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1. RESUMO

Os poecilideos sdo peixes ovoviviparcs de ampla utilizacdo na piscicultura
omamental. Apesar disso, pouco se conhece sobre aspectos reprodutivos dessas
espécies. O estudo das caracteristicas histologicas e ultra-estruturais dos ovocitos
constitui etapa basica e primordial para se estabelecer a biologia reprodutiva das
diferentes espécies de peixes, essencial para a compreensdo da fertilizag&o,
desenvolvimento inicial do embrido e crescimento das larvas. Como o sucesso da
criagdo de peixes depende basicamente do conhecimento de sua biologia, e em
especial, do processo reprodutivo, o presente trabalho aborda o desenvolvimento
ovocitario, a caracterizagdo dos ovarios e a recuperagdo ovariana pés-parto do
platy (Xiphophorus maculatus). Por outro lado, estudos mostram que o hormdnio
de crescimento esta também envolvido nos processos de maturagdo gonadal,
gametogénese e ovulacdo, sendo um importante modulador da reprodugéo da
fémea. Com base nesses aspectos, foram analisados os efeitos do hormdnio de
crescimento na recuperagdo ovariana pos-parto de fémeas em condigdes
laboratoriais controladas. Além disso, o presente estudo determina o tamanho de
primeira maturagdo sexual de fémeas de platy, outro pard@metro essencial na
compreensdo da biologia reprodutiva dos peixes. Para tal, foram utilizadas fémeas
jovens e adultas de X. maculatus mantidas em aquérios. Fragmentos de gonadas
foram coletados e processados para estudo da ovogénese em microscopias de luz
e eletrdnica de transmissdo e varredura. Respeitando os diferentes periodos pos-
parto pré-estabelecidos, gdnadas de animais do grupo-controle foram coletadas e
preparadas para o estudo, em microscopia de luz, da recuperagdo ovariana apés
o parto. Foram coletadas génadas do grupo de animais tratados com horménio de
crescimento, para estudo dos efeitos desse hormoénio sobre o processo de
recuperacdo ovariana. Fragmentos de génadas de animais do grupo controle e do
grupo tratado também foram processados para imuno-histoquimica, com o intuito
de determinar a presenca de imunorreatividade ao horménio de crescimento. Além

disso, foram calculados a partir de dados biométricos dos espécimes coletados, os



valores dos indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS), e dos
fatores de condigdo (K e Kz), nos diferentes periodos de coleta para os dois
grupos em estudo. Alevinos de diferentes idades foram coletados para os estudos
de determinagao da idade de primeira maturagdo sexual. A organizacdo estrutural
dos ovarios mostrou que o trato genital feminino possui estruturas capazes de
armazenar espermatozéides. A ovogénese de X. maculatus, espécie ovovivipara,
parece ser similar a majoria dos teledsteos oviparos de agua doce. No estudo do
tamanho de primeira maturagdo sexual, 50% da populagio (Ls) foi considerada
madura com 2,03cm de comprimento-padrio, e a estimativa de tamanho para que
toda a populagdo seja considerada madura (L) foi de 2,5cm. Nesse Gltimo
tamanho, foram observadas fémeas gestantes, corroborando os valores de Ligg.
N&o se observou imuno-marcacéo para hormdnio de crescimento nos ovarios de
platy, seja no grupo-controle seja no grupo tratado. Isso pode ser decorrente da
baixa concentragdo do horménio no 6rgdo, ou mesmo da meia-vida bastante curta
deste hormonio, ou ainda da dosagem utilizada no tratamento. Mesmo durante a
gestagao, ovocitos jovens iniciavam o processo de amadurecimento. Porém, eles
nao sdo fertilizados enquanto a fémea ndo se recupera da gestagdo anterior,
entrando em atresia. Nas fémeas tratadas com o horménio de crescimento, os
eventos de atresia continuaram a ocorrer mesmo 72, 84 e 96 haras apos o parto,
indicando que os ovos que iniciaram a maturacio ap6s o parto também entraram
em atresia. E possivel que este evento tenha sido provocado pelo tratamento
hormonal. Como o estresse é fator importante na determinagio da ocorréncia de
atresia folicular em peixes, a manipulagdo dos animais para anestesia e
administracdo do horménio pode também ter influenciado o processo de atresia

folicular.



2. ABSTRACT

The platy Xiphophorus maculatus {Poecilidae), is an ormamental freshwater
fish, ovoviviparous and able to produce offspring throughout the year, when
maintained at the ideal temperature and photoperiod. This fish is considered a
promising species for wide scale production and easily adaptable to iaboratory
conditions. It presents internal fertilization, sperm storage in the ovary permitting
sucessive fertilizations, intra-follicular gestation, and sexual dimorphism. Some
studies have been made using the platy as an experimental model. However,
considering the peculiarities of the reproductive biology of X macuiatus and its
potential for the study of gametogenesis, littie is known about germ cell
morphology. The histological study leads to basic knowledge of their reproductive
biology with practical application for the understanding of fertilization, initial embryo
development and larvae growth. The success of fishculture basically depends on
the xnowledge of fish biology, and particularly of the reproductive process. The
present work includes oocyte development, the characterization of the ovary and
post-partum ovarian recrudescence in the platy (Xiphophorus maculatus),
analyzing the structural events observed in controlled conditions. Research has
shown that growth hormone is also involved in gonadal maturation, gametogenesis
and ovulation, being an important medulator of female reproduction. Therefore,
the effect of growth hormone (GH) in ovarian recrudescence has been analyzed in
post-partum females. The present study also determines the size of females at first
sexual maturation, that is essential for understanding of reproductive biology in
fishes. In this study, juveniles and adult females of X. macuiatus were kept in
aquariums. The ovaries were removed and prepared for study of cogenesis with
the light and electron microscopes. According to established post-partum periods,
ovaries of the control and growth hormone (GH) treated groups were collected and
prepared for the study of ovarian post-partum recrudescence with light microscopy.
Gonads of the control and treated groups were aiso prepared for the deteccion of
growth hormone by immunohistochemistry. Moreover, the values of the
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gonadossomatic (IGS) and hepatossomatic (IHS) index were calculated, as well as
the condition factors (K and K;), in the different post-partum periods for the two
study groups. To determine the size of the first sexual maturation, Juveniles and
small pieces of their ovaries were collected. Standard body length, body weight
and the age of each fish were recorded for the calculation of the Lsp. The ovarian

structural organization showed that the female genital tract possesses structures
for spermatozoa storage. Oogenesis in X, maculatus, an ovoviviparous species, is
similar to that described for most of the freshwater fish. In the study of the size of
first sexual maturation (Lsg), the platy were considered mature with 2,03cm of
standard body length, and the estimated size when all the population is considered
mature (Ligo) was 2,5cm. With this size, gravid female were observed. No
immunostaining was observed for the growth hormone in the ovaries, neither in the
control group nor in the treated group. This resuilt probably is related to the low
concentration of the growth hormone in the ovary, or the short half-life of this
hormone, or even the dosage used in the treatment which did not allow
immunostaining. During gestation new oocytes initiate viteliogenesis. However, the
oocytes which deveiop during the gestation enter atresia, and therefore will not be
fertilized. In females treated with growth hormone, atresia continues to occur 72,
84 and 96 hours post-partum, indicating that the eggs that had initiated post-
partum maturation also entered atresia. This event may have been due to the
hormonal treatment. As estresse is an important factor causing follicular atresia in
fish, the manipulation to anesthetize and administer the hormone probably
stimulated the atretic process.



3. INTRODUGAO

O crescente interesse pelos peixes teledsteos nas dltimas décadas tem
fornecido valiosas informagdes sobre diferentes aspectos da biologia reprodutiva
destes animais que, apesar de apresentarem caracteristicas comuns, mostram
grande variabilidade comportamental e morfofuncional que n&c permite
generalizagdes. Os teledsteos, grupo mais abundante e diversificado de todos os
vertebrados, com aproximadamente 20000 espécies, ocupam uma grande
variedade de ambientes aquaticos (LESSMAN, 1998) e apresentam uma incrivel
diversidade de estratégias reprodutivas (BOND, 1996; LESSMAN, 1998). Dada
esta variabilidade, os mecanismos basicos que regulam a reproducao neste grupo
de animais dependem, para ser entendidos em sua amplitude, de novas e
incessantes abordagens experimentais.

Dentre os setores da agqiicultura nacional, a piscicultura ornamental vem
obtendo destaque nos Gltimos anos. Porém, o potencial zootécnico das especies
ornamentais é pouco conhecido, ficando a exploragdo comercial restrita ao
extrativismo e ao cultivo com pouca tecnologia.

As informactes sobre os peixes ornamentais restringem-se, na maioria das
vezes, a uma literatura pouco cientifica, como livros e revistas de aquarismo.
Dados cientificos consistentes dizem respeito principalmente a espécies da familia
Poeciliidae, com destaque para as espécies Poecilia reticulata, conhecida como
guppy ou lebiste (VENKATESH et al., 1990 e 1992), Gambusia affinis, conhecida
como peixe mosquito (KOYA et al., 1998 e 2003; KOYA & KAMIYA, 2000), e
Xiphophorus maculatus, conhecida como platy (BURNS & KALLMAN, 1985;
FLORES & BURNS, 1993; POTTER & KRAMER, 2000). Estas especies tém
grande importidncia na piscicultura ornamental mundial, por serem muito
procuradas pelos aquariofilistas. O guppy, 0 peixe mosquito e © platy s&o
teledsteos ovoviviparos, com inseminagdo interna seguida de fertilizagdo e
gestacdo intra-folicular (TURNER, 1937; THIBAULT & SCHULTZ, 1978,
VENKATESH et al., 1990: KOYA et al., 1998 e 2003; POTTER & KRAMER, 2000).



