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1. RESUMO

Na maioria dos Teleostei o desenvolvimento gonadal € periddico e acompanha as
estacdes reprodutivas anuais. Ao longo da vida reprodutiva feminina a renovacgdo das
células germinativas € constante e responde pela producdo ilimitada dos foliculos
ovarianos. Aqui a dindmica de renovacgao das células germinativas femininas, que resulta na
formacdo dos foliculos ovarianos, foi estudada em duas diferentes espécies de Ostariophysi
com distintos comportamentos reprodutivos: o Serrasalmus maculatus (Characiformes) e o
Pimelodus maculatus (Siluriformes). O estudo teve por base dados biométricos,
morfométricos e a andlise histoldgica das gdnadas, interpretado segundo novas propostas de
classificacdo dos estdgios do desenvolvimento oocitdrio e das fases do ciclo reprodutivo.
Adicionalmente, a formacdo dos foliculos ovarianos a partir das oogdnias isoladas
presentes no epitélio das lamelas, sua proliferacdo formando ninhos e entrada em meiose
dando origem aos odcitos, € descrita tendo como modelo S. maculatus. Os estagios do
desenvolvimento oocitdrio sdo caracterizados para ambas as espécies. S. maculatus com
periodo reprodutivo longo compreendido principalmente entre os meses de inverno e
primavera (hemisfério sul), tem fecundidade indeterminada. Em S. maculatus a
foliculogénese € mais intensa nos ovdrios em Regeneracdo, reconhecidos por conterem
apenas odcitos pré-vitelogénicos, alguns ja com alvéolos corticais. No epitélio das lamelas
os ninhos contendo oogdnias em proliferacdo sdo proporcionalmente mais numerosos do
que as oogonias isoladas. Nas gonadas em Desenvolvimento, os ninhos contendo oogdnias
e aqueles contendo odcitos profasicos iniciais, predominam em relacdo as oogdnias
isoladas. Nelas, parte dos odcitos pré-vitelogénicos entram e avancam na vitelogénese. Nas
gonadas consideradas Aptas a Desova, a quantidade de ninhos de oogbnias e odcitos
profésicos iniciais € menor relativamente as demais fases e as oogoOnias isoladas aparecem
com maior frequéncia. Os odcitos vitelogénicos tardios € completamente desenvolvidos
convivem com os odcitos pré-vitelogénicos. Resultantes da liberacdo dos odcitos maduros
aparecem os complexos foliculares vazios. Nos ovdrios em Regressdo, a retomada da
proliferacdo das oogodnias € detectada pelo aumento do nimero de ninhos, alguns deles ja
contendo odcitos profdsicos iniciais. A atresia dos foliculos contendo odcitos ndo liberados

convive com os odcitos pré-vitelogénicos. Pimelodus maculatus com periodo reprodutivo



nos meses de verdo (hemisfério sul), tem fecundidade determinada. Também nessa espécie,
os eventos iniciais da foliculogénese sdo mais intensos nos ovarios em Regeneracdo, nos
quais os unicos odcitos presentes sdo os pré-vitelogénicos. No epitélio das lamelas, os
ninhos contendo oogdnias em proliferacdo sdo proporcionalmente mais frequentes que as
oogdnias isoladas e ninhos contendo odcitos profédsicos iniciais. Nas gbénadas em
Desenvolvimento, a frequéncia do numero de ninhos contendo oogoOnia difere
estatisticamente da frequéncia de ninhos de odcitos e as oogOnias isoladas no epitélio.
Nessas gonadas parte dos odcitos pré-vitelogénicos entram em vitelogénese. Nos ovéarios
Aptos a Desova, os ninhos de oogdnias e odcitos profdsicos iniciais aparecem em menor
quantidade relativamente as oogonias isoladas. Neles, os odcitos completamente
desenvolvidos predominam sobre aqueles vitelogénicos e pré-vitelogénicos. Nos ovarios
em Regressdo, a retomada da proliferacio das oogdnias € detectada pelo aumento do
nimero de ninhos, alguns deles contendo odcitos profasicos iniciais. A atresia dos foliculos

contendo odcitos ndo liberados convive com os odcitos pré-vitelogénicos.



2. ABSTRACT

In most Teleostei the gonadal development is cyclical and follows the annual
reproductive seasons. Throughout the female reproductive life the germ cell renewal is
constant, and accounts for the unlimited production of ovarian follicles. Here the dynamics
of female germ cell renewal, resulting in the formation of ovarian follicles was studied in
two different species of Ostariophysi with different reproductive strategies: Serrasalmus
maculatus (Characiformes) and Pimelodus maculatus (Siluriformes). The study was based
on biometrics, morphometric and histological analysis of gonads, interpreted according to
new proposals for the classification of the phases of the reproductive cycle and for the
stages of the oocytes development. Additionally, using S. maculatus as a model, we
describe the formation of ovarian follicles from the isolated oogonia present in the lamellar
epithelium, their proliferation forming cell nests and entrance into meiosis giving rise to the
oocytes. The stages of the oocyte development are characterized for both species. S.
maculatus with long reproductive period comprising the months of winter and spring
(southern hemisphere) has an indeterminate fecundity. In S. maculatus the folliculogenesis
is more intense in the Regenerating ovaries, recognized by containing only pre-vitellogenic
oocytes, some of them with cortical alveoli. At this time, in the lamellar epithelium the
nests with proliferating oogonia are proportionally more numerous than the isolated
oogonia. In the Developing ovaries, the nests containing oogonia and those with the early
prophase oocytes, are predominate over the isolated oogonia. In them, the part of the pre-
vitellogenic oocytes enters and advances in vitellogenesis. In the Spawning Capable
ovaries, the number of nests of oogonia and early prophase oocytes is lower compared with
other reproductive phases as the isolated oogonia appear more frequently. In these, the late
vitellogenic and full-grown oocytes co-occur with pre-vitellogenic ones. The postovulatory
follicle complex appear resulting from the release of mature oocytes. In the Regressing
ovaries, the resumption of oogonia proliferation is detected by an increase in the number of
nests, some of them already containing early prophase oocytes. Atresia of follicles,
containing oocytes that were not released, co-occurs with the pre-vitellogenic oocytes.
Pimelodus maculatus with a reproductive period concentrated in the summer (southern

hemisphere), has a determinate fecundity. Also in this species, the initial events of



folliculogenesis in the ovaries are more intense in Regenerating phase, in which only
oocytes present are the pre-vitellogenic ones. In the lamellar epithelium the nests
containing proliferating oogonia are proportionally more frequent than the isolated oogonia
and than the nests containing early prophase oocytes. In the Developing ovaries, the
frequency of the number of nests containing oogonia differs statistically from the frequency
of nests with oocytes and from the isolated oogonia and in the epithelium. In these gonads
of the pre-vitellogenic oocytes enter in vitellogenesis. In the Spawning Capable ovaries,
the nests of oogonia and early prophase oocytes appear in a lower number than the isolated
oogonia. In them, the full-grown oocytes predominate over those pre-vitellogenic and
vitellogenic. In the Regressing ovaries, the resumption of the oogonia proliferation is
detected by an increase in the number of nests, some containing early prophase oocytes.
Atresia of follicles, containing oocytes that were not released, co-occurs with the pre-

vitellogenic.



3. INTRODUCAO

Na maioria dos Teleostei, com excecdo dos semélparos, o desenvolvimento gonadal
¢ ciclico e acompanha as esta¢des do ano. A renovacdo das células germinativas € constante
e novos odcitos sao recrutados a cada estacao reprodutiva. A fonte dos odcitos que permite
que as fémeas dos teledsteos produzam foliculos continuamente durante a sua vida
reprodutiva encontra-se no epitélio que margeia as lamelas ovarianas (Grier, 2000; Grier et
al., 2009).

Se a fonte dos odcitos situa-se no epitélio das lamelas, deve ser, portanto, no epitélio
que se encontram as células tronco da linhagem germinativa feminina. De fato, as oogdnias
presentes no epitélio das lamelas sdo morfologicamente distintas e aquelas solitdrias e
escuras supostamente abrigam as candidatas a células tronco (Quagio-Grassiotto et al.,
2011).

E no epitélio das lamelas que as oogdnias proliferam, entram em meiose dando
origem aos odcitos. A proliferacio e diferenciacdo das oogdnias formam agregados
celulares no epitélio lamelar, conhecidos como ninhos (Selman & Wallace, 1989). Os
estudos realizados por Nakamura e colaboradores (2010), detectam e caracterizam
molecularmente estes locais no epitélio das lamelas nos quais as odgonias proliferam e os
denominam bercos.

A proliferacdo mitética das odgonias leva a formacdo de cistos de células
germinativas (Nakamura et al., 2011; Quagio-Grassiotto et al., 2011). Por defini¢do, um
cisto de células germinativas é formado por um conjunto de células germinativas
interconectadas, derivadas de uma tunica célula germinativa primordial. O conjunto das
células germinativas interconectadas € totalmente envolto pelas células somaticas
precursoras das células foliculares (Pepling & Spradling, 2001; Choi & Rajkovic, 2006). E
na forma de cisto que as oogbnias entram em meiose. A individualizagdo dos odcitos
envolve a quebra das pontes citoplasmatica e do rearranjo das células somadticas que
circundam o cisto. Estas ultimas s@o as precursoras das células foliculares, ou seja, as
células pré-foliculares. A quebra dos cistos germinativos ocorre no paquiteno tardio na
profase 1 da meiose (para revisdo ver Matova & Cooley, 2001). Entre os vertebrados, a

quebra dos cistos germinativos, e subsequente formagdao dos foliculos ovarianos (os



foliculos ovarianos contém um Unico odcito envolto por uma camada de células
foliculares), encontra-se relatada em mamiferos (Pepling & Spradling, 2001), em anfibios
(Kloc et al., 2004) e nos peixes teledsteos (Nakamura et al., 2011; Quagio-Grassiotto et al.,

2011).

3.1. Foliculogénese, Desenvolvimento, Maturagdo e Liberacdo dos Odcitos

Durante a invasao dos cistos, as células pré-foliculares sintetizam a membrana basal
que as suporta (Franga et al., 2010) e que é continua com a membrana basal do epitélio
(Quagio-Grassiotto et al., 2011). Conforme a membrana basal € sintetizada, os foliculos
ovarianos em formac¢ao deixam os ninhos (Mazzoni et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al.,
2011). 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 € constituido pelo odcito circundado pelas células
foliculares que se apdiam 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; Mazzoni et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al.,
2011). Estes eventos em seu conjunto compreendem a foliculogénese (veja revisdao em Le
Menn et al., 2007; Grier et al., 2009).

O desenvolvimento do odcito ocorre dentro do complexo folicular e compreende os
estagios de crescimento primdrio e secundario, maturacdo e ovulacio (Grier et al., 2009).
Os crescimentos, primdrio e secunddrio, sdo também conhecidos como estigios pré-
vitelogénico e vitelogénico (Tyler & Sumpter, 1996; Patifio & Sullivan, 2002; Grier et al.,
2009). Durante o periodo pré-vitelogénico, uma grande quantidade de RNA acumula-se no
citoplasma, as organelas membranosas proliferam e a zona pelicida é formada. Em muitas
espécies, principalmente nas marinhas, aparecem gotas de lipidio ao redor do nicleo. Os
precursores dos alvéolos corticais iniciam sua formacdo (Selman & Wallace, 1989) que
pode ou ndo estar completa ao final do periodo pré-vitelogénico (Franga et al., 2010;

Quagio-Grassiotto et al., 2011).



A progressiva deposicao de vitelo e o espessamento da zona pelucida caracterizam a
vitelogénese ou crescimento secundario (Wallace & Selman, 1990; Selman & Wallace,
1989). Durante o crescimento secunddrio, a vitelogenina incorporada pelo odcito da origem
aos glébulos de vitelo. A vitelogénese progride até que o odcito esteja completamente
desenvolvido e o ooplasma preenchido pelos glébulos de vitelo. Uma vez finalizada a
vitelogénese, o odcito poderd ser recrutado para a maturacdo. A maturacdo € caracterizada
pela migracdo do ndcleo, ou vesicula germinativa, em dire¢do ao polo animal onde a
micropila estd localizada, pela fragmentacdo do envoltério nuclear, ou seja, pela quebra da
vesicula germinativa e retomada da meiose (para revisdo ver Patifio & Sullivan, 2002; Le
Menn et al., 2007; Grier et al., 2009).

Durante a maturacao, nas espécies em que os oocitos acumulam lipidios, as gotas de
lipidio formadas durante os crescimentos primdrio e secundario fundem-se
progressivamente em um Unico e grande glébulo. Nas espécies com ovos pelédgicos,
precedendo a ovulacdo, os glébulos de vitelo também se fundem. O vitelo € hidrolisado e
devido a forca osmotica dos aminodcidos ou peptideos livres, hidrata (Patifio & Sullivan,
2002; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009, para revisdo). Nas espécies com 0OvOs
bentdnicos, a hidrdlise do vitelo € limitada e consequentemente a hidratacdo do vitelo €
mais discreta (LaFleur et al., 2005).

Nos peixes oviparos, uma vez que os odcitos estejam maduros, a ovulagdo ou
oocitacdo pode ocorrer, com o odcito sendo liberado do interior do complexo folicular para
o lumen ovariano (ver Patifio & Sullivan, 2002; Grier et al., 2009, para revisao).

No que diz respeito a oogénese nos teledsteos, as informacgdes mais divulgadas sao,
principalmente, oriundas dos estudos com Perciformes marinhos. Estudos recentes, no
entanto, t€ém exposto diferencas significativas no padrao de desenvolvimento oocitario entre
espécies marinhas e as de dgua doce (ver Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009; Lowerre-
Barbieri et al., 2011a - para revisio), ou entre os taxa mais basais como os Ostariophysi em
relacdo aqueles mais derivados, caso dos Perciformes (ver Figura 1 adaptada de Quagio-
Grassiotto et al., 2009). O esquema abaixo sumariza as principais diferencas do

desenvolvimento oocitario nesses grupos de peixes.
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FIGURA1: Esquema comparando o desenvolvimento oocitdrio de Perciformes marinhos e
Ostariophysi de dgua doce. Adaptado de Quagio-Grassiotto et al., 2009. Seta cheia:

Perciformes marinhos; Seta vazia: Ostariophysi de dgua doce.

