatico (IGS) de Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus,
tanto em machos como nas fémeas foi menor em animais imaturos, bem como nos
peixes sexualmente maduros com gonadas em fase de Desenvolvimento e Em
Regeneracdo, apresentando um aumento gradual em fases mais avangadas do ciclo
reprodutivo. Assim, animais em fase reprodutiva de Apto a Desovar apresentaram um
IGS elevado, correspondendo ao periodo antecedente a desova propriamente dita.
Durante a Desova Ativa, 0 IGS manteve-se alto, porém discretamente menor em relacéo

ao periodo anterior, quando o animal encontra-se Apto a Desovar.

- Para Plagioscion squamosissimus e Schizodon nasutus o indice gonadossomatico
(IGS) associado a analise macroscopica das gonadas ndo foi um bom indicador da fase
reprodutiva, sendo mais adequado uma associacdo entre analises macroscopicas e

histoldgicas para tal determinacéo.
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Anexo 1: Certificado do Comité de Etica Animal para a realizacio do projeto.
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