Juntamente com o aprimoramento de padrdes de coloragdo, formato das
nadadeiras e tamanho dos peixes, os pardmetros reprodutivos dessas espécies
podem ter soffido alguma alteragdo (BOWDEN, 1970 citado por THIBAULT &
SCHULTZ, 1978). Segundo COLSON (1969), citado por THIBAULT & SCHULTZ
(1978), parece haver correlagdo positiva entre 0 aumento de fecundidade e peso
corporal em fémeas de Poeciliidae. Assim, é provavel que estes peixes, quando
mantidos em cativeiro, apresentem periodo de gestagdo, tamanho de prole e
intervalo entre partos diferentes daqueles observados em espécimes selvagens. A
manutencéo de espécies em ambiente confinado causa alteragbes morfolégicas e
fisiologicas em diversos sistemas (NAGAHAMA, 1983). Essas alteracdes precisam
ser conhecidas e, quando comparadas ao que ocorre em peixes provenientes do
ambiente natural, poderdo contribuir para um melhor entendimento da fisiologia
reprodutiva desses animais.

O sistema reprodutor feminino em teledsteos é muito varidvel no que diz
respeito a mecanismos e modalidades reprodutivas. Na maioria das espécies, o
ovario € um orgéo par, que se dispde em sentido longitudinal na cavidade do
corpo, unindo-se caudalmente antes de abrir na papila urogenital. Em alguns
grupos, ambos ovarios podem fundir-se em um Unico 6rgdo durante o
desenvolvimento, e em outros, um deles pode degenerar, permanecendo em
ambos os casos somente um ovario funcional (NAGAHAMA, 1983).

A ovogénese de peixes teledsteos oviparos tem sido alvo de intmeros
estudos (YAMAMOTO, 1956; ABRAHAM et al., 1984; SELMAN et al., 1986 e
1988, MICALE et al, 1987, BEGOVAC & WALLACE, 1988: SELMAN &
WALLACE, 1989; BAZZOLI & RIZZO, 1990; MAYER et al., 1990; NAKAMURA et
al., 1993; RIZZO & BAZZOLI, 1993; ELORDUY-GARAY & RAMIREZ-LUNA, 1994:
TYLER & SUMPTER, 1996; GRIER, 2000 e 2002). Para sua melhor interpretacao,
0 processo tem sido dividido em niimero variavel de estadios de desenvolvimento,
levando-se em conta caracteristicas morfolégicas, fisiologicas e bioguimicas, tais
como: tamanho dos ovdcitos; tipo, quantidade e distribuicdo de inclusbes

celulares, especialmente o vitelo; morfologia do nucieo, nucléolos e cromossomos



(NAGAHAMA, 1983; SELMAN & WALLACE, 1986; LESSMAN, 1998). Apesar das
variagbes encontradas, o processo de ovogénese apresenta caracteristicas gerais
comuns aos teledsteos, e que sdo relatadas por GRIER (2002) para peixes
oviparos (Figs. 1 e 2), e por NAGAHAMA (1983) para peixes viviparos (Fig. 3).
Esse processo ocorre no interior dos foliculos ovarianos, cujos envoltdrios, zona
radiata, camada folicular, membrana basal e teca, desempenham importante papel
durante a propria ovogénese e na fertilizagdo (SELMAN & WALLACE, 1989). Este
conjunto de estruturas constitui fator importante para a troca efetiva de gases e
protecdo fisica do embrifio nas espécies viviparas (RIEHL & GREVEN, 1993). A
caracterizacdo morfoldgica das células germinativas em seus diferentes estadios
de desenvolvimento e regressdo, além de sua distribuigdo e freqléncia nas
gdnadas, constitui subsidio basico na preservagéo e no incremento da piscicultura
de espécies de interesse comercial.

Poucos sdo os dados cientificos consistentes sobre a biologia reprodutiva
de X. maculatus (BURNS & KALLMAN, 1985; FLORES & BURNS, 1983; POTTER
& KRAMER, 2000). Esta espécie é intensamente utilizada em pesquisa médica
porque alguns de seus hibridos excessivamente negros desenvolvem melanomas,
um tipo de cancer encontrado em muitos peixes, em aves e em mamiferos,
inclusive 0 homem (AXELROD, 1952).

Como base para estudos fisioldgicos e aplicados em reproducdo, é
necessario conhecer eventos ciclicos que ocorrem nas gdnadas dos animais (VAN
OORDT et al, 1987). Deste modo, o conhecimento das caracteristicas
morfoldgicas dos ovarios de X. maculatus, a recuperagao gonadal apds o parto e o
tamanho de primeira maturagédo sexual fornecerdo subsidios para o maximo de

exploracdo zootécnica desta espécie e de espécies afins.

3.1. O hormodnio de crescimento

O hormdnio do crescimento € um peptideo de aproximadamente 20 kDa,

secretado pela hipofise de vertebrados (Fig. 4), que desempenha um papel



essencial na regulagdo do crescimento (YAMAGUCH! et al,, 1991), por promover
a divisdo e a diferenciagéo celulares, e o crescimento corporal (CORIN et al,
1890; COPELAND & NAIR, 1994). Os efeitos metabdlicos do horménio do
crescimento incluem aumento da sintese protéica, aumento da utilizacdo de
gordura para produgdo de energia e diminuicdo da utilizacdo de glicose pelo
organismo (SALMON et al., 1991; COPELAND & NAIR, 1994).

A grande maioria dos dados disponiveis sobre o horménio de crescimento
deriva de experimentos realizados com mamiferos. Em peixes, alguns estudos
tém demonstrado os efeitos do horménio de crescimento no desenvolvimento,
crescimento e reproducdo (DONALDSON et al., 1983; BERN, 1983; VAN DER
KRAAK et al., 1890; LE GAC et al., 1993). Sabe-se, ainda, que ele influencia a
osmorregulagao (SAKAMOTO et al., 1993) e a resposta imune (CALDUCH-GINER
et al., 1997).

Os primeiros estudos envolvendo o horménio de crescimento na regulacio
gonadal mostraram que o tratamento prolongado com horménio de crescimento
bovino contribui para o restabelecimento da espermatogénese em sinergismo com
0 hormdnio luteinizante bovino em animais hipofisectomizados, além de acelerar o
desenvolvimento ovocitario (LE GAC et al., 1993). Embora essa acao direta tenha
sido proposta, 0s mecanismos pelos quais 0 horménio de crescimento age ainda
nao séo claros, podendo o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina) ser
um mediador/modulador da agfio deste horménic (GOMEZ et al., 1998:
KAJIMURA et al.,, 2004). Revis&o recente aponta para o envolvimento da ativina
como potencial mediador extracelular da acdo deste hormdnio sobre os tecidos
reprodutivos, sendo mais importante que o IGF-1 (SIROTKIN, 2004 — in press).

Durante o ciclo reprodutivo de peixes, ocorrem modificagbes morfoldgicas e
funcionais tanto nas génadas quanto na adenchipéfise. Estudando o ciclo ovariano
de Poecilia latipinna (Poeciliidae), YOUNG & BALL (1983) observaram que células
hipofisarias ligadas & secregdo do horménio do crescimento sofrem mudancas
estruturais indicativas de aumento na atividade secretora durante a vitelogénese.

Concordando com esses achados, POWER (1992) detectou por meio de técnicas



imunocitoquimicas que o padréo de atividade das células secretoras de horménio
do crescimento em machos de Pleuronectes platessa {Teleostei, Pleuronectidae)
esta relacionado com a maturidade testicular. Segundo HULL & HARVEY (2001),
a vitelogénese é primariamente controlada pelo estradiol e fica severamente
prejudicada na auséncia de hormOnio de crescimento em peixes
hipofisectomizados, sendo prontamente restabelecida pela administrag@o do
hormdnio exdgeno, o que mostra interagdo sinérgica entre o hormdnio de
crescimento e o estradiol na indugao da vitelogénese. De acordo com YOUNG &
BALL (1983), as células hipofisarias produtoras do horménio de crescimento
apresentam maior atividade secretora durante a vitelogénese.

Nos mamiferos, o figado & o principal aivo de agdo do hormoénio do
crescimento (NG et al, 1992) (Fig. 5), mas sitios de ligagdo também sao
encontrados em outros 6rgaos (HUGHES & FRIESEN, 1985; ISAKSSON et al,,
1985). A presenga e as propriedades de receptores hepaticos para horménio de
crescimento também tem sido relatada em vertebrados ndo-mamiferos (NICOLL et
al., 1986).