A renovacgdo das células germinativas femininas, o desenvolvimento oocitario e o
consequente desenvolvimento gonadal que ocorre ao longo das estacdes do ano,
constituem, portanto, a base da caracterizagdo das fases reprodutivas durante a histéria de
vida das fémeas dos Teleostei. A compreensdo da dindmica de renovacdo das células
germinativas ao longo dos ciclos reprodutivos anuais depende consequentemente da

compreensdo, primeira, das fases reprodutivas em si.



3.2. As Classes Reprodutivas das Fémeas

O desenvolvimento gonadal das fémeas pode ser verificado macroscopicamente e as
alteracdes de forma, de tamanho, de cor e de textura das gonadas tém sido utilizadas como
parametros para a classificagdo 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, € a proposta por
Vazzoler (1996). Nela, de modo geral, as gdbnadas dos animais sexualmente maduros sio
classificadas em 5 estddios de maturidade: Em Repouso, os ovarios apresentam tamanho
reduzido, sdo translicidos, com pouca vascularizacdo e ndo sdo observados odcitos a olho
nu; Em Maturacdo, os ovarios sd@o maiores, sdo intensamente vascularizados e sdo
observados pequenos odcitos a olho nu; Os ovérios Maduros ocupam grande parte da
cavidade celomatica, sdo tirgidos e a olho nu observam-se odcitos grandes, opacos ou
translicidos; Quando Esgotados ou Semi-Esgotados, os ovdarios apresentam-se em
diferentes graus de flacidez, com aspecto hemorragico, de tamanho relativamente grande
mas ndo volumoso e sdo observados poucos odcitos (em absorcdo) com aspectos de
grumos. A verificacdo histolégica destes estados tem mostrado, no entanto, que o
desenvolvimento das células germinativas em si, nem sempre é consoante com a
classificacdo macroscdpica da propria gonada.

A recente revisdo por Brown-Peterson e colaboradores (2011) traz uma proposta de
compatibilizacio que se pretende seja aplicdvel as fémeas dos teledsteos em geral. Nela, os
aspectos macro e microscopicos apresentados pelas gonadas ao longo do ciclo reprodutivo
sdo reunidos e uma correspondéncia entre as denominacgdes, até entdo utilizadas, é
apresentada. Estes autores reconhecem ao longo do ciclo reprodutivo dos individuos aptos a
reproducdo, fases que se iniciam com a génada em Desenvolvimento, progride para Apto a
Desova/Extrusdo, entra em Regressdo e progride para Regenerag¢do. Gonadas Imaturas
seriam, conforme esses critérios, aquelas dos individuos que ainda ndo estdo aptos para a
reproducdo, isto é, ainda fora do ciclo reprodutivo porque jovens. As correspondéncias
dessas denominacdes para as anteriores e a caracterizacdo histolégica das mesmas, estao

contidas na tabela aqui traduzida e transcrita.



Fase

|

Terminologia Anterior

Caracterizacio Macroscopica e Histologica

Imaturo

Nunca desovado

Imaturo, Virgem

Ovirios pequenos, muitas vezes claros, vasos sanguineos ndo
distintos. Apenas oogdnias e odcitos em crescimento
primdrio estfio presentes. Sem atresia ou feixes musculares.

Parede do ovario fina e pouco espago entre os odcitos..

Desenvolvimento
Gonadas em inicio de
desenvolvimento. Ainda

nao estao prontas para

Maturando, desenvolvimento
inicial, maturagéo inicial,
maturagio intermedidria,

amadurecimento, pré-

Ovdrios um pouco maiores, vasos sanguineos distintos.
Odcitos em crescimento primario, com alvéolos corticais,
vitelogénese primadria e secunddria estdo presentes. Sem

indicio de POF ou odcitos em vitelogénese tercidria. Alguns

desovar. vitelogénese. odcitos atrésicos podem estar presentes.
Subfase: Inicio de Desenvolvimento—apenas odcitos em
crescimento primdrio e alvéolos corticais estdo presentes.
Apto a Maduro, desenvolvimento tardio, ||Ovdrios grandes, vasos sanguineos proeminentes. Odcitos
Desova/extrusao maturagao tardia, totalmente individuais visiveis macroscopicamente. Presenca de odcitos

Os peixes estdo aptos a

desovar neste ciclo.

maduro, gravida, vitelogénese,
totalmente desenvolvido,
parcialmente esvaziado, pré-

desova, desovando.

em vitelogénese tercidria. Odcitos com alvéolos corticais,
vitelogé€nese primadria e secunddria ou POF estdo presentes
em espécies com fecundidade indeterminada. Pode apresentar
odcitos em atresia e/ou odcitos hidratados. Estdgios iniciais

de maturac@o podem estar presentes.

Subfase: Desova ativa—QOdcitos com migracdo da vesicula
germinativa, quebra da vesicula germinativa, hidratagdo ou

ovulagio.

Regressao

Cessa a desova.

Regressdo, pds desova,

recuperando.

Ovdrios flicidos, vasos sanguineos proeminentes.
Atresias (em qualquer estdgio) e POF presentes. Alguns
odcitos com alvéolos corticais e/ou odcitos vitelogénicos

podem estar presentes.

Regeneracao
Sexualmente maduro,
reprodutivamente

inativo.

Repouso, descansando,

regredido, recuperando, inativo.

Ovdrios pequenos, vasos sanguineos reduzidos, mas ainda
presentes. Presenca apenas de oogdnias e o6citos em
crescimento primdrio. Feixes musculares, vasos sanguineos
grandes, parede ovariana espessa, atresia delta ou gama. POF

em estagio tardio de absor¢do pode estar presente.

LEGENDA: Descricoes macroscopicas e microscopicas das fases ao longo do ciclo reprodutivo das fémeas dos
peixes. O tempo de cada fase € espécie-dependente. Alguns critérios listados para as fases podem variar dependendo da
espécie, estratégia reprodutiva ou temperatura da dgua. Sub fases que se aplicam a todos os peixes estdo listada, subfases
adicionais podem se definidas por pesquisadores individuais (Tabela2 traduzida para o portugués a partir da publicacio
por Nancy J. Brown-Peterson, David M. Wyanski, Fran Saborido-Rey, Beverly J. Macewicz & Susan K. Lowerre-
Barbieri (2011). Marine and Coastal Fisheries: Dynamics, Management, and Ecosystem Science 3:52—70).
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4. OBJETIVOS GERAIS E 0S MODELOS BIOLOGICOS UTILIZADOS

Considerando o exposto, a dindmica de renovacdo das células germinativas
femininas que resulta na formacdo dos foliculos ovarianos, foi aqui estudada ao longo do
ciclo reprodutivo anual em duas espécies de Ostariophysi com distintas estratégias
reprodutivas: o Serrasalmus maculatus (Ordem Characiformes) e o Pimelodus maculatus
(Ordem Siluriformes). Os Ostariophysi constituem um grupo basal em Teleostei e
compreendem as ordens Cypriniformes, Siluriformes, Characiformes, e Gymnotiformes.
Este grupo de peixes, com cerca de 4.500 espécies validas e com alguns poucos
representantes marinhos, predomina nas 4guas continentais das regides centro e sul-
americanas (Reis et al. 2003).

Serrasalmus maculatus, popularmente conhecida como pirambeba, é uma piranha
menos agressiva que se adaptada bem aos ambientes I€nticos. S. maculatus tem periodo
reprodutivo longo, com desova multiplas e desenvolvimento oocitario assincronico (Paiva,
1958; Lamas & Godinho, 1996; Teles & Godinho, 1997). Pimelodus. maculatus,
popularmente conhecido como mandidva, € um bagre de habito migratoério com periodo
reprodutivo curto. Em P. maculatus os ovérios das fémeas caracterizam-se por
apresentarem o0d6citos cujo desenvolvimento ocorre em consonancia com as estacoes
climdticas anuais, com os odcitos vitelogénicos, completamente desenvolvidos e em
maturacdo sendo encontrados apenas durante a estacido chuvosa, na qual se da a reproducao
(Godinho et al., 1974, 1977; Bazzoli et al., 1997).

Para determinar, ao longo do ciclo reprodutivo, a fase em que a proliferacdo das
células germinativas e, consequentemente, quando a foliculogénese € mais intensa,
procedeu-se para ambas as espécies:

-2 coleta dos dados biométricos de forma a permitir a obtencio do Indice
Gonadossomatico e do Fator de Condi¢do ao longo das estacdes do ano;

-a andlise macro e microscOpica das goénadas e a caracterizacdo das fases
reprodutivas, bem como a sua relagdo com o Indice Gonadossomdtico e com o Fator de

Condicao;
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-a andlise morfométrica, ou seja, a caracterizacio e contagem dos sitios de
proliferacdo das células germinativas (oogdnias e odcitos profdsicos iniciais) ao longo do
epitélio das lamelas ovigeras, bem como a sua frequéncia em relacdo as fases reprodutivas;

-adicionalmente, a foliculogénese e o desenvolvimento oocitdrio sdo apresentados

utilizando-se como modelo Serrasalmus maculatus.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comparar os indicadores histoldgicos, proposto para Perciformes marinhos para
identificar as fases reprodutivas, em duas espécies de Ostariophysi;
e Descrever a dindmica de renovagdo das células germinativas femininas durante o
ciclo reprodutivo;
e Determinar a fases do ciclo que a proliferacdo das células germinativas € mais

intensa.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Os espécimes analisados

Um total de 55 fémeas, todas adultas, de Serrasalmus maculatus foram coletadas
mensalmente no reservatério de Jurumirim, Alto Rio Paranapanema, Estado de Sao Paulo,
Brasil, no periodo compreendido entre janeiro de 1996 e dezembro de 1997. No mesmo
reservatorio e no mesmo periodo foram coletadas 50 fémeas, também todas adultas, de
Pimelodus maculatus. Todos os espécimes foram anestesiados por imersao em solucdo de
benzocaina a 0,1% e eutanasiados segundo os protocolos aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (protocolo n°. 204-CEUA). Os dados biométricos foram registrados e
os ovdrios de todas as fémeas coletadas, uma vez macroscopicamente analisados, foram
rapidamente removidos, transferidos para solucdo fixadora e processados para andlise
histolégica e morfométrica.

Adicionalmente, 38 fémeas adultas de S. maculatus e 82 de P. maculatus foram
coletadas no Rio Piracicaba, Estado de Sdo Paulo, Brasil no periodo compreendido entre
janeiro de 2004 e dezembro de 2005, utilizadas para o registro fotografico e contagem das
células germinativas.

Fragmentos das gonadas de todos os exemplares aqui utilizados encontram-se
depositados no acervo de réplicas do Laboratério de Biologia da Reproducdo de Peixes
Neotropicais do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de

Botucatu/UNESP.

5.2. Obtencdo de dados biométricos

Indice Gonadossomdtico:

Para os animais coletados entre 1996 e 1997 foram registrados o comprimento-total
(Ly), que € a distancia, em centimetros, entre o focinho e os dltimos filamentos da nadadeira
caudal, o peso total (W), e o peso da gonada (W,) 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. O indice gonadossomadtico (percentagem que as
gbnadas representam do peso total do individuo) € utilizado como um indicador do estado

funcional das gonadas (Vazzoler, 1996).
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O indice gonadossomadtico foi calculado pela formula IGS = W/ W x 100, onde:

IGS= indice gonadossomdtico; W, = peso da gonada; W, = peso total.

As médias e erro padrdo, agrupadas por fases do ciclo e estagdes do ano, foram
analisados pelo método de ANOVA one-way, e as comparagdes multipareadas pelo teste de

Tukey.

Fator de Condicdo:

Também para os animais coletados entre o periodo de 1996 e 1997, o Fator de
Condicao foi calculado pelo método alométrico, a partir da expressao Ko=(Wt-Wo)/Lt",
onde:

K, = fator de condicio somadtico; Wt=peso total; Wo=peso dos ovdrios;
Lt=comprimento total; b=coeficiente angular da regressio entre peso-comprimento.

Para estimar o valor de do coeficiente b, ajustou-se a uma tnica equacdo de relacao
peso-comprimento W=aL" (LeCren, 1951) a partir do conjunto de todos os individuos
coletados, conforme metodologia discutida por Lima-Junior e colaboradores (2002).

Os resultados obtidos por fase do ciclo reprodutivo e ao longo das estagdes do ano
foram multiplicados por 10* para Serrasalmus maculatus e Pimelodus maculatus para
melhor representacdo grifica, e analisados pelo método de ANOVA one-way, e as

comparacdes multipareadas pelo teste de Tukey.

5.3. Morfometria

Contagem das Células Germinativas:

Para cada individuo foram analisados trés cortes histoldgicos das gdnadas de forma
aleatéria. Em cada corte histolégico foram contadas as oogdnias isoladas e os pontos de
proliferagdo, como ninhos contendo apenas oogdnias e ninhos contendo odcitos profdsicos
iniciais. Em cada corte histoldgico, os valores contabilizados para os ninhos de oogdnias e
ninhos de odcitos iniciais, separadamente, foram divididos pelo nimero de oogdnias
isoladas encontradas no epitélio germinativo.

Para verificar a total distribui¢do dos dados, a média de cada animal obtida por esta

razdo foi representada de forma grafica (boxplot) em cada fase do ciclo reprodutivo.
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Nestes, constam a mediana, primeiro e terceiro quartil (1Q e 3Q), valor minimo e maximo

(Fig2).

—ey MNAXIMO

> 3° quartil

50%da .
amostra > mediana
> 1° quartil
l—> minimo

Figura2: Representacdo grafica em boxplot

Como referencial gréifico, a razdo oogdnia isolada/oogdnia isolada também foi
representada. Os resultados foram analisados e testados pela Andlise de Variancia

(ANOVA) Nao-Paramétrica de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn a posteriori.

5.4. Classificacao morfologica

Foliculogénese:

A descrigdo da foliculogénese segue as propostas de Grier e colaboradores (2009) e
Quagio-Grassiotto e colaboradores (2011).

Desenvolvimento oocitdrio:

O desenvolvimento oocitdrio foi classificado conforme nomenclatura proposta por
Grier e colaboradores (2009). A caracterizagdo dos odcitos, segundo o estidgio de
desenvolvimento, em Pimelodus maculatus segue Quagio-Grassiotto e colaboradores
(2011).

Atresia:

A classificacdo das etapas da atresia segue o padrdao de Hunter e Macwics (1985).