A fisiologia do horménio de crescimento em teledsteos constitui uma area
rica para pesquisas. Um importante passo para se elucidar os mecanismos de
acdo do horménio de crescimento nestes animais, seria a localizagdo de
receptores para o horménio em orgdos-alvo. Em truta, além da presenca de
receptores em diferentes orgdos, as modificagdes na receptividade ao hormdnio
de crescimento no ovario variam durante o ciclo reprodutivo, indicando que os
receptores para este horménio estdo presentes na génada ao longo de todo ciclo,
sendo importante durante o recrutamento ovocitario, vitelogénese e maturacao
folicular (GOMEZ et al., 1999a), com niveis mais elevados no periodo pre-
ovulatério (GOMEZ et al, 1999a e b). A presenga de receptores para este
horménio também & relatada por KAJIMURA et al. (2004) em ovdcitos de tilapia
Oreochromis mossambicus nos diferentes estadios de desenvolvimento.

Apesar dos tipos celulares que expressam receptores para o horménio de

crescimento, e respondem & sua ag&o, ainda ndo serem bem conhecidos, sugere-



se que os efeitos deste horménio no sistema reprodutivo de ratos sdo mediados,
mesmo que parcialmente, por células epiteliais e endoteliais nas gonadas (LOBIE
et al., 1990).

Este hormédnio parece ser um importante regulador do desenvolvimento
folicular, atuando no foliculo pré-ovulatério por interferir com a via de producéo do
AMPc (JIA et al., 1886). Todos estes achados estimulam investigacfes sobre o
papel potencial de preparagBes puras do horménio na gametogénese ou
esteroidogénese, bem como sobre o mecanismo de ac¢éo do horménio (LE GAC et
al., 1993).

Desde que se atribuiu ao horménio do crescimento, o papel de promotor do
crescimento em peixes (HIGGS et al., 1975 e 1976), atencéo crescente tem sido
dada ao seu uso no sentido de demonstrar os efeitos metabdlicos da
administragde de horménio exogeno de diferentes fontes no crescimento de
peixes (SKYRUD et al., 1989; MacLATCHY & EALES, 1990; HERTZ et al., 1991;
SINGH & THOMAS, 1993; McLEAN et al., 1994 e 1997; SEIDELIN & MADSEN,
1997 e 1999). Preparagdes de hormdnio do crescimento humano mostraram
atividade somatotrépica em Fundulus heteroclitus hipofisectomizados (PICKFORD
et al., 1958). Um rapido e pronunciado aumento do crescimento corporal em
salmobes jovens ocorre quando se utiliza horménio do crescimento recombinante
bovino e de frango, sugerindo que em peixes o receptor reconhece um sitio
comum do harménio de crescimento que pode estar presente entre os vertebrados
(GIL et al., 1985). Resuitados semelhantes foram obtidos com o horménio do
crescimento humano recombinante na truta Salvelinus fontinalis (SKYRUD et al.,
1989).

O hormdnio do crescimento humano se liga fortemente a todos receptores
de hormdnio do crescimento identificados em diferentes classes de vertebrados
(NICOLL et al., 1986) e existem claras evidéncias da conservacdo estrutural e
funcional desse receptor durante a evolugéio dos vertebrados (CALDUCH-GINER
et al,, 2000; LEE et al., 2001). Com isso, muitos estudos em peixes tém sido

conduzidos utilizando preparagBes do horménio de diferentes espécies de
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vertebrados (SKYRUD et al., 1989; MacLATCHY & EALES, 1990; HERTZ et
al.,1991; LE GAC et al., 1993).

Uma grande variedade de hormdnios do crescimento de peixes e seus
genes correspondentes tém sido identificados (FINE et al., 1993: MARTINEZ-
BARBERA et al, 1994). Porém, nem todos os hormdnios hipofisarios de peixes
teledsteos e seus anti-soros estdo disponiveis comercialmente.

Varias vias sao utilizadas para se administrar hormdnio do crescimento aos
peixes (administracdo oral, injecdo intramuscular, injecdc intraperitoneal,
implantes de pellets). A via mais conveniente e pratica € a administracédo oral, que
ndo requer manipulagao individual (HERTZ et al., 1991; JEH et al., 1998). Por ela,
os niveis plasmaticos significativamente mais elevados ocorreram 12 horas apds
administracdo, atingindo um maximo com 15 horas e caindo a niveis basais com
24 horas em truta (MORIYAMA, 1995). Na injegéo intra-peritoneal, os niveis
maximos de hormonio circulante foram atingidos seis horas apos a administragéo
e cairam rapidamente (MORIYAMA, 1995), enquanto a administragdo intra-
géstrica de pequenas doses de hormdnio de crescimento nao levou a alteragao
subseqlente nos niveis séricos (DUAN & HIRANQO, 1991). Nos estudos mais
recentes, a utilizag@c de injegdo intracelomatica do hormdnio de crescimento tem
sido preferida (McLEAN et al., 1994 e 1997; SEIDELIN & MADSEN, 1997 e 1999).

3.2. O modelo biolégico: Xiphophorus maculatus

A piscicultura ornamental tem se desenvolvido muito, inclusive no Brasil. No
entanto, pouco se sabe sobre a biologia reprodutiva dessas espécies. Foco deste
estudo, o Poeciliidae Xiphophorus maculatus (Gunther, 1866), popularmente
conhecido como platy (Fig. 6), ndo foge a esta regra.

A familia Poeciliidae caracteriza-se pela viviparidade e pelo acentuado
dimorfismo sexual {(RINGUELET & ARAMBURU, 1867). Compreende cerca de

300 espécies organizadas em 30 géneros, distribuidos desde o leste dos EUA até
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o nordeste da Argentina, habitando agua doce ou salobra (NELSON, 1994) (Fig.
7). Destas, somente uma especie (Tomeurus gracilis) é ovipara.

O desenvolvimento de embribes dentro do organismo materno ocorre
somente em duas ordens de teledsteos, Perciformes e Cyprinodontiformes
(HOAR, 1969), e a Gltima pertencem os Poeciliidae (NELSON, 1994).

Os ciclos reprodutivos em poecilideos apresentam particularidades
interessantes. E uma familia de peixes de agua doce tropical e, assim, a sua
manutengdo em regides temperadas efou articas, nas quais a variagdo sazonal
em luminosidade € grande, exige um controle rigoroso. Praticamente todas as
especies sao ovoviviparas, com os embrides sendo mantidos nos foliculos
ovarianos até o nascimento (TURNER, 1937), quando o estadio juvenil é atingido,
isto é, apresentam caracteristicas de peixes jovens e ndo de larvas (THIBAULT &
SCHULTZ, 1978). Conseglientemente, os ovarios apresentam dupla funcgdo: a de
produzir os gametas e a de oferecer um ambiente adequado para o crescimento
dos embrides. Finalmente, que a superfetagdo ocorre em alguns géneros. Qu seja,
duas ou mais ninhadas de embrides de diferentes idades estdo presentes nos
ovarios (TURNER, 1937), que resultam de um processo continuo de maturagio
ovocitaria durante o desenvolvimento de ovocitos previamente fertilizados (HOAR,
1969; BOND, 1996).

Alguns estudos tém sido conduzidos sobre a fisiologia reprodutiva dos
poecilideos, inclusive Xiphophorus (WOURMS, 1981); porém, na sua maioria
concentram-se no género Gambusia (revisdo em KOYA et al, 1998), o Unico
adaptado a zona temperada e com ciclo reprodutive anual.

O desenvolvimento da fertilizagdo interna e as conseqiientes modificacbes
anatdmicas permitiram aos poecilideos a aquisicdo de novas estratégias
reprodutivas (POTTER & KRAMER, 2000). Sabe-se que a viviparidade é o modo
mais bem sucedido de reprodugdo. Nos peixes, durante a transigiio da condigdo
de oviparo para viviparo, sdo estabelecidas relacbes especializadas entre mae-
embrido (WOURMS, 1977). Diversas adaptagdes, estruturais e fisioldgicas, estdo
associadas a essas relagbes (WOURMS, 1981; WOURMS et al., 1988).
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THIBAULT & SCHULTZ (1978) dividiram os membros da familia Poeciliidae
em dois grandes grupos com base nas adaptag¢des reprodutivas. Um grupo de
espécies desenvolve superfetagdo com tendéncia a viviparidade verdadeira
(matrotrofia), sendo entdo designadas como espécies especializadas. Outro grupo
nio desenvolve superfetacdo, e as espécies sao basicamente ovoviviparas
(lecitofréficas), sendo entdo designadas como espécies generalizadas. No tipo
matrotrofico, os ovos sdo pequenos (0,4-0,8 milimetros de didmetro) e com pouco
vitelo, com os embrides sendo nutridos a partir de material transferido da mae
(WOURMS, 1981), numa condigdo conhecida como viviparidade (CONSTANTZ,
1989). No tipo lecitotrofico, os ovos tém cerca de dois milimetros de didmetro e
requerem pouca contribuicio da fémea apds a fertilizacdo (CONSTANTZ, 1989).
Para espécies em que os embrides s&o nutridos pelo vitelo depositado no ovocito
antes da fertilizagdo (WOURMS, 1981), adota-se o termo ovoviviparidade
(CONSTANTZ, 1989).