Tipo de fecundidade:

A classificacdo do tipo de fecundidade foi feita conforme proposta por Hunter e
colaboradores (1992) e adotada por Murua e Saborino-Rey (2003) e Lowerre-Barbieri e
colaboradores (2011a).
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Fases reprodutivas:

A classificacdo das fases reprodutivas foi feita com base na proposta de Brown-

Peterson e colaboradores (2011).

5.5. Preparacdo do material para a Microscopia de Luz

Para microscopia de luz, 93 ovdrios de Serrasalmus maculatus e 132 de Pimelodus
maculatus fixados em solucdo de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampdo
Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo menos 24 horas foram desidratados em uma série
crescente de dlcool (70% por 2 dias; 95% por no maximo 4 horas), infiltrados em solugdo
de resina+élcool 95% (1:1) por vdrios dias e incluidos em Historesina Leica (metacrilato
glicol). Cortes longitudinais com 3um de espessura, obtidos com navalhas de vidro foram
corados com PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow (Quintero-Hunter et al., 1991).
Toda a documentacao histolégica foi feita em sistema computadorizado (Olympus BX61 e

Leica MZ12) para analise de imagens.

M¢étodo de Reticulina

A reticulina ou fibra reticular € um tipo de fibra coldgena composta de coldgeno tipo
III (Strum et al., 2007). Essas fibras, juntas com a lamina basal, formam a membrana basal,
na qual o epitélio encontra-se apoiado (Junqueira & Carneiro, 1999). As fibras reticulares
sdo argirofilas, apresentando alta afinidade por sais de prata (Junqueira & Carneiro, 1999).
Dessa forma, o Método de Reticulina, que envolve impregnacdo por prata, foi empregado
para delinear a membrana basal ao longo do epitélio que margeia as lamelas ovigeras.

A técnica se da pela sensibilizacdo do tecido através de um agente oxidante, o
permanganato de potdssio, que causa redu¢do dos grupos aldeidos associados a reticulina.
Posteriormente ocorre deposi¢do de fons de prata carregados positivamente sobre os grupos
aldeidos e finalmente reducdo de ions de prata pela acdo do formol (Puchtler & Waldrop,
1978; Vidal, 1988), resultando numa coloragdo escura (preto-acastanhado). Como
resultado, regides que apresentam reticulina coram-se em preto acastanhado.

Os cortes histologicos foram tratados com permanganato de potassio 1% por 3

minutos e lavados rapidamente em dgua destilada, colocando-se na sequéncia dcido oxalico
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por 2 minutos. Apds nova lavagem em 4dgua destilada, tratou-se o material com alimen de
ferro 1% por 3 minutos e realizou-se uma nova lavagem. O material foi entdo submetido ao
tratamento com prata amoniacal por 3 minutos e lavado com dgua destilada em abundancia
para retirar todo o excesso de prata. Finalmente o material foi tratado com formol 10% por
3 minutos e lavado em &dgua destilada. Apds desidratacdo em estufa, as laminas foram

montadas.
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6. RESULTADOS

6.1. Serrasalmus maculatus

6.1.1. Foliculogénese e Caracterizacdo das Células Germinativas

O epitélio germinativo ao longo das lamelas € formado por células pavimentosas
(células somadticas) e entre elas encontram-se as oogoOnias (células germinativas) (FiglA)
numa distribui¢do descontinua. A cada ciclo reprodutivo, as oogdnias residentes no epitélio
dividem-se por mitose constituindo os ninhos (Fig1B-C).

As oogdnias que ndo sdo solicitadas para a reproducdo, e que permanecem
quiescentes, sdo denominadas de oogonias indiferenciadas (Figl A-B). Estas apresentam
forma ovaladas, de pequenas dimensodes, com citoplasma escasso. Tem ntcleo basofilico,
de forma irregular, com um tunico nucléolo evidente (Figl A-B). As que sdo recrutadas para
a reproducdo sdo denominadas de oogonias diferenciadas (FiglC) e possuem forma mais
volumosa e arredondada, com citoplasma bem claro. Tem nicleo pouco basofilico, de
forma bem regular e esférico, com um unico nucléolo evidente (FiglC). Todo o conjunto de
células permanece sempre acima da membrana basal do epitélio lamelar (Figs1D, H; 2G).
Pr6ximos aos ninhos, na regido do estroma, sdo encontrados vasos sanguineos (Figs1B, C,
J, L, N; 4H).

As oogonias indiferenciadas e as diferenciadas podem conviver num mesmo ninho
(FiglE-F). Cada oogonia € envolta e individualizada pelas células pré-foliculares (FiglF).
Estas oogOnias continuam a dividir-se por mitose (FigslF, G; 2H), formando cistos
germinativos, que sao delimitados pelas células pré-foliculares (FiglF, G, I). Este conjunto
projeta-se em dire¢cdo ao estroma, mas permanece sempre acima da membrana basal
(Figs1H; 2G). Apoptose das oogdnias no interior dos cistos pode ocorrer. E detectada pela
presenca de estruturas circulares fortemente basofilicas no citoplasma e auséncia do nucleo
(FiglG, L; 3D).

As oogonias diferenciadas presentes nos cistos germinativos (Figll) entram em
meiose originando os odcitos (FiglJ-N). Cistos contendo oogoOnias e cistos contendo
odcitos, em geral co-ocorrem num mesmo ninho (Figs1J-M; 2H; 3E; 4F-H; 7H). Nos cistos

germinativos, o padrdo de cromatina caracteriza as diferentes etapas da préfase I. Em
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Leptéteno (FigslJ; 2H; 3E; 4F; 7H), o nicleo é pouco baséfilo, com cromatina pouco
granular e citoplasma mais claro. A basofilia do nicleo aumenta progressivamente com o
avanco da préfase. Em Zigéteno (Figs1K; 4G), a cromatina torna-se mais granular e em
Paquiteno (Figs1M-N; 4H) mostra um aspecto filamentoso devido o pareamento dos
cromossomos homoélogos. O Dipléteno (Figs1N; 4I) € detectado pelo reaparecimento do
nucléolo e pela condensacdo perinuclear da cromatina formando um anel basofilico
internamente ao envoltério nuclear. Os odcitos em Dipléteno apresentam nicleo redondo e
citoplasma levemente basofilico devido ao inicio do acimulo de RNA. Surgem multiplos
nucléolos que se dispde perifericamente, junto ao envoltério nuclear e quiasmas passam a
ser visualizados (Fig4I).

Ao final de Paquiteno e inicio de Dipléteno os odcitos sdo individualizados pelas
células pré-foliculares (FigsIN; 4H), que sintetizam sua membrana basal e rompem os
cistos formando os foliculos ovarianos (Figs10-P; 41I; 6F), que por sua vez, permanecem
em Dipléteno até a maturacdo. Células mesenquimais do estroma ovariano circundam os
foliculos dando origem a teca e, consequentemente, aos complexos foliculares. Estes
ultimos, sempre compartilham com o epitélio germinativo certa extensdo de membrana
basal (FiglP), durante todo o crescimento oocitdrio. E por essa regido que o oécito maduro

faz passagem para o limen na desova (Fig6E).

6.1.2. Desenvolvimento Oocitdrio

No inicio do crescimento primdrio, com a alta sintese e consequente deposi¢ao de
RNA no citoplasma, os foliculos ovarianos tornam-se intensamente basofilicos (Fig5E). A
medida que o odcito cresce, as organelas membranosas aumentam em ndmero e extensao, o
que, na microscopia ética, é detectado como ranhuras ndo coradas no citoplasma (Fig2D).
A formacao dos alvéolos corticais ocorre bem cedo, nos foliculos ainda pequenos (FiglO).
Aparecem como vesiculas pequenas dispersas pelo citoplasma e que se deslocam para a
periferia do odcito (Fig2E). Com o desenvolvimento dos odcitos, estas vesiculas aumentam
em nudmero e tamanho. Na microscopia de luz, o contorno nuclear inicialmente regular, ao
final do crescimento primério torna-se irregular com inimeras reentrancias (Fig2E, 3C). A

zona pelicida que aparece com uma Unica camada ja nos odcitos menores (Fig2D), nos
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odcitos pré-vitelogénicos maiores apresenta claramente duas camadas que respondem ao
PAS (Fig2E).

O desenvolvimento secunddrio caracteriza-se pela continua deposicdo do vitelo. E
detectado, inicialmente, pelo aparecimento de um pontilhado PAS positivo ao redor do
ndcleo (Fig3C). Esses pontos, aparentemente, fundem-se entre si para formar pequenas
vesiculas que, posteriormente, fundem-se aos glébulos de vitelo (FigdC). Os glébulos de
vitelo surgem na periferia do odcito e gradualmente preenchem o citoplasma do odcito
(FigdD). As irregularidades do contorno nuclear tornam-se mais evidentes (FigdD). Os
alvéolos corticais continuam sendo formados ao longo de todo o crescimento secunddrio
(Figs4D; 5C), sdao cada vez maiores e dispdem-se em camadas junto ao oolema (Fig5C). A
zona pelucida torna-se mais espessa € uma terceira camada, que responde ao Metanil
Yellow, é depositada (Figs3C; 4C-D). Células foliculares continuam a se dividir por
mitose, acompanhando o crescimento oocitdrio (FigdC-inset). No odcito completamente
desenvolvido, o citoplasma fica repleto de glébulos de vitelo que sdo visivelmente maiores
(Fig50).

Com o desencadear da maturacio, o nucleo migra em direcdo a micrdpila (Fig6C).
Com a liberacdo do odcito para o limen, o complexo folicular pés-ovulatério (FigbD)
permanece conectado ao epitélio germinativo (FigbE). O complexo folicular pds-ovulatério
€ constituido pelas células foliculares, juntamente com a membrana basal e células da teca.

Odcitos nio liberados na desova entram em atresia (Fig7D) e sdo totalmente absorvidos.

6.1.3. Caracterizacdo Histologica das fases do Ciclo Reprodutivo

Ovdrios em Regeneracdo: Os ovdrios das fémeas, nesta fase, apresentam apenas

odcitos em crescimento primdrio (Fig2A-B), que podem ter uma ou duas camadas na zona
pelicida (Fig2D-E). Nas lamelas ovigeras, uma grande quantidade de ninhos contendo
oogdnias em proliferacdo (Fig2F, H) € encontrada no epitélio, acima da membrana basal
(Fig2G). Oogonias isoladas e ninhos contendo odcitos profdsicos iniciais também estdo
presentes. Nos foliculos ovarianos, a basofilia do ooplasma diminui conforme os odcitos
crescem e avancam no desenvolvimento. O aparecimento dos alvéolos corticais ocorre

mesmo nos odcitos de pequenas dimensdes. Durante todo o desenvolvimento o odcito
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permanece conectado ao epitélio lamelar através da membrana basal (Fig2C). Em alguns
casos, € possivel visualizar restos de absor¢do de odcitos ndo desovados, ou que nao
completaram seu total desenvolvimento, ja num processo tardio de absor¢do. Esses ovarios
caracterizam-se, ainda, pela presenca de numerosos vasos sanguineos e cdpsula espessa
(Fig2B).

QOvdrios em Desenvolvimento: Nos ovdarios, com o avanc¢o no ciclo reprodutivo,

parte dos foliculos entra em vitelogénese (FigdA-B). Nos odcitos, uma nova camada é
depositada externamente na zona pelicida e os glébulos de vitelo comecam a ser
visualizados em alguns odcitos (FigdC-D). Conforme os odcitos desenvolvem-se, as
camadas da zona pelicida aumentam em espessura e os alvéolos corticais tornam-se mais
numerosos € maiores (FigdC-D). As células foliculares continuam proliferando, de forma a
poderem acompanhar o crescimento dos odcitos (FigdC-inset). Como a vitelogénese nao
ocorre de forma sincrOnica, diferentes grupos de odcitos, com diferentes tamanhos,
convivem na lamela (FigdB). Assim, numa mesma lamela, além dos odcitos em
vitelogénese, sdo encontrados odcitos pré-vitelogénicos, ninhos contendo pequena
quantidade de oogodnias (FigdE) e ninhos contendo odcitos profasicos iniciais (FigdF-H).
Oogonias isoladas no epitélio também continuam presentes, porém, numa menor propor¢ao
em relacdo aos pontos de proliferacdo. A Subfase Inicio de Desenvolvimento (Fig3) é
caracterizada pela presenca de odcitos: cuja terceira camada na zona peldcida ainda é pouco
espessa (Fig3C-inset); com uma quantidade e tamanho visivelmente maior de alvéolos
corticais, comparado aos odcitos pré-vitelogénicos (Fig3B-C); pelo pontilhado PAS
positivo ao redor do nicleo e alguns poucos e pequenos glébulos de vitelo (Fig3C). Nas
lamelas dessa subfase, o que chama a aten¢do sdo os ninhos contendo odcitos profdsicos
iniciais com grande quantidade de células (Fig3E), que ndo se observa nas demais fases do
ciclo reprodutivo. Também sdo observados ninhos de oogdnias em divisdo e, em alguns
casos, oogonias em apoptose (Fig3D).

Ovdrios Aptos a Desova: Nestes, 0s odcitos plenamente desenvolvidos ocupam a

maior parte das lamelas (Fig5A-B). O citoplasma desses odcitos fica repleto de globulos de
vitelo que se fundem entre si, tornando-os maiores (Fig5C). Os alvéolos corticais

concentram-se na periferia dos odcitos. Outros odcitos, com deposicdo inicial de vitelo e
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que ainda ndo completaram o seu desenvolvimento, também estdo presentes, assim como 0s
pré-vitelogénicos (Fig5B). No epitélio das lamelas, prevalece a quantidade de oogodnias
isoladas (FigSE) e, em alguns ovdrios, ninhos contendo uma pequena quantidade de
oogodnias (Fig5D). Na Subfase Desova Ativa, observa-se a migragdo do nucleo ao pdlo
animal da célula, caracterizando a maturagdo dos odcitos (FigoA-C). Complexos foliculares
pos-ovulatérios, recém desovados, convivem com o0s odcitos que estdo iniciando a
maturacdo e com os completamente desenvolvidos (FigbA). A presenca de odcitos pré-
vitelogénicos e odcitos em vitelogénese inicial indica o recrutamento de odcitos para o
crescimento secundario concomitante com a desova (FigbD-E), caracteristica das espécies
com fecundidade indeterminada. De todas as fases reprodutivas esta € a que contém maior
variacdo, pois possui a maior variedade de odcitos em diferentes estagios de
desenvolvimento. Na lamela desta subfase, o que chama a aten¢do € a grande quantidade de
oogdnias isoladas no epitélio (FigbF), comparada a quantidade de ninhos contendo
oogdnias em proliferacdo e ninhos contendo odcitos profdsicos iniciais.

Ovdrios em Regressdo: A atresia dos foliculos, cujos odcitos ndo foram liberados,

convive com 0s odcitos pré-vitelogénicos e odcitos em crescimento secundario (Fig7A-C).
No inicio do processo de atresia (atresia alfa), as células foliculares tornam-se hipertréficas
e invadem o odcito (Fig7E-F) provocando ruptura na zona peldcida, tornando-a descontinua
(Fig7E). Os glébulos de vitelos perdem sua integridade estrutural, apresentando uma drea
homogénea e liquefeita (Fig7D-E). Conforme o processo avanca (atresia beta), o foliculo
aparece como estrutura compacta, composta pelas células foliculares desorganizadas
contendo grandes vacutolos no citoplasma. No epitélio germinativo, a retomada da
proliferagdo mitdtica é observada pelo aumento do nimero de ninhos contendo oogdnias
(Fig7G), porém, menos intenso que na Fase em Regeneragdo. Ninhos contendo odcitos
profésicos iniciais também sdo observados (Fig7H) e a quantidade de células presentes no

interior dos ninhos € menor daquela encontrada na Subfase Inicio de Desenvolvimento.
6.1.4.Indice Gonadossomdtico, Fator de Condicdo e Periodo Reprodutivo

Os dados de Indice Gonadossomdtico de Serrasalmus maculatus revelam que estes

valores estdo diretamente relacionados com o desenvolvimento do ovario durante o ciclo
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reprodutivo. O menor valor do IGS (Fig9) é observado na Fase em Regeneracdo
(0,51+0,06), na qual o ovdrio, visto a olho nu, € mais delgado e translicido (Fig8A-B)..
Este baixo valor corresponde a presenca apenas de odcitos pré-vitelogénicos nas lamelas
ovigeras (Fig2A-B), os quais ndo sdo macroscopicamente observaveis.

Com a entrada dos odcitos em vitelogénese, caracteristica da Fase em
Desenvolvimento (Figs3 e 4), o valor do IGS aumenta para 0,95+0,10 (Fig9). Estes dados
mostram que o volume ocupado pela gdonada na cavidade abdominal torna-se um pouco
maior, porém sem apresentar diferencas estatisticas em relagdo a Fase em Regeneragdo.
Resultante da ndo sincronia do processo de vitelogénese (FigdA-B), odcitos ainda
pequenos, mas de dimensdes variadas, sdo agora macroscopicamente observaveis (Fig8E-
F). A olho nu, ovarios em Inicio de Desenvolvimento (Fig8C-D) podem ser facilmente
confundidos com aqueles em Fase em Regeneracdo, diferindo destes apenas quanto a
dimensdo dos odcitos.

O valor méaximo de IGS (4,46+0,33) (Fig9) € atingido nos ovarios Aptos a Desova,
fase que € caracterizada pela presencga dos odcitos completamente desenvolvidos (Fig5), ou
em maturagdo (Fig6). Estes ovarios apresentam maior dimensao (Fig8G-J) e ocupam maior
volume na cavidade abdominal e, consequentemente, valores de IGS que diferem
estatisticamente das demais fases do ciclo reprodutivo (Figs9). Nessa fase, os odcitos
completamente desenvolvidos (Fig5C) e odcitos em maturagdo (FigbC) sdo claramente
observados a olho nu como odcitos maiores (Fig8G-J). Os odcitos em maturagdo sao
facilmente expelidos do ovério se pressionado. Estes convivem nas lamelas com odcitos
pré-vitelogénicos e odcitos em vitelogénese inicial, ou que ndo completaram totalmente seu
desenvolvimento (FigbB), detectiveis macroscopicamente como odcitos menores de
dimensodes variadas (Fig8I-J).

Apés a desova, durante a Fase em Regressdo, o valor do IGS diminui para
0,78+0,06 (Fig9), porém nao atingem médias inferiores aquelas encontradas durante a Fase
em Regeneracdo. Macroscopicamente alguns odcitos pequenos ainda sdo observados e os
ovarios apresentam certa flacidez (Fig8K-L). A luz do ovdrio torna-se evidente a olho nu
(Fig8L). Com uso da histologia, observam-se complexos foliculares pds-ovulatorios,

resultado da liberacdo dos odcitos maduros, e atresias foliculares em diferentes estigios de
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absor¢do convivendo com odcitos pré-vitelogénicos e odcitos em crescimento secundario
(Fig7).

Os dados do Fator de Condi¢do corpéreo (FiglO) revelam que € na Fase em
Regressdo do ovério que se observa o menor valor (58,85+2,82). As Fases de Regeneragdo
e Desenvolvimento ovariano marcam um pequeno aumento no bem estar desses individuos
(61,86+2,04 e 63,30+2,70, respectivamente), que atinge médias mais elevadas na Fase Apto
a Desova (66,10+3,65). Estes valores do Fator de Condi¢do nao apresentaram diferencas
estatisticas.

Ao analisar o Indice Gonadossomatico durante as esta¢des do ano (Figl1), observa-
se uma redugdo do valor de IGS de verao (1,13+0,24) para outono (0,69+0,07), porém nao
apresentando diferencas estatisticas entre si. Os maiores valores de IGS sdo encontrados
nos meses correspondentes ao inverno (3,19+0,56) e primavera (3,43+0,63) (Figll) que
diferem estatisticamente das demais estagdes do ano. Estes dados indicam que o periodo de
desova ocorre entre os meses de inverno e primavera.

Os valores obtidos para o Fator de Condi¢ao (Figl2) mostram um aumento do “bem
estar” dessas fémeas de verdo (60,50+3,01) para outono (61,78+2,49). As maiores médias
sdo observadas no inverno (66,12+3,90) e primavera (66,52+4,19). Os valores apresentados
nestas estacdes nao apresentaram diferencgas estatisticas.

A frequéncia das fases do ciclo reprodutivo (Figl3) no periodo do verdo mostra uma
ocorréncia maior de individuos em Desenvolvimento (53%). Os demais individuos nesta
estacdo apresentaram ovdarios em Regeneracdo (23,5%), Aptos a Desova (17,6%) e em
Regressao (5,9%). No outono, a maior frequéncia encontrada €, também, de individuos em
Desenvolvimento (54,5%). Os demais individuos coletados apresentaram ovério em
Regeneracdo (36,4%) e em Regressdo (9,1%). Nao foram encontrados individuos Aptos a
Desova no outono. A frequéncia aqui registrada confirma a reducdo dos valores atribuidos
ao IGS (Figl1) de verao para outono.

Nos meses de inverno, predominam os individuos Aptos a Desova (66,7%) (Figl3).
Os demais individuos coletados no inverno apresentaram ovario em Desenvolvimento
(25%) e uma pequena porcentagem em Regeneracdo (8,3%). De modo semelhante, na

\

primavera predominam os individuos Aptos a Desova (60%), enquanto os demais
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encontram-se em Desenvolvimento (13,3%), Regeneracdo (20%) ou Regressdao (6,7%).
Estes dados coincidem com os maiores valores atribuidos ao IGS (Figll) indicando o

periodo reprodutivo de S. maculatus compreendido entre os meses de inverno e primavera.

6.1.5. Fases Reprodutivas vs Foliculogénese

A andlise da dinamica da renovagdo das células germinativas ao longo do ciclo
reprodutivo (Figl4) mostra que na Fase em Desenvolvimento o nimero de ninhos contendo
oogdnias em proliferacdo e ninhos contendo odcitos profasicos iniciais € maior que o
nimero de oogodnias isoladas no epitélio lamelar (Figl4A-B). No epitélio germinativo
destes ovdrios, a maior frequéncia encontrada € de 1 a 3 ninhos contendo oogonias para
cada oogonia isolada (Figl4A), sendo observado um tnico individuo com até 6,5 ninhos
contendo oogdnias em proliferacdo/oogonia isolada (Figl4A). Também para cada oogdnia
isolada sdo encontrados, no méximo, 13 ninhos contendo odcitos profdsicos iniciais
(Figl4B). Estes ninhos sdo mais frequentes em propor¢des de 1 a 3 ninhos contendo
odcitos/oogdnia isolada. Desta mesma maneira, a Figura 14C-D, que considera apenas os
individuos que apresentam ovarios em Inicio de Desenvolvimento, chama a atencdo pela
grande dispersdo dos nimeros de ninhos contendo odcitos iniciais/oogdnias isoladas.

Ja nos ovdrios Aptos a Desova, a quantidade de ninhos contendo oogdnias em
proliferagcdo aproxima-se do numero de oogdnias isoladas (Figl4E). A frequéncia
registrada na Figura 14E revela que, em alguns individuos, um maior nimero de ninhos
contendo oogodnias € observado. Ja a quantidade de ninhos contendo odcitos profasicos
iniciais € menor, ou equivalente ao nimero de oogdnias isoladas (Figl4F), evento que
chama a atencdo nesta fase do ciclo reprodutivo. Considerando apenas os individuos com
Desova Ativa (ou ‘desovando’) (Figl4G-H), tem-se que, tanto os ninhos contendo oogonias
em proliferacdo, quanto ninhos contendo odcitos iniciais, sdo mais frequentes entre 0 e 1
(Figl4G-H). Estes dados mostram que na Subfase Desova Ativa o nimero de oogdnias
isoladas € maior que o nimero de ninhos contendo oogo6nias e ninhos contendo odcitos
iniciais.

Apés a desova, nos ovarios que entram em Regressdo (Figl4l-J), ocorre um

aumento de ninhos contendo oogdnias, que varia de 2 a 4 ninhos para cada oogo6nia isolada
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(Figl4I). No entanto, 0 mesmo ndo acontece com o nimero de ninhos contendo odcitos
iniciais que sdo observados em quantidades equivalentes ao de oogonias isoladas (Fig14J).

Na Fase em Regeneragdo, a proliferacdo das oogdnias é detectada pelo aumento do
ndmero de ninhos contendo oogdnias em relagdo as oogdnias isoladas. A Figura 14K revela
uma quantidade que varia de 1 até 8 ninhos contendo oogo6nias em proliferacdo para cada
oogodnia isolada. A quantidade de ninhos contendo odcitos profésicos iniciais (Figl4L) ndo
ultrapassa os valores observados na Fase de Desenvolvimento (Figl4B) e Subfase Inicio de
Desenvolvimento (Figl4D).

A Figura 15 compara a dindmica dos ninhos contendo oogonias e ninhos contendo
odcitos iniciais ao longo das fases do ciclo reprodutivo. A Figura 15A mostra que o nimero
de ninhos contendo oogdnias por oogonia isolada ndo difere, estatisticamente, entre Subfase
Inicio de Desenvolvimento, Fase em Desenvolvimento, Fase de Regressdo, Fase em
Regeneracdo. Contudo, € nos ovdrios em Regeneracdo em que se encontram os valores
mais elevados. Estes dados revelam que nestas fases ocorre intensa atividade mitética das
oogdnias. No entanto, no Desenvolvimento ha uma reducdo da quantidade de ninhos
contendo oogbnias em proliferagdo. A Fase Apto a Desova e a Subfase Desova Ativa
apresentam os menores valores quanto ao nimero de ninhos contendo oogonias, revelando
que nesta fase e subfase ocorre uma reducio da atividade mitética das oogonias. De modo
que, na Subfase Desova Ativa, estas oogodnias isoladas possivelmente permanecem
quiescentes. ApOs a desova, na Regressdo, o aumento do nimero de ninhos sinaliza a
retomada da proliferacdo das oogonias.

Por fim, a Figura 15B mostra que o nimero de ninhos contendo odcitos iniciais ndo
difere, estatisticamente, entre Subfase Inicio de Desenvolvimento, Fase em
Desenvolvimento, Fase de Regressdo e Fase em Regeneracdo. Contudo, na Fase em
Desenvolvimento e Subfase Inicio de Desenvolvimento encontram-se os valores mais
elevados destes ninhos. Estes dados revelam que nestas fases ocorre maior incidéncia da
entrada na meiose. Na Fase Apto a Desova e Subfase Desova Ativa a quantidade destes
ninhos é menor que o nimero de oogdnias isoladas, sugerindo que estas se encontram
quiescentes no epitélio. Apds a desova, na Fase em Regressdo, a quantidade de ninhos

contendo odcitos aumenta, demonstrando que nesta fase a entrada da meiose é retomada.
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A Tabelal adapta e adiciona a tabela de Brown-Peterson e colaboradores (2011) a
dindmica de renovacdo das células germinativas ao longo do ciclo reprodutivo em

Serrasalmus maculatus.

6.2. Pimelodus maculatus

6.2.1. Caracterizacdo Histologica das fases do Ciclo Reprodutivo

Ovdrios em Regeneracdo: Os ovarios das fémeas, nesta fase do ciclo reprodutivo,

apresentam cédpsula espessa (Figl6A-B), feixes musculares no interior das lamelas
(Figl6C) e odcitos em crescimento primdrio (Figl6D). Ao contrdrio de Serrasalmus
maculatus, estes odcitos nao apresentam alvéolos corticais e a zona pelicida é formada por
uma Unica camada responsiva ao PAS (Figl6D-inset). Alguns odcitos em atresia podem
estar presentes nesta fase (Figl6E). No epitélio das lamelas, a foliculogénese € intensa,
apresentando grande quantidade de ninhos contendo oogdnias em proliferagao (Figl 6F-G),
assim como ninhos contendo odcitos nas fases iniciais da meiose (Figl6H-K). Oogonias
isoladas também estdo presentes numa pequena propor¢ao em relagdo aos ninhos.

Ovdrios em Desenvolvimento: Conforme progride o ciclo reprodutivo, parte dos

foliculos entra em vitelogénese (Figl 7A-B). Com o avanco da vitelogénese, os globulos de
vitelo vao sendo continuamente formados (Figl7C-E). Os odcitos pré-vitelogénicos
continuam presentes. Em geral, no epitélio predominam os ninhos contendo oog6nias em
proliferagdao (Figl7G), porém com menor quantidade a semelhanca do que ocorre nos
ovarios em Regeneragdo. Oogonias isoladas e ninhos contendo odcitos profédsicos iniciais
aparecem em proporcoes semelhantes (Figl7F, H).