X. maculatus, como a maioria dos poecilideos, tem como estratégia
reprodutiva a ovoviviparidade (BAILEY, 1933; TURNER, 1837; THIBAULT &
SCHULTZ, 1978), e & capaz de produzir crias ao longo de todo o ano desde que
mantidas as condigdes ideais de temperatura e fotoperiodo (COLSON, 1969 e
BOWDEN, 1970 citados por THIBAULT & SCHULTZ, 1978; BURNS, 1985,
CONSTANTZ, 1989). Nesta espécie, como em muitos poecilideos, apos a
inseminacgdo, a fertilizagdo & interna, e o desenvolvimento ¢é intra-folicular
(WOURMS, 1981). As fémeas produzem ninhadas sucessivas (AXELROD, 1952;
TAVOLGA, 1949; VALLOWE, 1953) as quais sdo fortemente dependentes do
vitelo, com pouca ou nenhuma utilizacdo de nutrientes maternos, ocorrendo, no
entanto, variagdes no tamanho do ovo e no numero de ovos produzidos
(THIBAULT & SCHULTZ, 1978). O periodo de gestagdo da espécie varia de 26-90
dias (TAVOLGA, 1949), com média de 33,64 dias, podendo produzir 11 crias por
ano (VALOWE, 1953). Essas Ultimas sdo as Unicas documentagdes do periodo

gestacional.
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Dependendo do tamanho corporal, estado sanitario e condicBes
reprodutivas, os poecilideos podem criar de dois a 200 filhotes a cada parto, mas
usualmente criam em média 20 alevinos (AXELROD, 1952). Esta variag&o se deve
ao sacrificio da quantidade, em fungfo da qualidade dos alevinos gerados. Porém,
este controle n&o ocorre nem em mesmo grau, € nem pelo mesmo mecanismo,
com uma faixa de variacdo de produtividade persistindo inclusive dentro da
mesma familia (THIBAULT & SCHULTZ, 1978).

As fémeas estocam e possivelmente nutrem os espermatozéides dentro do
trato reprodutivo por varios meses (CONSTANTZ, 1989), o que permite a
producdo de cerca de cinco ninhadas sucessivas sem a necessidade de contato
com machos (VALOWE, 1953).

X. maculatus é uma espécie pacifica, resistente e prolifica, que mostra
diferengas fisicas marcantes entre os sexos. Os machos sdo0 menores e
apresentam corpo mais claro do que as fémeas (AXELROD, 1952). As fémeas
maduras apresentam a mancha gravidica, uma regifio escura rica em
cromatoforos peritoneais, acima da nadadeira anal (BURNS & KALLMAN, 1985).
A nadadeira anal também é uma indicagdo do sexo do animal. Tem forma de
leque nas fémeas e nos machos se modifica apresentando a forma de um bastdo
que € mantido proximo do corpo (AXELROD, 1952). Forma um 6rgdo Osseo
intromitente, chamado gonopdédio que é utilizado pelo macho durante a copula
para inseminar as fémeas (CONSTANTZ, 1989), uma caracteristica comum a
quase todos peixes viviparos mantidos em aquérios (AXELROD, 1952).

X. maculatus é originario da América Central e, apesar de amplamente
distribuido na América do Sul, ndo existem estudos sobre aspectos reprodutivos
da especie realizados no Brasil. Encontra-se amplamente difundida entre os
aquariofilistas, e € considerada promissora para producdo em larga escala,
principalmente por apresentar ciclo reprodutivo curto, o que permite rapido retorno
financeiro. Acrescem a isso, as facilidades de trabatho com especies de ciclo
reprodutivo curto ndo somente em estudos sobre reproducdo, como também de

nutrigdo e melhoramento genético, pontos-chave para a piscicultura ornamental.
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Figs. 1 e 2: Representagdo esquematica do processo de formacdo (1) e
desenvolvimento (2) dos foliculos ovarianos em peixes
teledsteos, GRIER (2002).
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Fig. 3: Representagdo esquematica do ovario do guppy Poecilia
reticulata, NAGAHAMA (1983).
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FIG. 4: Desenho esquematico de secgio sagital da hipéfise de um teledsteo
Perciforme, mostrando a distribuicdo das diferentes células adeno-
hipofisarias: PRL (+); ACTH (-) ; GH (M); GTH ( ); TSH (~); MSH
(®); SL (O). RPD: rostral pars distalis; PPD: proximal pars distalis;
Pl: the pars intermedia. SANCHEZ CALA et al., 2003.

Ghrelin
from
stomach

Fig. 5: Representagdo dos mecanismos de controle da
secrecao do hormdnio de crescimento.

http://www.growtaller.net/images/NegativeFeedbackCircuit.gif
hitp://arbl.cvm bs.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/hypopit/gh.gif
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Fig. 6: Exemplar de platy Xiphophorus maculatus
http://www.akvariumas.lt/zuvys/poeciliidas/xiphophorus/images/xiphophorus maculatus 1 big.jpg

Fig. 7: Distriﬁuigéo geografica da familia Poeciliidae, segundo
ROSEN & BAILEY (1963) apud NELSON (1994).
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4. OBJETIVOS

Considerando-se que informagoes disponiveis sobre os diferentes aspectos
da biologia reprodutiva de fémeas de platy, Xiphophorus maculatus Gunther, 1866
(Teleostei, Cyprinodontiformes, Poecilidae) s&o insuficientes para subsidiar o
desenvolvimento de trabalhos experimentais, o objetivo geral do presente trabalho
foi estabelecer parametros reprodutivos da espécie e seu uso como modelo
experimental. Neste contexto, o0s seguintes objetivos especificos foram
estabelecidos:

- Descrever a morfologia dos ovarios de X. maculatus, caracterizando em
microscopias de luz e eletrdnica, os diferentes estadios de desenvolvimento
ovocitario;

- Determinar a idade e o tamanho de primeira maturagao sexual;

- Analisar os eventos morfoldgicos da recuperagdo ovariana ap6s o parto;

- Avaliar os efeitos da administragdo do hormdnic de crescimento no
processo de recuperagdo ovariana pds-parto;

- Avaliar a possibilidade da presenga de imunorreatividade para o horménio
de crescimento nos ovarios de animais-controle e do acimulo deste horm&nio nos
animais tratados com horménio de crescimento humano; e

- Avaliar diferengas nos valores dos indices corporais entre animais-
controle e aqueles tratados com o horménio, nos diferentes periodos pos-parto

considerados nesse estudo.

? UNICAMP
1% §

BIBLIOTECA CENTRA
SECAQ Cimrin anre |

I
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5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos laboratérios e no biotéric do
Departamento de Biologia Celular/institutc de Biologia/UNICAMP, ¢ no
Departamento de Morfologia/lnstituto de Biociéncias/UNESP-Botucatu.

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas 400 fémeas de platy
Xiphophorus maculafus. Para o estudo da caracterizacdo dos ovérios, da
recuperagéo ovariana poés-parto e para o calculo dos indices gonadossomaético e
hepatossomatico, e dos fatores de condicdo Ky e Kz, foram utilizadas 105 fémeas
gestantes de platy para o grupo-controle, e 78 para o g'rupo que foi tratado com o
horménio de crescimento. Para a descrigdo dos diferentes estadios de
desenvolvimento ovocitario em microscopia de luz e microscopias eletrénicas de
transmissdo e de varredura, utilizou-se em torno de 90 fémeas. Para a imuno-
histoquimica, foram utilizadas 21 fémeas para o grupo-controle e 13 para o grupo
tratado nos diferentes periodos pds-parto. Para o estabelecimento da relacio peso
corporal X comprimento-padrdo foram utilizadas 113 fémeas adultas adquiridas no
mercado especializado, e 112 fémeas jovens nascidas nos aquarios onde o
experimento foi desenvolvido. Para a determinagdo do tamanho de primeira

maturagdo sexual, foram amostradas 112 fémeas jovens nascidas nos aquarios.
5.1. Condigdes de manutengio dos peixes em aquarios

As fémeas adultas provenientes da Cooperativa de Piscicultores de
Muriae/MG foram adquiridas no mercado especializado de Campinas/SP, e
mantidas em aquarios com capacidade de 50 litros (Fig. 8). Os alevinos
destinados ao estudo da determinacdo da primeira maturacdo sexual também
foram mantidos em aquarios com capacidade de 50 litros, obedecendo a razio de
um centimetro de comprimento corporal de peixe para cada litro. Cada fémea foi
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isolada em criadeira de pléstico para se controlar o momento do sacrificio nos
diferentes periodos estabelecidos ap6s o parto.

Os aquadrios, dotados de sistema continuo de filtragdo de agua com fluxo de
aproximadamente 4 litros/minuto, tiveram a temperatura controlada entre 24-26°C
por meio de termostatos e termdmetros, e o pH, aferido com “kits” comerciais para
este fim, foi mantido entre 7.2-7.3. A iluminagdo artificial foi mantida por um
periodo de 10 horas/dia. O monitoramento da agua, no que se refere a aferigéo da
temperatura, foi realizado duas vezes ao dia, enquanto a avaliag@o das condigbes
quimicas (determinacdo do pH), foi realizada semanalmente. Quinzenalimente,
procedeu-se & substituicdo de 1/3 do volume da agua dos aquérios. Neste
experimento foi utilizada agua mineral, de mesma marca e procedéncia, para se
garantir o mesmo ambiente aos peixes destinados ao estudo de recuperagéo
ovariana e de primeira maturagdo, e evitar possiveis problemas com o uso de
Agua tratada, quais sejam: variagdes de pH, teor de minerais dissolvidos, niveis de
cloro e contaminagao por microorganismaos.

Os peixes foram alimentados & vontade, duas vezes ac dia, com ragao

comercial TetraMin contendo 42-47% de proteina bruta.