Ovdrios Aptos a Desova: Nestes, odcitos plenamente desenvolvidos ocupam a maior

parte das lamelas (Figl 8A-C). O recrutamento dos odcitos em crescimento primdrio para o
secundédrio sé ocorre antes da desova, caracteristica das espécies com fecundidade
determinada. Odcitos pré-vitelogénicos também estdo presentes. No epitélio das lamelas, a

quantidade de oogonias isoladas (Figl8D) é proporcionalmente equivalente a quantidade de
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ninhos contendo oogodnias em proliferacdo (Figl8E). Ninhos contendo odcitos profésicos
iniciais sdo escassos (Figl8F).

Ovdrios em Regressdo: Nas lamelas, a atresia folicular dos odcitos ndo liberados

convive com os odcitos pré-vitelogénicos, tanto para as fémeas que desovaram (Figl9A-B),
quanto para aquelas com desova ignorada (Figl9C-D). A atresia folicular € detectada: pela
presenca de células foliculares hipertréficas, fagociticas e que se projetam para o interior
dos odcitos; zona peldcida fragmentada ou ja removida pelas células foliculares; e fusdo e
liquefacdo dos globulos de vitelos (Figl9E, E-inset). Estagios mais avancados de atresia
(atresia beta) também estdo presentes (Figl9F). Nao sdo observados odcitos em
vitelogénese inicial, caracteristica das espécies com fecundidade determinada. No epitélio
das lamelas, a retomada da proliferacdo mitdtica é observada pelo aumento do nimero de
ninhos contendo oogodnias (Figl9G), porém, em menor intensidade se comparada a
Regeneracdo. Ninhos contendo odcitos iniciais (Figl9H) e as oogdnias isoladas ocorrem

em quantidades aproximadamente iguais.

6.2.2.Indice Gonadossomdtico, Fator de Condicio e Periodo Reprodutivo

Os dados de Indice Gonadossomatico mostram a evolucio dos ovérios de Pimelodus
maculatus ao longo do ciclo reprodutivo. Com o menor valor do IGS (Fig21) sendo
observado durante a Regeneracdo do ovario (0,81+0,05), demonstrando o pequeno volume
ocupado pela gdonada na cavidade abdominal. Este baixo valor corresponde, na histologia, a
presenca dos odcitos em crescimento primdrio que predominam o interior das lamelas
(Figl8). Macroscopicamente, estes ovdrios caracterizam-se pela firme consisténcia, ndo
sendo possivel, neles, a detec¢do (a olho nu) dos odcitos pré-vitelogénicos (Fig20A-B).

Com o inicio e avan¢o da vitelogénese, caracteristicos da Fase em Desenvolvimento
(Figl7), o valor de IGS aumenta para 1,08+0,03 (Fig21). Macroscopicamente, 0S ovarios
em Desenvolvimento tornam-se ligeiramente maiores, comparados aos ovarios em
Regeneracdo. Neles, odcitos pequenos e opacos passam a ser observdveis a olho nu
(Fig20C-D).

O valor maximo do IGS (4,03+1,11) € atingido na Fase Apto a Desova. Esta € tinica

fase em que estes indices apresentam diferenca estatistica em relacdo as demais fases do
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ciclo reprodutivo (Fig21). Na histologia, estes ovarios sdo caracterizados pela presenca dos
oocitos completamente desenvolvidos (Figl8), que convivem com odcitos pré-
vitelogénicos e aqueles que ndo completaram seu desenvolvimento. Os o0dcitos
completamente desenvolvidos tém coloragdo amarelada quando observados a olho nu e sdo
maiores do que aqueles que ainda ndo completaram seu desenvolvimento (Fig20E-F). Os
odcitos em crescimento primdrio ndo sdo detectados a olho nu. Os ovérios aumentam em
tamanho, ocupando maior volume na cavidade abdominal. Consequentemente, o valor de
IGS difere estatisticamente das demais fases do ciclo reprodutivo.

Com o término da desova, os ovdrios entram em Regressdo e o valor de IGS
diminui para 1,42+0,33. Estas gonadas assemelham-se as gonadas em Regeneracdo quanto
as dimensdes macroscopicas. Entretanto as gbnadas em Regressdo apresentam certa
flacidez, vasos sanguineos grandes e, em alguns casos, alguns odcitos observaveis a olho
nu. Na histologia, estes odcitos correspondem aqueles em atresia (Figl9) que convivem nas
lamelas com os odcitos em crescimento primdrio.

Os dados do Fator de Condicao corpdreo (Fig22) revelam que na Fase em
Regressdo do ovario que se observa o menor valor (45,14+2,94). As Fases de Regeneragdo
e Apto a Desova marcam um pequeno aumento no grau de higidez desses individuos
(49,03£0,97 e 51,08+3,99, respectivamente), que atinge médias mais elevadas na Fase em
Desenvolvimento (66,34+5,11).

A anilise do Indice Gonadossomitico durante as estagdes do ano (Fig23) mostra
uma grande reducdo nos valor de IGS de verdo (2.32+0,59) para outono (0,62+0,10), que
diferem estatisticamente entre si. No inverno, um sutil aumento nos valores de IGS
(0,88+0,07) é registrado, prosseguindo até a primavera, com 1,26+0,20. Os valores obtidos
para IGS, na Figura 23, ddo a idéia da continua produgdo e acumulo de odcitos ao longo
das estacoes do ano e que se refletem nesses indices.

Os valores obtidos para o Fator de Condicao (Fig24) mostram uma sutil diminui¢ao
do grau de higidez destas fémeas de verdao (48,19+2,25) para outono (46,36+1,31). As
maiores médias sdo observadas no inverno (51,81£1,57) e primavera (51,44+3,00). Os

valores apresentados nestas estacOes ndo apresentaram diferencas estatisticas.
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A frequéncia das fases em que se encontram os ovdrios ao longo do ciclo
reprodutivo (Fig 25) comprova os dados de IGS. Apenas no verdo tém-se individuos Aptos
a Desova (40%) indicando que esta espécie apresenta uma desova sazonal. Nesta estagao,
no verdo, também sao encontrados individuos em Fase em Regeneracdo (20%) e Fase em
Regressdo (40%).

Para as estagdes que apresentaram os menores valores de IGS (outono e inverno),
foi registrada uma frequéncia de 100% de individuos em Regeneracdo (Fig25). Na
primavera, periodo que antecede o periodo de desova, tem-se individuos em Fase em
Desenvolvimento (20%) e Regressdo (20%), justificando o aumento nos valores de IGS
nesta estacdo. Os dados acima indicam que o periodo de desova ocorre durante os meses de

Verao.

6.2.3. Fases Reprodutivas vs Foliculogénese

A andlise da dinamica da renovacdo das células germinativas ao longo do ciclo
reprodutivo mostra que, nos ovarios em Fase em Desenvolvimento, o nimero de ninhos
contendo oogdnias em proliferacdo difere do nimero de oogdnias isoladas no epitélio.
Conforme a Figura 26A, ovérios nesta fase do ciclo apresentaram 2 a 4 ninhos contendo
oogdnias em proliferagcdo para cada oogodnia isolada. J4 o nimero de ninhos contendo
odcitos profésicos iniciais, ao contrdrio de Serrasalmus maculatus, ndo apresenta elevadas
quantidades de ninhos contendo odcitos (Fig26B).

Nos ovérios Aptos a Desova, a quantidade de ninhos contendo oogodnias em
proliferacdo € equivalente ao niimero de oogonias isoladas. A Figura 26C demonstra que o
nimero de ninhos contendo oogdnias em proliferacdo ndo ultrapassa a quantidade de
oogodnias isoladas que permanecem quiescentes no epitélio germinativo. O que chama a
atencdo, na Fase Apto a Desova, é a escassez do nimero de ninhos contendo odcitos nas
fases iniciais da meiose (Fig26D). Estes dados demonstram que a quantidade de oogdnias
isoladas, nesta fase, € superior ao nimero de ninhos em atividade mitética ou meidtica.

Apoés a desova, nos ovarios em Regressdo (Fig26E-F) ocorre um aumento no
nimero de ninhos contendo oogdnias em proliferacdo e dos ninhos contendo odcitos

profésicos iniciais em relacdo as oogonias isoladas.
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Na Regeneragdo, a proliferacdo das oogdnias € detectada pelo aumento dos ninhos
contendo oogdnias. A Figura 26G revela grande quantidade destes ninhos, que chegam até
12 ninhos contendo oogdnias em proliferacio para cada oogoénia isolada no epitélio
germinativo. A entrada em meiose também € detectada pela grande quantidade de ninhos
contendo odcitos profasicos iniciais que chegam até12 ninhos contendo odcitos para cada
oogodnia isolada (Fig26H). Dados que indicam a intensa atividade mitética e entrada em
meiose nesta fase do ciclo reprodutivo.

A Figura 27 compara a dinamica dos ninhos contendo oogonias e ninhos contendo
odcitos iniciais ao longo das fases do ciclo reprodutivo. Na Figura 27A, tem-se que o
nimero de ninhos contendo oogdnias em proliferacdo ndo difere estatisticamente entre as
fases em Desenvolvimento, Regressdo € Regeneragdo. Contudo, € na Regeneragdo que se
encontram os valores mais elevados que ndo sdo registrados nas demais fases do ciclo
reprodutivo. A andlise estatistica mostra ainda que os ovéarios Aptos a Desova diferem dos
demais quanto ao nimero de ninhos contendo oogdnias se comparados a todas as demais
fases do ciclo. Nos Aptos a Desova, a quantidade de ninhos contendo oogbnias aproxima-se
da quantidade de oogodnias isoladas, indicando que nesta fase ocorre redugdo da atividade
mitdtica, com a maioria das oogdnias isoladas permanecendo quiescentes. Apds a desova,
na Regressdo, a proliferacao das oogonias € retomada, contudo, ndo mais intensa como a
que ocorre na Regeneracdo.

Por fim, na Figura 27B tem-se que o nimero de ninhos contendo odcitos profasicos
iniciais nao difere, estatisticamente, entre as fases de Desenvolvimento, Regressdo e
Regeneracdo. J4 a Fase Apto a Desova, o nimero ninhos de odcitos é muito pequeno
diferindo estatisticamente em relacdo a todas as demais fases do ciclo reprodutivo.

A Tabelal adapta e adiciona a tabela de Brown-Peterson e colaboradores (2011) a
dindmica de renovacdo das células germinativas ao longo do ciclo reprodutivo em

Pimelodus maculatus.
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6.3. Tabelal: Descricoes macroscopicas e microscopicas das fases ao longo do ciclo

reprodutivo das fémeas dos peixes, adicionada a atividade do epitélio germinativo. Adaptado

de Brown-Peterson et al.(2011) para utilizacdo também nos Ostariophysi.

FASE TERMINOLOGIA CARACTERIZACAO MACROSCOPICA (C.M.) ATIVIDADE DO EPITELIO
ANTERIOR E HistoLOGICA (C.H.) GERMINATIVO
DESENVOLVIMENTO Maturando, C.M.: Ovdérios um pouco maiores, vasos Numero de ninhos contendo
Gonadas em inicio de  maturagdo sanguineos cada vez mais distintos. oogodnias maior que o nimero de
desenvolvimento. inicial, C.H.: Odcitos em crescimento primdrio, oogonias isoladas, porém em
Ainda ndo estdo desenvolvimento com alvéolos corticais, vitelogénese menor quantidade que na
prontas para desovar inicial, primdria e secunddria estdo presentes. Regeneragdo.
amadurecimento Odcitos completamente desenvolvido ou Periodo Reprodutivo Longo:
maturagao complexo folicular pés-ovulatério ausentes. ninhos contendo odcitos iniciais
intermedidria, Alguns odcitos atrésicos podem estar em maior quantidade que os
pré-vitelogénese. presentes. ninhos contendo oogdnias.

Subfase: Inicio de Desenvolvimento: apenas
odcitos em crescimento primdrio e alvéolos
corticais estdo presentes.

Periodo  Reprodutivo _ Curto:
ninhos contendo odcitos iniciais
em menor quantidade que os
ninhos contendo oogdnias.

APTO A DESOVA
Os peixes estdo aptos
a desovar neste ciclo.

Maduro,
desenvolvimento
tardio,
maturag¢ao

tardia,
totalmente
desenvolvido,
gravida,
parcialmente
esvaziado,
vitelogénese,
desovando, pré-

C.M.: Ovdrios grandes, vasos sanguineos
proeminentes. Odcitos individuais visiveis
macroscopicamente.

C.H.: Presenca de odcitos completamente
desenvolvidos. Pode apresentar odcitos em
atresia e/ou odcitos hidratados. Estdgios
iniciais de matura¢do podem estar presentes.
Odcitos com alvéolos corticais, vitelogénese
primdria e secundaria ou complexo folicular
pés-ovulatdrio estdo presentes em espécies
com fecundidade indeterminada.

Numero de ninhos contendo
oogdnia € equivalente ao
nimero de oogodnias isoladas.
Ninhos contendo odcitos iniciais
$30 raros.

Periodo _Reprodutivo _Longo:
podem apresentar maior
quantidade de ninhos contendo
oogdnias, porém, em menor
proporcdo as demais fases do
ciclo.

desova, Subfase: Desova Ativa: Odbcitos com Na subfase Desova Ativa,
totalmente migracio da vesicula germinativa, quebra da grande quantidade de oogodnias

maduro. vesicula  germinativa, hidratacio  ou isoladas estdo presentes.

ovulagdo.

REGRESSAO Regressdo, pds C.M.: Ovirios fl4cidos, vasos sanguineos Ainda que pouco intensa, ¢
Cessa a desova. desova, proeminentes. detectada a retomada da
recuperando. C.H.: Atresias (em qualquer estigio) e proliferacio das oogonias e
complexo folicular pés-ovulatdrio presentes. entrada na meiose pelo aumento
Alguns odcitos com alvéolos corticais e/ou no nimero de ninhos contendo
odcitos vitelogénicos podem estar presentes. oogdnias e ninhos contendo

odcitos, respectivamente.
REGENERACAO Repouso, C.M.: Ovirios pequenos, vasos sanguineos A proliferacdo das oogonias é a
Sexualmente maduro, descansando, reduzidos, mas ainda presentes. mais intensa que nas fases
reprodutivamente regredido, C.H.: Presenca odcitos em crescimento anteriores, com intimeros ninhos
inativo. recuperando, primdrio, podendo ou ndo, apresentar no epitélio lamelar. Oogdnias
inativo. alvéolos corticais. Parede do ovdrio espessa, isoladas em pequena quantidade.

atresia delta ou gama e complexo folicular
pés-ovulatério em estdgio tardio de
absor¢@o podem estar presentes.

Periodo _Reprodutivo _Longo:
grande quantidade de ninhos
contendo oogdnias.

Periodo  Reprodutivo  Curto:
grande quantidade de ninhos
contendo oogdnias e ninhos
contendo odcitos iniciais.
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6.4. FIGURAS: Serrasalmus maculatus

33



FIGURA 1: FOLICULOGENESE E CARACTERIZACAO DAS CELULAS GERMINATIVAS EM
Serrasalmus maculatus: A) Oogonia indiferenciada isolada no epitélio germinativo. B)
Ninho de oogodnias indiferenciadas. C) Ninho de oogdnias diferenciadas. Note o vaso
sanguineo proximo ao ninho. D) Técnica de reticulina mostrando a membrana basal abaixo
das oogoénias e das células pré-foliculares. E) Oogonia indiferenciada e oogonia
diferenciada convivendo num mesmo ninho. F) Ninho contendo oogdnia indiferenciada e
oogodnias diferenciadas sendo individualizadas pelas células pré-foliculares. G) Cistos
germinativos (em colchete) contendo oogonias diferenciadas dentro de um ninho. Células
pré-foliculares delimitam o cisto germinativo. Note a oogOnia em divisdo mitdtica
(asterisco preto) e uma apoptose (asterisco branco). H) Técnica de reticulina mostrando a
projecao do ninho para o estroma e a continuidade da membrana basal. I) Cisto germinativo
de oogdnias (em colchete) que serdo recrutadas para a meiose. J) Ninho contendo cisto
germinativo de odcitos em leptéteno, juntamente com oogoOnias indiferenciadas. Note o
vaso sanguineo préximo ao ninho. K) Cisto germinativo contendo odcitos em zigéteno. L)
Oogonias em apoptose (asterisco branco) e presenca de grandes vasos proximos ao ninho.
M) Cisto germinativo contendo odcitos em paquiteno inicial, juntamente com oogdnia
indiferenciada. N) Odcitos em paquiteno tardio sendo individualizados pelas células pré-
foliculares. Cabeca de seta representa o cisto germinativo sendo desfeito. Odcito
estacionado em diploteno fora do cisto germinativo. Q) Foliculo ovariano ao lado de
oogodnia isolada. P) Técnica de reticulina mostrando a conexdo do foliculo ovariano ao
epitélio germinativo pela membrana basal. ac=alvéolo cortical; F=célula folicular;
FO=foliculo ovariano; L=luz do ovario; MB=membrana basal; OD=06cito em dipléteno;
OGd=oogonia diferenciada; OGi=oogdnia indiferenciada; OL=o6cito em leptdteno;
OPi=006cito em paquiteno inicial; OPt=06cito em paquiteno tardio; OZ=00cito em zigdteno;
PF=célula pré-folicular; VS=vaso sanguineo; ASTERISCO BRANCO=apoptose; ASTERISCO
PRETO=divisdo mitética; CABECA DE SETA=pré-folicular individualizando o odcito;

colchete=cistos germinativos. Coloracdo: PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURAL:
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FIGURA 2: FASE EM REGENERACAO: Serrasalmus maculatus. A) Ovario em Regeneracdo.
B) Detalhe da lamela contendo odcitos em crescimento primdrio. Note o ninho contendo
oogodnia no epitélio germinativo (cabeca de seta preta). C) Técnica de reticulina mostrando
a continuidade da membrana basal do foliculo ovariano com o epitélio germinativo (seta
branca ondulada). D) Odbcito em crescimento primdrio. Inset: zona peldcida delgada,
composta por uma camada. E) Odcito em crescimento primario. Inset: zona peldcida mais
espessa, composta por duas camadas. F) Ninho contendo oogobnias. G) Técnica de
reticulina mostrando o ninho no epitélio lamelar situado acima da membrana basal. H)
Ninho contendo oogonias e odcitos em leptéteno. Note a divisdo mitética das oogonias
(asterisco preto). AC=alvéolo cortical; C=cédpsula; FO=foliculo ovariano; L=luz do ovirio;
LA=lamela ovigera;, MB=membrana basal; Ocp=odcito em crescimento primério;
OG=o0o0gobnia; OL=od6cito em leptdteno; PF=célula pré-folicular; ZP=zona pelucida;
ASTERISCO PRETO=divisdo mitdtica; CABECA DE SETA PRETA=ninho contendo oogonias;
SETA BRANCA ONDULADA=conexdao do odcito ao epitélio germinativo. Coloragdo:

PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 3: INICIO DE DESENVOLVIMENTO: Serrasalmus maculatus (SUBFASE DE
DESENVOLVIMENTO). A) Ovario em Inicio de Desenvolvimento. B) Detalhe da lamela
contendo odcitos em crescimento primdrio e odcitos em vitelogénese. Note a presenca de
ninho contendo oogonias (cabeca de seta preta) e ninho contendo odcitos profasicos iniciais
(cabeca de seta branca) no epitélio germinativo. C) Odcitos em vitelogénese apresentando
alvéolo cortical em maior quantidade. Note a presenca de ninho contendo odcitos
profésicos iniciais (cabeca de seta branca). Imset: Detalhe da zona pelicida com trés
camadas. D) Ninho contendo grande quantidade de oogdnias. Apoptoses também estdo
presentes (asterisco branco). E) Ninhos contendo grande quantidade de odcitos profdsicos
iniciais. AC=alvéolo cortical; C=cdpsula; L=luz do ovdrio; LA=lamela ovigera;
Ocp=06cito em crescimento primdrio; OG=oogdnia; OL=0dcito em leptéteno; Ovt=0dcito
em vitelogénese; PF=célula pré-folicular; ZP=zona pelucida; ASTERISCO BRANCO=apoptose;
CABECA DE SETA BRANCA=ninho contendo odcitos profdsicos iniciais; CABECA DE SETA

PRETA=ninho contendo oogdnias. Coloracao: PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 4: FASE EM DESENVOLVIMENTO: Serrasalmus maculatus. A) Ovario em
Desenvolvimento. B) Detalhe da lamela contendo odcitos em crescimento primdrio e
odcitos em vitelogénese. Note a presenca de ninho contendo odcitos profasicos iniciais no
epitélio germinativo (cabeca de seta branca). C) Odcito em vitelogénese acumulando
glébulos de vitelo e alvéolo cortical. Note a presenga de ninho contendo odcitos profésicos
iniciais (cabeca de seta branca) e ninho contendo oogonias (cabeca de seta preta) no epitélio
germinativo. Inset: Detalhe da zona pelicida mais espessa composta por trés camadas.
Note a célula folicular em divisdo mitética (asterisco preto). D) Odcito em vitelogénese
acumulando glébulos de vitelo e alvéolo cortical. E) Ninho contendo pouca quantidade de
oogdnias F) Cisto germinativo contendo odcitos em leptéteno. G) Cisto germinativo
contendo odcitos em zigéteno. H) Cisto germinativo contendo odcitos em paquiteno. Note
odcito em paquiteno tardio (avancando para diploteno) sendo individualizado pelas células
pré-foliculares. I) Foliculo ovariano retido em dipléteno. Note os quiasmas, caracteristicos
do dipléteno. AC=alvéolo cortical; C=cdpsula; F=célula folicular; FO=foliculo ovariano;
GV=glébulos de vitelo; L=luz do ovdrio; LA=lamela ovigera, MB=membrana basal;
Ocp=006cito em crescimento primdrio; OG=o0ogodnia; OL=006cito em leptéteno; OP=006cito
em paquiteno; OPt=06cito em paquiteno tardio; Ovt=odcito em vitelogénese; OZ=00cito
em zigéteno; PF=célula pré-folicular; Q=quiasmas; VS=vaso sanguineo; ZP=zona
pelicida; ASTERISCO PRETO=divisdo mitdtica; CABECA DE SETA BRANCA=ninho contendo
odcitos profdsicos iniciais; CABECA DE SETA PRETA=ninho contendo oogonias; Coloragao:

PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 5: FASE APTO A DESOVA: Serrasalmus maculatus. A) Ovario Apto a Desova. B)
Detalhe da lamela contendo odcitos completamente desenvolvidos. Note a presenca de
odcitos em vitelogénese e odcitos em crescimento primdrio. C) Odcito completamente
desenvolvido. D) Ninho contendo oogdnias. E) Oogodnia isolada no epitélio germinativo.
AC=alvéolo cortical; C=cdpsula; GV=glébulo de vitelo; L=luz do ovirio; LA=lamela
ovigera; Oat=0dcito em atresia; Ocd=06cito completamente desenvolvido; Ocp=06cito em
crescimento primdrio; OG=o00gobnia; Ovt=0dcito em vitelogénese; PF=célula pré-folicular;

VS=vaso sanguineo. Coloracdo: PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 6: DESOVA ATIVA: Serrasalmus maculatus (SUBFASE DE APTO A DESOVA). A)
Ovirio com Desova Ativa. B) Detalhe da lamela contendo odcitos em maturacdo e odcitos
em crescimento primdrio. Note os complexos foliculares pds-ovulatérios. C) Odcito em
maturacio. Note o ndcleo migrando em direcdo a micrdpila. Inset: Detalhe da micrépila.
D) Complexo folicular pds-ovulatério. Note a presenga de odcitos em vitelogénese inicial.
E) Técnica de reticulina mostrando a continuidade da membrana basal do complexo
folicular pods-ovulatério e do epitélio germinativo. F) Oogobnia isolada no epitélio
germinativo. AC=alvéolo cortical; C=cdpsula; CFP=complexo folicular pds-ovulatorio;
EG=epitélio germinativo; L=luz do ovério; LA=lamela ovigera, MB=membrana basal;
MI=micrépila; Ocp=od6cito em crescimento primario; OG=oogdnia; Omt=06cito em
maturagdo; Ovt=o6cito em  vitelogénese; PF=célula pré-folicular. Coloragdo:

PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 7: FASE EM REGRESSAO: Serrasalmus maculatus. A) Ovario em Regressdo. B)
Detalhe da lamela contendo odcitos em atresia. C) Detalhe da lamela, em maior aumento,
contendo odcitos recrutados para vitelogénese convivendo ao lado de odcitos em atresia e
odcitos em crescimento primdrio. Vasos sanguineos de grande calibre podem ser
observados. Note a presenca de ninho contendo oogdnia (cabeca de seta preta) e ninho
contendo odcitos profdsicos iniciais (cabeca de seta branca) no epitélio germinativo. D)
Odcito em atresia alfa com vitelo em liquefagdo. Células foliculares hipertréficas podem
ser observadas. Note a presenca de ninho contendo odcitos iniciais no epitélio germinativo
(cabeca de seta branca). E) Detalhe da zona pelicida fragmentada (seta preta ondulada) e
células foliculares hipertréficas. F) Células foliculares hipertréficas fagocitando glébulos
de vitelo. Presenca de vaso sanguineo de grande calibre. Note o ninho contendo oogodnias
indicando a retomada da proliferacdo mitética. G) Ninho contendo oogonias. H) Ninho
contendo odcitos em leptéteno. C=cédpsula; F=célula folicular; GV=glébulo de vitelo;
L=luz do ovério; LA=lamela ovigera, MB=membrana basal; N=nucleo da célula folicular;
Oato=06cito em atresia alfa; Ocp=o06cito em crescimento primario; OG=o0o0gonia;
OL=o06cito em leptéteno; Ovt=odcito em vitelogénese; PF=célula pré-folicular; VL=vitelo
liquefeito; VS=vaso sanguineo; ZP=zona pelicida; CABECA DE SETA BRANCA=ninho
contendo odcitos; CABECA DE SETA PRETA=ninho contendo oogonias; SETA PRETA
ONDULADA=fragmentacdo da zona  pelicida. = Coloragdo: = PAS+Hematoxilina

Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 8: CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DOS OVARIOS EM CADA FASE DO CICLO
REPRODUTIVO DE Serrasalmus maculatus. A-B) Por¢cdo medial de um ovério na Fase em
Regeneracdo. C-D) Por¢do medial de um ovdrio na Subfase Inicio de Desenvolvimento.
Alguns odcitos de pequena dimensdo podem ser observados. E-F) Porcdo cranial de um
ovério na Fase em Desenvolvimento. Odcitos em vitelogénese em diferentes dimensodes
podem ser observados. G-H) Porc¢do cranial de um ovério na Fase Apto a Desova. Odcitos
com diferentes dimensdes podem ser observados. I-J) Por¢do medial de um ovério na
Subfase Desova Ativa. Observar a semelhanca com a Fase Apto a Desova. Nesta subfase a
luz do ovdrio aumenta de tamanho. K-L) Por¢cdo medial de um ovério na Fase em
Regressdo contendo alguns odcitos. Observar a flacidez do ovdrio ao comparar com as
demais fases. C=cdpsula do ovdrio; G=camada de gordura externa; L=luz do ovério;
OC=o006cito. Os ovdrios foram fixados em solucdo de glutaraldeido 2% e parafolmoldeido
4% em tampao fosfato Sorensen (0,1M e pH7,2). As gbénadas aqui registradas

correspondem as mesmas gonadas representadas nas Figuras 2-7.
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reprodutivo (1996 e 1997). Letras diferentes representam diferengas estatisticas p<0,05.
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Frequéncia das Fases do Ciclo Reprodutivo de Serrasalmus maculatus
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FIGURA 13: Frequéncia das fases do ciclo reprodutivo das fémeas de Serrasalmus

maculatus por estagdao do ano (1996 e 1997 combinados).
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FIGURA 14: Relacdo entre a razdo do nimero de ninhos contendo oogdnias em proliferacio
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(A, C, E, G, I e K) e ninhos contendo odcitos profasicos iniciais (B, D, F, H, J e L) pelo
nimero de oogdnias isoladas presentes no epitélio germinativo de Serrsalmus maculatus
em cada fase e subfase do ciclo reprodutivo. A-B) Fase em Desenvolvimento. n=23. C-D)
Subfase Inicio de Desenvolvimento. n=09. E-F) Fase Apto a Desova. n=25. G-H) Subfase