5.2. Recuperagdo ovariana poés-parto e a agdo do horménio

de crescimento nos ovarios

As fémeas do grupo-controle foram sacrificadas imediatamente apés o
parto e a intervalos de 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 e 108 horas pos-parto,
apos anestesia com solugdo de benzocaina 1:10000 e inciso dorsal na transigdo
cabeca-tronco. Procedeu-se, entdo, uma inciséo da parede corporal ventral para
exposicdo dos dérgdos e remogdo dos ovarios. Seguindo-se a rotina laboratorial,
fragmentos de ovérios foram fixados com diferentes solugdes fixadoras.

Para o grupo de animais submetidos ao tratamento hormonal, o horménio
de crescimento humano (Hormotrop — Laboratério Bergamo) foi administrado na
dose de 2 ug/g de peso corporal (SEIDELIN & MADSEN, 1999; BALDISSEROTO,
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2002) imediatamente apds o parto, por via intracelomatica, depois dos animais
terem sido anestesiados com solugdo de benzocaina 1:10000 e pesados em
balanga de precisdo com sensibilidade de 0,01g. Os peixes foram sacrificados 3,
6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 e 108 horas ap0s o tratamento, seguindo-se o
mesmo procedimento adotado para o grupo-controle.

Tanto para o grupo-controle quanto para o grupo tratado, a determinacao
do momento considerado como sendo imediatamente apds o parto teve por base
as caracteristicas corporais das fémeas utilizadas no estudo. Fémeas gestantes
apresentam  cavidade corporal extremamente abaulada devido ao
desenvolvimento dos alevinos e, na regido ventro-caudal da cavidade corporal,
observa-se uma mancha escura e de forma triangular - a mancha gravidica (Fig.
9). Imediatamente apés o parto, a cavidade corporal esvaziada perde o aspecto
abaulado e a mancha escura e triangular, caracteristicos de fémeas gestantes. A
superficie corporal ventral anteriormente arredondada adquire agora um aspecto
retilineo (Fig. 9).

5.3. Primeira maturag¢do sexual

As fémeas jovens destinadas ao estudo do tamanho de primeira maturacgao
também foram sacrificadas seguindo-se o mesmo procedimento, porém os
animais foram colocados inteiros no fixador. Apds a fixacdo, as génadas foram
dissecadas e seguiu-se procedimento de rotina para inclusdo em historesina.

O tamanho de primeira maturagéo sexual foi estimado considerando-se o
comprimento-padrdo (CP) no qual 50% (Lsp) dos individuos amostrados sdo
adultos (SANTOS, 1978). O tamanho no qual todos os individuos estdo aptos a
reproduzirem-se foi estimado considerando-se o comprimento-padrdo no qual
100% dos peixes s8o adultos (Lig). No presente estudo, fémeas que
apresentavam gbnadas contendo ovdcitos em vitelogénese inicial ou avangada,
foram consideradas maduras, sendo classificadas como animais adultos.
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5.4. Obtencao de dados biométricos

Apoés o sacrificio, os animais foram dissecados, e de cada fémea adulta
foram registrados o comprimento-padrao (CP), que é a distancia, em centimetros,
entre o focinho e o pedunculo caudal excluindo-se a nadadeira caudal, e ainda o
peso corporal (PC), o peso da gbnada (PG) e o peso do figado (PF), em gramas.
O comprimento-padrao, em centimetros, foi obtide com auxilio de paquimetro. O
peso foi determinado em balanca de precisdo com sensibilidade de 0,01g. Os
dados biométricos obtidos foram utilizados para calcular, para cada fémea adulta,
os indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS), e os fatores de
condigéo K1 e Ka.

IGS = PG X 100 iHS = PF X 100
PC PC
Ki=PC X100 Ko=PC-PG X 100

cpP? cp?
Onde:

1GS = indice gonadossomatico

IHS = indice hepatossomatico

PG = peso da génada

PF = peso do figado

PC = peso corporal

CP = comprimento-padrao

K, = fator de condig&o (com o peso da gbnada)
Kz = fator de condig¢do (sem o peso da gbnada)
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5.5. Analise estatistica

O teste ndo paramétrico de Mann Whitney (Minitab Release 12.1 for
Windows) foi utilizado para testar as variagBes nos valores médios dos indices
calculados para cada perfodo de coleta entre os animais do grupo-controle e do
grupo tratado.

Anglise de varidncia (ANOVA) e teste ndo paramétrico de Mann Whitney
foram utilizados para se testar as variagdes nos valores de peso corporal entre o
grupo-controle e o grupo tratado nos diferentes periodos de coleta, além de
comparar 0 peso corporal no momento do parto e no momento do sacrificio do

grupo tratado com horménio.

5.6. Relacgédo peso corporal x comprimento-padrio

A relagao peso corporal x comprimento-padrio para a populacéo de fémeas
adultas adquiridas no mercado e para a populagdo de fémeas jovens criadas no
laboratorio, utilizadas no estudo de primeira maturagéo sexual, foi obtida através

de regressdo linear segundo a equacao:
PC=axCPP

A transformacéo logaritmica dessa equacfo foi expressa pela seguinte

formula:

NPC=lna+binCP
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Onde:

in = logaritmo natural

PC = peso corporal

CP = comprimento-padrdo

a e b = parAmetros da relagdo peso corporal x comprimento-padréo
5.7. Microscopia de luz

Para o estudo das caracteristicas morfologicas das gdnadas, os fragmentos
de ovario foram fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato 0,1M,
pH7.2; em solugao contendo 2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em
tampao cacodilato 0,1M, pH7.2; em solugéo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4%
de paraformaldeido em tampéao fosfato 0,1M, pH7.2; em liquido de Bouin; e em
solugdo de formalina tamponada a 10%. O material foi fixado por um periodo
minimo de 24 horas e preservado em alcool 70%. Em seguida, desidratados,
diafanizados e incluidos em paraplast. Do mesmo material, fragmentos foram
destinados a inclusdo em resina glicol-metacrilato (Historesin/Leica). Nesse caso,
o material mantido em &lcool 70% foi transferido para alcool 90% por 4 horas. Em
seguida, foi mantido em uma soluc@o alcool: resina 1:1, por 12 horas, transferido
para resina de infiltragdo onde permaneceu por mais 24 horas, e logo apos foi
incluido.

Os fragmentos incluidos em historesina foram seccionados com 3 um de
espessura utilizando navalha de vidro, e aqueles embebidos em paraplast
seccionados com 5 a 7 um com navalha de ago, e submetidos a diferentes
técnicas de coloragido (hematoxilina-eosina, hematoxilina férrica-eosina, tricrémico
de Gomori, tricrébmico de Mallory, tricrdmico de Masson, azul de toluidina pH2.5,
pH4.0 e pHB.5, "xylidine ponceau” pH2.5, “fast green” pHZ2.5, "Alcian blue" pH2.5 e
P.A.S.) para posterior analise microscopica. As coloragdes foram utilizadas com
diferentes objetivos: o azul de toluidina pH6.5, a hematoxilina-eosina ¢ a
hematoxilina férrica-eosina, para analises morfologicas gerais; o azul de toluidina
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pH4.0, para deteccdo de polissacarideos acidos e componentes celulares
fosfatados (DNA e RNA), o azul de toluidina pH2.5, para deteccdo de
polissacarideos acidos; "xylidine ponceau” pH2,5 e “fast green pH2.5, para
detecgdo de proteinas totais; o “Alcian blue® pH2.5, para detecgdo de
polissacarideos acidos e sulfatados; os tricrdmicos de Gomori, de Mallory e de
Masson, para os componentes do tecido conjuntivo; e o PAS, para detecgéo de
polissacarideos neutros e glicoproteinas.

Algumas gbnadas contendo ovocitos em diferentes etapas de
desenvolvimento foram congeladas, embebidas em meio de incluséo “tissue-tek”,
proprio para congelamento em nitrogénio liquido, seccionadas em criostato e
submetidas a técnica do Sudan Black.

Cortes semi-finos de material incluido em Epon foram analisados em
microscopio de contraste de fase sem coloragdo e em microscépio de fuz apds
colorag@o com azul de toluidina, para deteccdo da presenca de lipidios.

As laminas foram analisadas em fotomicroscopio Nikon Eclipse E800, e as
imagens foram capturadas por meio de programa analisador de imagens Image-
ProPlus 4.1. Algumas imagens foram obtidas em fotomicroscopio Axioskop Zeiss,
utilizando filme Kodak Ulira ASA 400.

Para determinagao do didmetro dos ovocitos, utilizou-se sistema analisador
de imagens Image-ProPlus 4.5 acoplado a microcomputador, para obtencdo das
medidas de didmetro dos ovécitos em crescimentos primario e secundario inicial.
Foram escolhidos ovdcitos integros, com pouca retragéo e com corte passando
pelo nucleo. Alguns ovécitos em crescimento secundario avangado foram medidos
utilizando-se desse mesmo sistema; porém, os nlcleos ndo se encontravam em
posicéo central. Portanto, para avaliar ovécitos nesse estadio, os mesmos nado
foram cortados sendo medidos utilizando-se uma lupa Zeiss Stemi SV6.

Nos ovécitos em crescimento secundario inicial e avangado, foram obtidas
medidas da altura das células foliculares utilizando-se sistema analisador de
imagens Image-ProPlus 4.5. Medidas da espessura da zona radiata e membrana
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basal foram obtidas a partir de micrografias eletrdnicas, utilizando-se régua

milimétrica.