Desova Ativa. n=16. I-J) Fase em Regressdo. n=05. K-L) Fase em Regeneracdo. n=15.
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Figura 15: A) A) Relacdo do nimero de ninhos contendo oogdnias em proliferacido para
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cada oogdnia isolada. B) Rela¢do do nimero de ninhos contendo odcitos profésicos iniciais
para cada oogonia isolada presente no epitélio germinativo de Serrasalmus maculatus em
cada fase do ciclo reprodutivo. A linha central da caixa marca a mediana do conjunto de
dados. A parte inferior da caixa € delimitada pelo primeiro quartil (Q1) e a parte superior
pelo terceiro quartil (Q3), demonstrando a distribuicdo de 50% do total da amostra. As
hastes inferiores e superiores se estendem, respectivamente, do primeiro quartil até o valor
minimo e do terceiro quartil até o valor mdximo. Como referencial para o aumento ou
diminui¢do das células germinativas, a razdo oogOnia isolada/oogdnia isolada foi
representada como valor 1 (linha vermelha). Letras diferentes representam diferencas

estatisticas p<0,05.
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6.5. FIGURAS: Pimelodus maculatus
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FIGURA 16: FASE EM REGENERACAO: Pimelodus maculatus. A) Ovario em Regeneracdo.
B) Detalhe da lamela contendo odcitos em crescimento primario. Note a presenga de ninho
contendo oogdnia (cabeca de seta preta) e ninho contendo odcitos iniciais (cabeca de seta
branca) no epitélio germinativo. C) Detalhe da espessura da cédpsula, vasos sanguineos e
feixes musculares. D) Odcito em crescimento primdrio. Inset: zona pelicida delgada
composta por uma camada. E) Odcito em atresia. Inset: Detalhe da zona pelicida
fragmentada. F) Ninho contendo oogonias em proliferacdo. Note a divisdo mitética da
oogodnia (asterisco preto). G) Ninhos contendo grande quantidade de oogodnias. H) Cisto
germinativo (colchete) contendo odcitos em leptéteno. I) Cisto germinativo (colchete)
contendo odcitos em zigéteno. J) Ninho contendo odcitos em paquiteno. K) Foliculo
ovariano retido em dipléteno. C=capsula; F=célula folicular; FM=feixe muscular;
FO=foliculo ovariano; L=luz do ovério; LA=lamela ovigera, MB=membrana basal;
Oat=00cito em atresia; Ocp=06cito em crescimento primario; OG=o0ogodnia; OL=06cito em
leptoteno; OP=0dcito em paquiteno; OZ=o0d6cito em zigdteno; PF=célula pré-folicular;
VS=vaso sanguineo; ZP=zona pelicida; ASTERISCO PRETO=divisdo mitdtica; CABECA DE
SETA BRANCA=ninho contendo odcitos iniciais; CABECA DE SETA PRETA=ninho contendo
oogodnias; Colchete=cisto germinativo. Colora¢do: PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil

Yellow.
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FIGURA 17: FASE EM DESENVOLVIMENTO: Pimelodus maculatus. A) Ovario em
Desenvolvimento. B) Detalhe da lamela contendo o6citos em crescimento primério, odcitos
em vitelogénese, cdpsula espessa e feixe muscular. Note a presenca de ninho contendo
oogodnias no epitélio germinativo (cabecga de seta preta). C) Odcito em vitelogé€nese inicial.
Inset: zona pelicida composta por duas camadas, pequenas vesiculas de alvéolo cortical e
glébulos de vitelo. D-E) Odcitos em vitelogénese ao lado de odcitos em crescimento
primério. Note o progresso da deposicdo de glébulos de vitelo e alvéolos corticais. F)
Oogonia isolada no epitélio germinativo e um foliculo ovariano. G) Ninho contendo
oogdnias. H) Ninho contendo odcitos em leptéteno. AC=alvéolo cortical; C=capsula;
F=célula folicular; FM=feixe muscular; FO=foliculo ovariano; GV=glébulo de vitelo;
L=luz do ovario; LA=lamela ovigera; Ocp=o006cito em crescimento primario; OG=o0ogodnia;
OL=06cito em leptéteno; Ovt=odcito em vitelogénese; PF=célula pré-folicular; ZP=zona
pelicida; CABECA DE SETA PRETA=ninho contendo oogonias. Coloragdo:

PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.

60



FIGURA 17:

61



FIGURA 18: FASE APTO A DESOVA: Pimelodus maculatus. A) Ovario Apto a Desova. B)
Detalhe da lamela contendo odcitos em crescimento primdrio, odcitos em vitelogénese,
odcitos completamente desenvolvidos, cdpsula espessa e vasos sanguineos de grande
calibre. Note a presenca de ninho contendo odcitos profdsicos iniciais no epitélio
germinativo (cabeca de seta branca). C) Odcito completamente desenvolvido. Inset: zona
pelicida composta por duas camadas. Note a presenca de alvéolo cortical e glébulos de
vitelo. D) Duas oogdnias isoladas no epitélio germinativo. E) Ninhos contendo pequena
quantidade de oogonias. F) Ninho contendo odcitos em paquiteno. AC=alvéolo cortical;
C=capsula; F=célula folicular; GV=glébulo de vitelo; L=luz do ovario; LA=lamela ovigera;
MB=membrana basal; Ocd=06cito completamente desenvolvido; Ocp=o0dcito em
crescimento primdrio; OG=oogdnia; OP=od6cito em paquiteno; Ovt=06cito em
vitelogénese; PF=célula pré-folicular; VS=vaso sanguineo; ZP=zona pelicida; CABECA DE
SETA BRANCA=ninho contendo odcitos iniciais. Colora¢do: PAS+Hematoxilina

Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 19: FASE EM REGRESSAO PARA Pimelodus maculatus. A) Ovario em Regressdo.
B) Detalhe da lamela contendo odcitos em crescimento primdrio e odcitos em atresia.
Auséncia de odcitos em vitelogénese. Note a presenca de ninho contendo oogodnias (cabeca
de seta preta) e ninho contendo odcitos iniciais (cabeca de seta branca) no epitélio
germinativo. C) Ovario em Regressdo com desova ignorada. D) Detalhe da lamela
contendo odcitos em crescimento primario e odcitos em atresia. Auséncia de odcitos em
vitelogénese. Note a presenca de grandes vasos sanguineos e cdpsula espessa. E) Odcito em
atresia inicial (atresia alfa). Note a liquefacdo dos glébulos de vitelo e a presenca de ninho
contendo oogobnia no epitélio germinativo (cabeca de seta preta). Inset: detalhe da
desintegracdo da zona pelucida. Note a projecdo das células foliculares hipertroficas para o
interior do odcito incorporando glébulos de vitelo (seta preta ondulada). F Atresia beta.
Note as células foliculares hipertréficas proximas a vasos sanguineos. G) Ninhos contendo
oogodnias. Note o cisto germinativo (colchete) recém formado pela divisao mitética de uma
oogodnia. H) Ninho contendo odcitos em zigéteno. C=céapsula; F=célula folicular; L=luz do
ovario; LA=lamela ovigera;, MB=membrana basal; Oata=o06cito em atresia alfa;
Oatf=06cito em atresia beta; Ocp=06cito em crescimento primdrio; OG=o0o0goOnia;
OZ=06cito em zigéteno; PF=célula pré-folicular; VL=vitelo liquefeito; VS=vaso
sanguineo; CABECA DE SETA BRANCA=ninho contendo odcitos iniciais; CABECA DE SETA
PRETA=ninho contendo oogdnias; COLCHETE=cisto germinativo; SETA PRETA
ONDULADA=proje¢do das células foliculares hipertréficas para o interior do odcito.

Coloragdo: PAS+Hematoxilina Férrica+Metanil Yellow.
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FIGURA 20: CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DOS OVARIOS EM CADA FASE DO CICLO
REPRODUTIVO DE Pimelodus maculatus. A-B) Porcao cranial de um ovario na Fase em
Regeneracdo. C-D) Porcdo cranial de um ovario na Fase em Desenvolvimento. Alguns
odcitos de pequena dimensdo podem ser observados. E-F) Por¢cdo medial de um ovério na
Fase Apto a Desova. Odcitos com diferentes diametros podem ser observados. G-H)
Porcao caudal de um ovdrio na Fase em Regressdo. Note a flacidez do ovério ao comparar
com as demais fases. C=capsula do ovério; G=camada de gordura externa; L=luz do ovirio;
OC=o06cito. Os ovdrios foram fixados em solucdo de glutaraldeido 2% e parafolmoldeido

4% em tampao fosfato Sorensen (0,1M e pH7,2).
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Frequéncia das Fases do Ciclo Rprodutivo de Pimelodus maculatus
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FIGURA 25: Frequéncia das fases do ciclo reprodutivo das fémeas de Pimelodus maculatus por
estacdo do ano (1996 e 1997 combinados).
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FIGURA 26: Relagdo entre a razdo do nimero de ninhos contendo oogdnias em proliferacao

(A, C, E e G) e ninhos contendo odcitos profasicos iniciais (B, D, F e H) pelo niimero de
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oogonias isoladas presentes no epitélio germinativo de Pimelodus maculatus em cada fase
do ciclo reprodutivo. A-B) Fase em Desenvolvimento. n=06. C-D) Fase Apto a Desova.

n=09. E-F) Fase em Regressdo. n=11. G-H) Fase em Regeneragcdo. n=68.
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FIGURA 27: A) Relacdo do nimero de ninhos contendo oogodnias em proliferacao para cada
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oogonia isolada. B) Relacdo do niimero de ninhos contendo odcitos profdsicos iniciais para
cada oogonia isolada presente no epitélio germinativo de Pimelodus maculatus em cada
fase do ciclo reprodutivo. A linha central da caixa marca a mediana do conjunto de dados.
A parte inferior da caixa é delimitada pelo primeiro quartil (Q1) e a parte superior pelo
terceiro quartil (Q3), demonstrando a distribuicdo de 50% do total da amostra. As hastes
inferiores e superiores se estendem, respectivamente, do primeiro quartil até o valor
minimo e do terceiro quartil até o valor maximo. Como referencial para o aumento ou
diminui¢do das células germinativas, a razdo oogOnia isolada/oogdnia isolada foi
representada como valor 1 (linha vermelha). Letras diferentes representam diferencas

estatisticas p<0,05.
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7. DISCUSSAO
A andlise dos ciclos reprodutivos das fémeas de Serrasalmus maculatus e

Pimelodus maculatus com base nas recentes propostas envolvendo o conceito de epitélio
germinativo na formacdo dos foliculos ovarianos (Grier 2000; 2002; Grier et al., 2007;
Quagio-Grassiotto et al.,2011), os eventos celulares inerentes ao desenvolvimento oocitdrio
(Grier et al., 2009) e na determinacdo das fases reprodutivas (Brown-Peterson et al., 2011)
traz a luz novas e interessantes informacdes sobre a histéria de vida destas espécies.

A escala para determinacao das fases reprodutivas dos teledsteos, desenvolvida pelo
grupo liderado por Brown-Peterson (2011), a despeito de ter por base principalmente
espécies marinhas e notadamente os Perciformes com ovos peldgicos, constitui, no
momento, uns dos primeiros elos entre a morfometria gonadal e seu o status histologico. A
proposta descreve de forma clara, simples e abrangente o estado funcional dos ovarios ao
longo dos ciclos reprodutivos, e como sugerido pelos autores, pode ser utilizada no estudo
da histéria de vida de espécies ou grupos de peixes com as mais variadas estratégias
reprodutivas. Particularidades inerentes as espécies podem, como também sugerido pelos
autores, ser facilmente acomodadas na escala, por exemplo, na forma de sub fases. A
proposta de Brown-Peterson e colaboradores (2011) representa, portanto, uma alternativa as
escalas tradicionalmente utilizadas na descricio da histéria de vida dos teledsteos
neotropicais como Serrasalmus maculatus e Pimelodus maculatus ¢ mesmo em relagcdo a
propostas mais recentes como a de Nufiez e Duponchelle (2009).

A escala de Vazzoler (1996) e suas adaptagdes (ver, por exemplo, Pina et al., 2003;
Ribeiro et al., 2007; Pereira-Garcia et al., 2010) utilizam, nas descri¢des das alteracdes
gonadais, termos como em repouso, maturando e maduro. Estudos recentes, tendo por base
a morfofisiologia gonadal (Grier, 2002; Patifio & Sullivan, 2002; Brown-Peterson et al.,
2011), vem questionando a aplicacdo de tais termos as alteracdes por que passam as
gbénadas ao longo dos ciclos reprodutivos. Grier (2002) € enfdtico ao afirmar que nas
gbnadas o epitélio germinativo que margeia as lamelas ovigeras nas fémeas, bem como os
tibulos seminiferos dos machos, € permanentemente ativo e responsavel pela renovacio
das células germinativas a cada ciclo reprodutivo ao longo da histéria de vida das espécies.

Colocado desta maneira, tem-se, portanto, que as gonadas, a rigor, ndo teriam um periodo
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de repouso entre estagdes reprodutivas, o que tornaria impréprio o termo “repouso” para
classificd-las. Ja Patifio e Sullivan (2002) consideram como “maturacdo” o evento
fisiolégico que prepara os odcitos para a fertilizacdo. Também se considerado dessa
maneira, o termo “maturacdo” ndo se aplicaria as alteracdes gonadais que ocorrem ao longo
dos ciclos reprodutivos das fémeas dos teledsteos.

As diferentes escalas existentes para a classificacdo das alteracdes gonadais ao
longo dos ciclos reprodutivos das fémeas dos teledsteos, em geral, tem por base os
morfotipos dos odcitos presentes, sejam eles pré-vitelogénicos, vitelogénicos ou
considerados maduros. Por sua vez, o desenvolvimento oocitario tem sido dividido em
estdgios que variam conforme a visao dos diferentes autores. Exemplo disso € a proposi¢cao
de Nufiez e Duponchelle (2009) que divide e enumera o desenvolvimento oocitdrio em
varios estdgios. Este tipo de escala €, no entanto, de dificil reprodu¢do, uma vez que
depende muito da visdo dos proprios autores sobre o processo, o que a torna
particularmente subjetiva. Propostas recentes (Grier et al., 2009; Lowerre-Barbieri et al.,
2009; 2011a; Brown-Peterson et al., 2011), apesar de desenvolvidas primariamente com
base em Perciformes marinhos com ovos peldgicos, sdo mais amplas e gerais, o que facilita
a sua aplicacdo na descricdo da oogénese nos teledsteos em geral. Particularmente a
proposta de Grier e colaboradores (2009) tem se mostrado de facil aplicacdo (ver Quagio-
Grassiotto et al., 2009; 2011; Franca et al., 2010; presente estudo). A proposta por Grier e
colaboradores (2009) para descricdo da oogénese nos teledsteos tem por base os eventos
celulares de natureza morfofisiolégica que regem: a proliferacdo das células germinativas
iniciais, sua entrada e paralisacdo inicial em meiose; a formacdo dos foliculos ovarianos a
partir do epitélio das lamelas (epitélio germinativo); o preparo dos odcitos para a
vitelogénese; a vitelogénese em si; a maturagdo odcitaria e retomada da meiose e, por fim, a
ovulagdo.

As propostas mais recentes para descri¢do do processo de evolucdo dos odcitos, seja
por Grier e colaboradores (2009), por Brown-Peterson e colaboradores (2011) ou por
Lowerre-Barbieri e colaboradores (2011a), sdao bastante semelhantes entre si. Diferem
ligeiramente quanto a terminologia sugerida para nomear os morfotipos de odcitos.

Conflitam no diz respeito ao da presenca dos alvéolos corticais para especificar um dos
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estagios do desenvolvimento odcitdrio. Os alvéolos corticais, constituidos por um conjunto
de vesiculas localizadas junto ao ooplasma, liberam o seu contetido enzimético no espago
perivitelinico no momento da fertilizagao. Essas enzimas atuam nos componentes da zona
pelicida provocando uma série de alteracdes moleculares que previnem a polispermia (Le
Menn et al., 2007; Lubzens et al., 2010). O extenso e exaustivo estudo por Lowerre-
Barbieri e colaboradores (2011a, b), e também Brown-Peterson e colaboradores (2011),
mostra que, particularmente em espécies de Perciformes marinhos com ovos peldgicos, o
aparecimento dos alvéolos corticais pode ser utilizado como um indicador morfoldgico de
que os odcitos pré-vitelogénicos iniciaram o seu desenvolvimento para o préximo periodo
de desova. Para estes autores, o aparecimento dos alvéolos corticais caracteriza um estigio
do desenvolvimento odcitario. Em Serrasalmus maculatus, o aparecimento dos alvéolos
corticais tem inicio, muito cedo, em odcitos jovens de pequenas dimensdes. Continuam a
serem formados ao longo do crescimento primdrio e sua formacdo parece se completar
somente durante o crescimento secunddrio. Nesta espécie, ao final do crescimento
secundério os alvéolos corticais chamam a aten¢do pela quantidade e tamanho das vesiculas
pelas quais € formado. J4 em Pimelodus maculatus, os alvéolos corticais sdo constituidos
por vesiculas pequenas e esparsas, cuja formacdo s6 consegue ser detectada ao longo do
crescimento secunddrio. Esse tipo de evolucdo dos alvéolos corticais nos modelos de estudo
aqui utilizados, espécies de Ostariophysi procedentes de diferentes ordens e com diferentes
estratégias reprodutivas, ndo suporta o seu uso na caracterizagdo de um estdgio ao longo do
desenvolvimento odcitdrio. No entanto, ndo se questiona aqui, o reconhecimento dos
alvéolos corticais como um marcador morfolégico da eminéncia de entrada em
vitelogénese nos Perciformes marinhos com ovos pelagicos.

As recentes publicacdes de Lowerre-Barbieri e colaboradores (2011a, b) e Brown-
Peterson e colaboradores (2011) discutem metodologias emergentes de andlise do
desenvolvimento gonadal e sua aplicacdo nos estudos dos recursos pesqueiros. Apesar de
Brown-Peterson e colaboradores (2011) utilizarem a atividade do epitélio germinativo na
classificacdo das fases do ciclo reprodutivo dos machos, o mesmo ndo acontece com as

fémeas.
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Para estes autores, o recrutamento dos odcitos em crescimento primario para o
crescimento secunddrio ocorre no periodo que antecede o periodo de desova, isto €, na Fase
em Desenvolvimento (e também no inicio da Fase Apto a Desova) e pode ser claramente
detectado em espécies com fecundidade determinada (ver Lowerre-Barbieri et al., 2011a).
Situacdo em que se enquadram os Siluriformes do género Pimelodus que apresentam
periodo reprodutivo curto, concentrado nos meses de verdo (Lima-Junior & Goitein, 2006;
Marcano et al., 2007; presente estudo). Assim, em P. maculatus as gonadas em Fase em
Desenvolvimento sdo encontradas apenas na primavera e verdao. Ainda que as publicacoes
de Brown-Peterson e colaboradores (2011) e Lowerre-Barbieri e colaboradores (2011a, b)
ndo facam referéncia a atividade do epitélio germinativo, o estudo aqui desenvolvido
mostra que, nas gonadas em Desenvolvimento de P. maculatus nesse periodo do ano, a
proliferacdo mitdtica das oogdnias se mantém, contudo, sem apresentar valores outlier
como os que ocorrem nas gonadas em Regeneracdo. O mesmo se dd com a entrada em
meiose originando os ninhos contendo odcitos iniciais.

Nas espécies com fecundidade indeterminada, o recrutamento dos odcitos em
crescimento primdrio para o crescimento secundario ocorre mesmo durante o periodo de
desova (ver Lowerre-Barbieri et al, 2011a). Situacdo em que se enquadram os
Characiformes do género Serrasalmus (Paiva, 1958; Lamas & Godinho, 1996; Teles &
Godinho, 1997; Honorato-Sampaio et al., 2009; presente estudo) cujo periodo reprodutivo é
longo, e abrange os meses de inverno e primavera. Em S. maculatus, gbonadas em
Desenvolvimento sdo encontradas ao longo de todo o ano, incluindo o periodo de desova.
Nesta espécie, o epitélio germinativo comporta-se de modo diferenciado. Nas gonadas em
Desenvolvimento a proliferagdo das oogdnias diminui em relagdo a Regeneragdo, enquanto
os ninhos contendo 0dcitos iniciais tornam-se mais NUMEerosos.

Quando a gonada encontra-se Apta a Desova e principalmente durante a liberacio
dos gametas (Subfase Desova Ativa), é que ocorre, na verdade, o periodo de menor
atividade do epitélio germinativo, independentemente do tipo de fecundidade que a espécie
apresenta. Tem-se, nestas gdnadas, a maior quantidade de oogdnias que permanecem
isoladas no epitélio. Alguns individuos de fecundidade indeterminada com periodo

reprodutivo longo, como S. maculatus, continuam apresentando uma discreta atividade
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mitética das oogdnias, mesmo quando aptos a desovar, porém, em menor intensidade se
comparada a todas as demais fases do ciclo reprodutivo. A atividade mitética das oogdnias
nessa fase do ciclo reprodutivo de S. maculatus confere um forte suporte a hipdtese de
Grier (2002) de que o epitélio germinativo permanece ativo ao longo dos ciclos
reprodutivos. No entanto, quando estas gdonadas apresentam sinais indicando a desova
(subfase Desova Ativa), a quantidade de ninhos contendo oogdnias torna-se escassa
comparada a quantidade de oogdnias isolada encontradas no epitélio das lamelas.

Com o término da desova, na Regressdo ovariana, a atividade mitética é retomada,
tornando-se particularmente intensa na Regeneracdo (sensu Brown-Peterson et al., 2011).
Curiosamente, parte dos ovdrios em Regressdo de Pimelodus maculatus, amostrados na
primavera, apresentou desova ignorada. A incapacidade de desovar € detectada quando o
ovdrio apresenta atresia massiva num periodo que antecede ao da desova sendo reconhecida
como estratégia reprodutiva de muitas espécies, geralmente naquelas com fecundidade
determinada (Lowerre-Barbieri ef al., 2011a; Rideout & Tomkiewicz, 2011).

Para espécies com fecundidade determinada, com periodo reprodutivo curto como
Pimelodus maculatus, além da intensa atividade mitética das oogbnias na Regeneragdo, a
entrada na meiose também se intensifica respondendo pela producdo de milhares de
odcitos, que permanecem em crescimento primdrio na maior parte do ano. Estes dados
confirmam as suposicoes prévias de Taylor e Grier (1978), e expde o possivel engano a que
se estd submetido quando se utiliza o termo Repouso na designacio desta fase reprodutiva.
As técnicas histolégicas utilizadas pelos diferentes autores nem sempre permitem a
detecg¢do das células germinativas iniciais. Assim, o termo Repouso presente nas escalas
tradicionalmente empregadas na classificacdo morfométrica do desenvolvimento gonadal
(ver Vazzoler, 1996), ainda que improprio, continua se mantendo inclusive nas mais
recentes proposicdoes que se pretendem universais no que se refere a classificagcdo do

desenvolvimento gonadal (ver Nifiez & Duponchelle, 2009).
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8. CONCLUSAO

A atividade do epitélio germinativo em espécies como Pimelodus maculatus, com
desova sazonal e fecundidade determinada, reflete as fases reprodutivas anuais. Assim,
apdés o longo periodo de intensa atividade mitdtica, e entrada em meiose das células
germinativas formando odcitos pré-vitelogénicos (Fase em Regeneracdo), o epitélio
germinativo diminui discretamente esta atividade a medida que estes odcitos sao recrutados
para a vitelogénese (Fase em Desenvolvimento). O epitélio reduz bruscamente a atividade
no curto periodo de desova (Fase Apto a Desova) e, volta retomé-la quando a desova se
encerra (Fase em Regressdo).

Em Serrasalmus maculatus, espécie com fecundidade indeterminada, a proliferacao
das oogonias € melhor percebida na Fase em Regeneragdo e a entrada na meiose é mais
frequente na Fase em Desenvolvimento. Nesta ultima espécie, dado o longo periodo
reprodutivo, fémeas Aptas a Desova, mas que ainda ndo liberaram os gametas, podem
manter a atividade mitdtica das oogdnias. No epitélio das lamelas destas fémeas, de modo
geral, atividade mitética inferior as demais fases do ciclo reprodutivo e a entrada em
meiose torna-se rara. A liberacdo dos gametas marca a menor atividade do epitélio
germinativo, que s é retomada apds a desova, na Regressdo.

Estes dados da dinamica do epitélio germinativo refletem diretamente o
comportamento que as gdnadas assumem em cada fase do ciclo reprodutivo dependendo da

estratégia reprodutiva adotadas pelas diferentes espécies.
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10. ANEXO [:PROTOCOLO PARA COLORACOES (METACRILATO GLICOL)

P.A.S. + HEMATOXILINA FERRICA + METANIL YELLOW
e Hidratar os cortes em dgua destilada (ou filtrada);
e Imergir em Acido Periédico a 1% por 10 minutos;
e Lavar em 4gua corrente por 10 minutos;
e Imergir em Reativo de Schiff por 1 hora;
e Lavar em 4gua corrente por 10 minutos;
e Imergir em Hematoxilina Férrica por 10 minutos;
e Lavar em 4gua corrente por 10 minutos;
e Imergir em Metanil Yellow por 2 minutos;
e Lavar rapidamente apenas para tirar o excesso de corante;
e Desidratar em estufa 60°C por 12 horas;

e Montar em meio Permount.

SOLUCAO DE REATIVO DE SCHIFF

Agua destilada 200ml

Fucsina Basica 2g

Matabissulfito de Sodio 4g

Acido Cloridrico normal 4,15ml (diluido em 50ml de 4gua destilada)
Carvao Ativado 500mg

Aquecer os 200ml de agua destilada até a ebulicdo. Retirar do fogo e acrescentar 2g de
Fucsina Baésica. Dissolver e esfriar a solugdo em temperatura ambiente. Aquecer
novamente, sob agitacdo, a 60°C e filtrar. Acrescentar 4g de Metabissulfito de Sédio e
esperar dissolver. Adicionar 50ml de Acido Cloridrico normal. Acrescentar 500mg de
Carvao Ativado finamente pulverizado. Agitar bem e filtrar. O resultado devera ser uma
solugdo incolor ou amarelo-palha. O ph deve ficar entre 1,0 e 1,25. Conservar em geladeira.

Descartar quando assumer coloraco rosa.
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SOLUCAO DE HEMATOXILINA FERRICA

Solucio A:
Hematoxilina 1g
Alcool 96% 100ml

Esta solu¢do deve ser amadurecida, por cerca de um més, antes do uso.

Solucao B:

Nitrato de Ferro III em solucio aquosa a 30% 4ml
Agua destilada 95ml
Acido cloridrico concentrado Iml

Solucao Corante:

50% de SolucdoA + 50% de solucaoB

SOLUCAO DE METANIL YELLOW

Solucio A:

Metanil Yellow 0,1g
Agua destilada 100ml
Solucao B:

Acido Acético glacial 0,5ml
Agua destilada 100ml

Soluc¢ao Corante:

Solucdo A 10ml
Solu¢dao B 25ml
Agua destilada 15ml
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TECNICA DE RETICULINA
e Colocar a lamina em posi¢@o horizontal em grade metdlica. Todos os corantes devem
ser gotejados sobre a lamina;
e Permanganato de Potdssio a 1% durante 5 minutos;
e Lavar em dgua destilada;
e Acido Oxalico a 3% durante 2 minutos;
e Lavar em 4gua destilada;
e Alimen de Ferro (Sulfato de Aménia e Ferro III) a 1% durante 3 minutos;
e Lavar em 4gua destilada;
e Solucdo de Prata Amoniacal a 10% durante 3 minutos;
e Lavar em 4gua destilada;
e Solu¢do de Redugdo (Formol a 10%) durante 3 ou 4 minutos;
e Lavar muitas vezes com dgua destilada;
e Desidratar em estufa 60°C durante 12 horas;

e Montar em meio Permount.

SOLUCAO DE PRATA AMONIACAL A 10%
Nitrato de Prata em solu¢do aquosa a 10% 20ml
Hidréxido de Sédio em solucdo aquosa a 10% 4ml
Gotas de Hidréxido de Amonio
Todo o preparo desta solucdo deve ser feito na capela com a luz apagada. Misturar o
Nitrato de Prata com auxilio do agitador. Adicionar o Hidréxido de Sédio em solugdo
aquosa a 10%. Sob agitacdo, gotejar Hidréxido de Amodnio (méximo de 4ml). Duplicar o

volume com dgua destilada. Filtrar e armazenar na geladeira.
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11. ANEXO II:;
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Ostariophysi com diferentes ciclos reprodutivos: Serrasalmus maculatus (Characiformes) e
Pimelodus maculatus (Siluriformes).”.

() n&o se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informacdo CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizacéo da(s) seguinte(s) Comisséo(bes):
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