5.8. Microscopia eletronica de transmissao

Para os estudos ultra-estruturais, fragmentos de génadas foram fixados em
solugdo contendo glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato
0,1M, pH7.2 por no minimo 24 horas, em geladeira. Apds a fixagdo, o material foi
lavado no mesmo tampdo do fixador e pds-fixado em tetrdxido de ésmio a 1% em
tampao fosfato 0,1M, pH7.2 e em tampé&c imidazol 0,1M, pH7.5 por duas horas,
em temperatura ambiente e/ou de geladeira, no escuro. Alguns exemplares
passaram por um processo de contrastacdo em bloco com solugdo aquosa de
acetato de uranila 0,5%. Os fragmentos foram desidratados em solugdes
crescentes de alcool etilico, seguido de duas passagens em acetona. A
desidratagdo tambem foi conduzida utilizando-se somente acetona. Em seguida,
fez-se a pré-infiltragdo em mistura de resina-acetona, infiltracdo e incluso em
resina. Neste estudo foram utilizadas diferentes resinas (Epon, Spurr e Araldite),
com o material sendo submetido ou ndo a agitagdo em rotor durante o processo
de infiltracdo. Cortes semi-finos obtidos em ultra-micrétomo LKB foram utilizados
para a selecdo de areas destinadas a cortes ultrafinos. Apos a ultramicrotomia, o
material foi montado em telas de cobre e contrastado com acetato de uranila 2% e
citrato de chumbo. Também se utilizou contrastagdo com solugdo alcodlica
saturada de acetato de uranila, apés o que, o material foi analisado em
microscépio eletrnico de transmissdo Leo 906 Zeiss e fotografado com filme
Kodak.

5.9. Microscopia eletrénica de varredura

Para estudo em microscopia eletrdnica de varredura, fragmentos de ovario
foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato 0,1M, pH7.2, por um
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periodo minimo de 24 horas em temperatura de geladeira, e em formalina a 10%
em tampéao fosfato por um periodo minimo de 24 horas em temperatura ambiente.
Apos fixac8o, o material foi lavado na mesma solucdo-tampdo do fixador e
transferido para solug@o-tampdo adicionada de concentragBes crescentes de
sacarose (0,5-3,0M), permanecendo por 48 horas em cada uma das
concentragbes. Alguns fragmentos foram congelados em nitrogénio liquido e
fraturados. Em seguida, foram realizadas pés-fixagcdo com tetréxido de ésmio 1%
por 2 horas a 4°C, desidratagdo em série crescente de etanol, secagem ao ponto
critico Balzers CPD 030, montagem sobre suportes de aluminio, cobertura com
ouro no “sputter coater” Balzers SCD 050, e andlise ao microscépio eletrdnico de
varredura JSM 5800LV JEOL.

5.10. Imuno-histoquimica

Para detectar a possivel imunorreatividade para horménio do crescimento
nos ovarios do platy, foi utilizada a técnica de peroxidase anti-peroxidase, e
observag@o em microscopia de luz. Esta técnica foi conduzida no Laboratério de
Patologia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Fragmentos de ovarios foram fixados em solugéo de formalina tamponada a
10% por um periodo de 12-18 horas e incluidos em paraplast. Secgdes foram
montadas em l&minas de vidro, diafanizadas em xilol, hidratadas em bateria de
alcool em concentragSes decrescentes e lavadas em agua corrente por cinco
minutos, apos o que, as laminas foram imersas em peroxido de hidrogénio 10
volumes (3X5') (Merck, Alemanha) para inativar a peroxidase endégena, e lavadas
novamente em agua. Em seguida, procedeu-se a recuperagéo antigénica das
seccbes em panela a vapor a 95°C por 30 minutos com tamp&o citrato 10mM pH
6.0. Uma vez frias, foram lavadas em agua e mergulhadas em PBS. A incubagédo
com anticorpo de coelho contra horménio do crescimento de salméo (Dr. H.
Kawauchi, School of Fisheries Science, Kitasato University, Japdo, gentilmente
cedido pelo Dr. J. M. Mancera, Universidade de Cadiz, Espanha) foi conduzida em
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camara Umida, a 37°C por 30 minutos, e depois em refrigerador a 10°C,
“overnight”. A diluicdo do anticorpo foi de 1:5000, conforme padronizagdo. Apo6s
refrigeracdo, as laminas passaram por trés lavagens com tampdo PBS em
agitador, por um periodo de cinco minutos cada. Na sequéncia, foi aplicado o
anticorpo secundario (Kit EnVision Dako), em cdmara imida a 37°C por uma hora,
sendo as laminas, a seguir, lavadas em PBS e transferidas para solugado de
diaminobenzidina (Sigma, St. Louis, Montana) por cinco minutos a 37°C, lavadas
em agua corrente e agua destilada, contracoradas com hematoxilina de Mayer por
30 segundos, passadas em agua amoniacal, agua corrente e agua destilada,
desidratadas e montadas com entellan. .

O controle positivo foi conduzido utilizando-se sec¢des de hipdfise. Como
controle negativo, secgdes de hipofise foram incubadas na auséncia do anticorpo
primario, na auséncia do anticorpo secundario, e na auséncia dos anticorpos
primario e secundario, que foram substituidos por tampao TRIS.

As laminas foram analisadas em fotomicroscopio Nikon Eclipse E800, e as
imagens capturadas por meio de programa analisador de imagens Image-ProPlus
4.1.
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6. RESULTADOS

6.1. Anatomia ovariana

O ovario de X. maculatus € um orgdo impar, oval (Fig. 10), com dimensdes
variadas, conforme o grau de desenvolvimento. Ele situa-se entre as algas do
intestino e quando ocupado por ovécitos vitelogénicos assume posi¢do dorsal na
cavidade celomatica, ventralmenie aos rins. O ovario encontra-se preso ao teto da
cavidade por meio de uma prega peritoneal, o mesovario. Na analise
macroscodpica do ovario apds o parto, os foliculos imaturos apresentam-se
esbranquicados, tornam-se amarelados e finalmente alaranjados a medida que o
vitelo € acumulado, modificando a coloragdo do drgdo (Figs. 11 e 12). Em X
maculatus, o ovario maduro normalmente contém foliculos em todas as etapas de
desenvolvimento (Figs. 46 e 49). Microscopicamente, o ovario € envolto por um
epitélio pavimentoso, e profundamente a ele, a parede ovariana contém
principalmente fibras musculares. Embora essas fibras estejam orientadas em
diferentes direcbes, elas parecem estar organizadas em duas camadas distintas
(Figs. 13-15).

- Em X. maculatus, o ovario apresenta lume reduzido e sinuoso (Fig. 16, 23 e
46), que se prolonga por um oviduto curto abrindo-se no exterior através da papila
urogenital, localizada entre o poro anal e a base dos primeiros raios da nadadeira
anal. No epitélio da entrada do ovario, a partir do oviduto, formam-se projegtes
que constituem reentrancias onde espermatozdides permanecem armazenados
em grande numero (Figs. 17, 18 e 21). No tecido conjuntivo da regiao de
armazenamento dos espermatozodides, concentra-se um grande nGmero de
eosinofilos (Figs. 19 e 20)

O lume ovariano é revestido por epitélio simples, que pode apresentar-se
cubico ou prismatico (Figs. 22-27). No epitélio que.se projeta na diregéo de

foliculos ovarianos em diferentes fases de desenvolvimento, forma-se uma
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invaginagao (Fig. 28). Essa invaginagdo termina num fundo de saco cego e
dilatado, que aumenta com o desenvolvimento ovocitario (Figs. 29-35 e 42-45).
Suas paredes laterais sdo constituidas por um arranjo complexo de células,
assumindo um aspecto pseudo-estratificado que a tornam bastante espessa (Figs.
30-32). Sua base ¢ constituida por uma camada Unica de células em contato com
a superficie folicular que se torna mais delgada com o desenvolvimento ovocitario
(Figs. 29-35). Nas fémeas inseminadas naturalmente, na regido dilatada dessa
estrutura em forma de funil, proximo ao foliculo, freqlientemente se observa a
presenca de numerosos espermatozdides (Figs. 33-35). Os espermatozdides
tambem foram detectados no lume do ovario e entre as pregas desse lume,

embora em pequeno nimero.

6.2. Ovogénese

A ovogénese inicia-se com a proliferacdo e diferenciagéo das ovogdnias.

As ovogbnias enconiram-se presentes na superficie interna do epitélio
germinativo que reveste o lume ovariano e proliferam por mitose, formando
ninhos, que ao entrarem em meiose ddo origem aos ovécitos. As ovogdnias sdo
pequenas, ovoides a ligeiramente arredondadas, o nicleo é grande, oval,
descompactado, e com nucléclo evidente (Figs. 36-39). Apresentam citoplasma
escasso (Figs. 36-39) contendo muitas mitocdndrias arredondadas e préximas ao
nucleo, e pequena quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (Figs. 66 e 67).

Apés diviso, as ovogbnias originam ovécitos que inicialmente, a
microscopia de luz, apresentam-se muito semelhantes as suas antecessoras
imediatas. Estas celulas, designadas aqui como ovécitos primordiais, sdo
encontradas isoladas ou formando ninhos, possuem forma esférica, citoplasma
fracamente corado, com nucleo grande e esférico, e nucléolo proeminente (Figs.
39-41 e 68). Quando entram em crescimento primario, aumentam em didmetro, o
que facilita a sua identificacéo.
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6.2.1. O crescimento primario

Ovdcitos nas fases iniciais de crescimento primario apresentam nicleo com
nucléolo esférico e compacto (Figs. 42, 46 e 47), e citoplasma basodfilo (Figs. 46 e
47) e homogéneo (Figs. 42, 46, 52, 54). Na microscopia eletrdnica, mostram
organelas membranosas concentradas na regido perinuclear (Figs. 69 e 70) e
grande quantidade de ribossomos livres no citoplasma. As mitocOndrias
iniciaimente prdximas ao nucleo, agora se distribuem perifericamente (Fig. 74).
Com o avango do desenvolvimento, o ovocito torna-se mais volumoso (Figs. 486,
47, 49 e 52-54), apresentando citoplasma com grande quantidade de ribossomos
livres, reticulo endoplasmarico rugoso e mitocdndrias, além de complexo de Golgi
desenvolvido (Figs. 76-78). Material eletron-denso & transferido para o citoplasma,
através dos numerosos poros nucleares (Fig. 70). No final do crescimento
primario, surgem no citoplasma vesiculas fortemente PAS+, Ilocalizadas
inicialmente préximas ao ndcleo (Fig. 49). Em microscépio de contraste de fase, e
em microscopia de luz de cortes semi-finos corados com azul de toluidina, este
mesmo local € ocupado por goticulas de cor castanho-amarelado. Nesse
momento, um numero variavel de grandes nucléolos localiza-se perifericamente
junto a face interna do envolitério nuclear. A morfologia desses nucléclos pode
variar com ¢ desenvolvimento ovocitario. S840 mais ou menos desenvolvidos,
outros compactos, redondos (Fig. 69), em forma de anel (Figs. 71 e 72), ou ainda
com regido fibritar e granular evidentes (Fig. 73).

Durante o crescimento primario, a formagdo do foliculo ovariano, que €
considerado a unidade funcional do ovario, se completa. Ele consiste do ovdcito
circundado pela zona radiata e pela camada de células foliculares. O foliculo esta
separado do estroma pela membrana basal. Os elementos do tecido conjuntivo se
organizam e diferenciam formando a camada de células da teca. No inicio do
crescimento primario, os ovécitos sdo envoltos por camada UGnica de células
foliculares pavimentosas (Figs. 47,‘69, 74 e 76), pela membrana basal e células da
teca, que possuem natureza conjuntiva (Figs. 74-76). As celulas foliculares

possuem nucleo com cromatina descompactada, citoplasma rico em ribossomos,
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com algumas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso e mitocdndrias (Figs.
69, 74 e 76). Estdo conectadas por desmosomos situados nas suas membranas
laterais proximos & regido basal (Fig. 75). A partir das membranas do ovécito e
das celulas folicutares, formam-se microvilosidades que aumentam em nGmero e
tornam-se altamente interdigitadas (Fig. 76). Ao final do crescimento primario, o
oolema comega a mostrar aspecto pregueado (Fig. 49). Nessa etapa, a membrana
basal apresenta-se homogénea, espessa e associada a fibrilas colagenas (Figs.
74 e 76).

6.2.2. O crescimento secundario

No inicio do crescimento secundério, o ovdcito aumenta muito em tamanho
e passa a apresentar citoplasma acidéfilo em coloragdes com hematoxilina-eosina
(Figs. 46 e 48). Nesse estadio, o citoplasma mais central, ndo cortical, é
preenchido por numerosas vesiculas de diferentes tamanhos (Figs. 43, 46, 48 e
54-59), que reagem diferentemente ao PAS (algumas sdo fortemente positivas,
outras fracamente e outras ndo se coram) (Fig. 49). Na microscopia eletronica de
transmiss@o, as vesiculas sdo claras, ou contém um dnico granulo eletron-denso
ou sao eletron-densas (Figs. 79-85). O ooplasma periférico é acidéfilo (Figs. 46 e
48) e ocupado por varias organelas citoplasmaticas, principalmente mitocéndrias
(Figs. 79-82). Alem disso, mitocdndrias, reticulo endoplasmético rugoso e
complexo de Golgi também se dispersam pelo ooplasma (Fig. 83 e 84). O n(cleo
mantem-se central (Fig. 43, 46, 48, 49 e 58), com um nlmero variavel de
nucléolos perifericamente localizados. O citoplasma do ovécito aumenta
grandemente em volume levando & diminuigdo da relagio nucleo/citoplasma (Figs.
42,43, 46, 48, 49 e 58).

Na superficie do ovécito, entre as microvilosidades formadas a partir do
ovocito e das celulas foliculares, deposita-se uma substancia amorfa e altamente
elétron-densa, dando inicio a formacgéo da zona radiata (Fig. 80, 81 e 82). Com o
desenvolvimento, a superficie do ovécito passa a mostrar-se intensamente

pregueada, formando invaginages profundas (Figs. 46, 48, 49, 55, 56, 81 e 82),
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que se refletem no aspecto da zona radiata (Figs. 56, 59, 81 e ,82) e das células
foﬁculareé, gue se apresentam ora pavimentosas, ora cubicas (Figs. 46, 48, 55, 56
e 80-82). As células foliculares pavimentosas em fransicdo para cubicas
apresentam ndcleo descompactado com nucléolo periférico, citoplasma rico em
reticulo endoplasmatico rugoso e mitocdndrias, e numerosas microvilosidades que
partemn em diregdo ao ovécito (Figs. 80-82). Essas células sdo unidas lateralmente
por estruturas juncionais localizadas na extremidade basal da célula, além de se
apresentarem extremamente interdigitadas no restante de sua superficie de
contato. Nessa etapa do desenvolvimento, a zona radiata é constituida de camada
Unica de substancia amorfa e elétron-densa, e possui numerosos peros ocupados
pelas microvilosidades (Figs. 81 e 82).

Na seqgliéncia do crescimento secundario, inicia-se a incorporagdo do vitelo
que ocorre a partir da periferia do ovocito (Figs. 44, 48 e 50) e se deposita
progressivamente entre as vesiculas existentes no citoplasma, deslocando as
organelas citoplasmaticas (mitocdndrias e reticulo endoplasmatico rugoso) para o
coplasma periférico (Figs. 86-88 e 90), que assim se dispdem entre os glébulos de
vitelo e as gotas lipidicas. Vesiculas claras sao observadas na periferia do ovécito.
Ao microscopio eletrénico de transmissdo, essas se revelam elétron-densas |,
sugerindo natureza lipidica, e aumentam em tamanho devido ac processo de
fusdo com gotas vizinhas (Figs. 50, 62 e 63). Nessa fase, o pregueamento da
superficie ovocitaria diminui e a maioria das células foliculares torna-se cubica
(Figs. 50 e 63). Essas, tém nucleo descompactado com nucléolo evidente, e
citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso e mitocdndrias (Figs. 88-90),
além da presenca ocasional de corpos multilamelares. Nessa fase, ja se observa a
formacdo da segunda camada da zona radiata (Fig. 90) que € atravessada por
poros por onde passam as microvilosidades (Figs. 60-62 e 88-90).

Em vitelogénese avangada, os ovécitos de X. maculatus apresentam
citoplasma acidofilo, praticamente preenchido por uma massa homogénea
resultante da fusdo dos gidbulos de vitelo (Figs. 51 e 64), e organeias

membranosas concentradas junto ao oolema. O nicleo contendo varios nucléolos
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pequenos e perifericos comega a migrar para a periferia do coplasma (Fig. 51).
Neste periodo, a incorporagéo de globulos de vitelo ainda pode ser observada na
periferia do ovécito (Figs. 51, 63 ).

Nesta etapa do desenvolvimento, as vesiculas PAS+ deixam de ser
visualizadas. A relacdo nucleo/citoplasma diminui ainda mais com o intenso
crescimento do ovocito.

No final da vitelogénese, a zona radiata constituida por duas camadas (a
externa mais eletron-densa que a interna) torna-se uma estrutura com aspecto
linear e mais espessa que na fase anterior, e diminuem o nGimero de poros e as
microvilosidades que partem das células foliculares. As células foliculares tornam-
se cubicas, mostram espagos intercelulares evidentes (Figs. 51 e “inset”), e
permanecem ligadas entre si apenas em algumas regides das membranas
laterais. Elas repousam sobre uma ldmina basal de aspecto homogéneo cuja
espessura diminui ao longo do desenvolvimento ovocitério, e sdo circundados por
duas camadas de células de natureza conjuntiva, a teca interna e a teca externa,
que mantém aspecto pavimentoso e nlcleo achatado durante todoe o
desenvolvimento (Figs. 80-82 e 88). Entre essas células, observam-se grandes
quantidades de fibrilas de colageno.

No final da maturag&o, o citoplasma periférico dos ovécitos é ocupado por

vesiculas eletron-densas de provavel conteldo lipidico (Fig. 45 e 65).
6.3. Citoquimica da ovogénese

6.3.1. Os ovocitos em crescimento primario

Ovdcitos em crescimento primario apresentam citoplasma homogéneo e
fortemente basofilo. No final desta etapa, o citoplasma tormna-se fracamente
basdfilo e de aspecto granular. Nesse momento, surgem algumas vesiculas que
ndo se coram pela maioria das metodologias tradicionalmente utilizadas em
microscopia de luz. Porém, quando o material foi processado com tetrdxido de

6smioc em tampé&o imidazol, substancias em geral removidas pelos procedimentos
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para inclusdo em parafina e historesina foram preservadas. As vesiculas
anteriorménte nao coradas mostram agora um contelido castanho-amarelado,
possivelmente lipidios neutros (Fig. 91). Em microscopia de contraste de fase,
utilizando cortes n&o-corados, essas vesiculas também apresentam tonalidade
castanho-amarelada. Além disso, em amostras frescas nfo fixadas, processadas
em criostato, o conteldo destas vesiculas reage fortemente ao Sudan Black (SB),

indicando a presenca de lipidios em geral (Fig. 92).

6.3.2. Os ovocitos em crescimento secundario

Nos ovocitos em crescimento secundario, o aumento gradual da quantidade
de vesiculas que ndo se coram pelas coloragdes habituais, mas que respondem
ao SB se intensifica (Fig. 93). No entanto, estas vesiculas ndo respondem ao fast
green (FG) (Figs. 96 e 100), ao xylidine ponceau {XP) (Fig. 99) € nem ao Alcian
Blue (AB)} pH2,5 (Fig. 84). Ao PAS, as vesiculas citoplasmaticas se coram forte ou
fracamente, ou ndo se coram (Figs. 95, 98 e 101). Outras vesiculas mostram um
granulo, ou regido central, fortemente corada (Fig. 97).

A medida que o ovdcito se desenvolve, material de natureza acidofila ao
HE, vai ocupando o citoplasma a partir da periferia. Com o inicio da deposigédo de
vitelo, fortemente positivo ao FG, XP e ao PAS (Fig. 98), a resposta aoc AB pH2,5
deixa de ser detectada.

Nos ovocitos vitelogénicos (crescimento secundario avangado), os granulos
de vitelo se fundem formando uma massa acidofila compacta que ocupa a regido
central do ovocito. Tanto a massa, como os glébulos de vitelo que ainda estio
sendo incorporados coram-se fortemente pelas técnicas para proteinas (FG e XP)
e polissacarideos neutros (PAS), mas ndo respondem & coloragcdo para
polissacarideos acidos (AB pH2,5). Nestes mesmos ovacitos, quando submetidos
a técnica para lipidios (Sudan Black), o vitelo cora-se fortemente em azul e as
vesiculas ndo coradas pelas técnicas anteriores, coram-se preto-azuladas (Figs.
102 e 103). Essas vesiculas mostram-se acinzentadas em microscopia eletrénica

de transmissdo (Fig. 104).
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A zona radiata dos ovocitos de X. maculatus mostrou-se fortemente
acidéfila em coloragbes com HE, e positiva para FG (Figs. 96 e 100), PAS (Figs.
97, 101 e 106) e XP (Fig. 99). A positividade ao PAS é observada desde as fases
iniciais de crescimento secundario. Alem disso, a membrana basal, sobre a qual
se apdiam as células foliculares, também responde ao PAS (Figs. 101 e 106). Nos
ovocitos em inicio e mesmo durante o crescimento secunddrio, a zona radiata é
positiva ao AB pH2,6 (Fig. 105), mas deixa de responder a este corante nos

ovocitos vitelogénicos.
6.4. Morfometria dos ovocitos e das estruturas ovocitarias

O aumento no didmetro do ovacito no decorrer do desenvolvimento se deve
principalmente ao acumulo de vitelo e foi acompanhado através da mensuracéo
de ovocitos esféricos, integros e com corte passando pelo nlcleo. Porém, em
vitelogénese avancada, somente sete ovocitos integros, com o corte passando
pelo nucleo, puderam ser mensurados. O valor médio obtido para estas células foi
de 442,45 = 111,47 um, com o menor ovocito medindo 210,85 um e o maior
medindo 543,25 pm. Na tentativa de sanar o problema, e obter um valor mais
proximo do real, ovocitos inteiros de X maculatus nesse estadio de
desenvolvimento foram medidos em lupa, conforme metodologia descrita. Os
valores médios, desvios-padrio e amplitude do didmetro dos ovocitos estdo
expressos na tabela 1.

Os envoltdrios dos ovdcitos se modificam, acompanhando o
desenvolvimento ovocitario. Assim, tanto a altura das células foliculares quanto a
espessura da zona radiata aumentam com o desenvolvimento, enquanioc a
espessura da membrana basal diminui. A espessura maxima obtida para a zona

radiata em X. maculatus foide 0,41 pm (Tabela 2).
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6.5. Recuperacao ovariana pos-parto

6.5.1. Imuno-histoquimica

Nao foi detectada imunorreagio para horménio de crescimento nos ovarios
do platy, tanio nos animais do grupo-controle quanto nos animais do grupo
tratado, nos diferentes periodos considerados nesse estudo (Figs. 109-114).

Contra-prova clara € obtida tanto pela marcagao positiva de hipdfise de
peixe, quanto pela auséncia total de imuno-marcacéo dos controles negativos na
omissdo do anticorpo primario, na omissdo do anticorpo secundario, e dos

anticorpos primario e secundario (Figs. 107 e 108).

6.5.2. Recuperagao ovariana pés-parto no grupo-controle

A andlise dos fragmentos de ovarios mostrou que ovécitos primarios e
secundarios estdo sempre presentes nas génadas, independentemente do
periodo de coleta considerado (Figs. 115, 116, 118, 120 e 122). Os ovocitos
vitelogénicos iniciais e avancados observados nos ovarios de X maculatus
imediatamente apds o parto provavelmente iniciaram seu amadurecimento durante
a gestacdo (Figs. 123 e 124). Ovogbnias e ovocitos pré-primarios, apesar de
estarem presenies, dificilmente so visualizados devido ao seu pequeno tamanho.

A avaliagao dos ovarios de X. maculatus nos diferentes periodos de coleta
mostra, no entanto, que estes ovdcitos entram em processo de atresia. A medida
que ocorre involugdo dos foliculos vazios e os ovarios se reorganizam e se
preparam para a nova gestacdo, 0s ovicitos que se encontram em vitelogénese
inicial amadurecem e se preparam para a fertilizacao.

Nesses animais, assim como nos animais do grupo que foi tratado com o
horménio, também foi possivel observar a presenca de embrides nos ovarios de X.

maculatus apoés o parto.
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6,5_.3. Acao do horménio de crescimento na recuperagio ovariana pos-

parto

A analise dos fragmentos de ovarios mostrou que ovocitos primarios e
secundarios estavam sempre presentes nas gbnadas, independentemente do
periodo de coleta considerado (Figs. 117, 119 e 121).

Nas fémeas de X. maculatus, submetidas ao tratamento com horménio de
crescimento, os eventos da atresia folicular sdo mais duradouros e atingem um
ndmero maior de ovdcitos. Além dos eventos observados imediatamente apos o
parto em ovocitos vitelogénicos, nos espécimes analisados as 60, 72 e 84 horas
pos-parto, 0s ovécitos em vitelogénese inicial, e que provavelmente se
desenvolveram apds o parto, também entram em atresia. Nestes grupos, os
valores de Ky e Kz sdo menores do que agueles dos animais do grupo-controle
(Tabelas 3 e 4).

6.5.4. Involugdo de foliculos atrésicos e de foliculos vazios

6.5.4.1. A atresia folicular

A atresia folicular foi um processo freqiientemente observado nos ovarios
de X. maculatus. Durante este processo, os ovécitos involuem, passando por
varias fases de degeneracéo e reabsorgao (Figs. 125-136).

Em X. maculatus, figuras de atresia foram observadas em ovécitos em
crescimento secundario (inicial e avangado), principalmente naqueles em
vitelogénese avancada.

Na seqliéncia, os eventos de atresia levam ao aparecimento de fendas na
zona radiata (Figs. 125, 126, 130 e 131), desorganizagéo do citoplasma periférico
tanto nos ovodcitos em vitelogénese inicial quanto naqueles em vitelogénese
avangada (Figs. 126, 127 e 131), hipertrofia das células foliculares gue se tornam
vacuolizadas em decorréncia da ingestdo e digestdo do vitelo (Figs. 126, 127, 131-
133), fragmentag&o e dissolugdo da zona radiata (Figs. 127 e 128) e invasao do
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citoplasma pelas celulas foliculares (Figs. 129 e 134) que, no final, acumulam
pigmento castanho-amarelado (Figs. 135 e 136).

Durante a atresia folicular, em X. maculatus, o tecido conjuntivo que
circunda o ovocito em degeneracdo torna-se ricamente vascularizado e eosinéfilos
conduzidos a estes sitios pelo aumento da vascularizagdo local estdo presentes
desde as etapas iniciais do processo (Fig. 130). Em X. maculatus (presente
estudo), o nimero de eosindfilos foi maior nas fémeas tratadas com o horménio de
crescimento do que naquelas mantidas em condicdes controladas .

Nos estadios finais da atresia folicular, os eosindfilos sdo encontrados no
interior dos foliculos atrésicos, entremeados as células que agora contém

pigmentos castanho-amarelados (Fig. 136).

6.5.4.2, Os foliculos vazios

Em X. maculatus, os foliculos vazios, estruturas remanescentes nos ovarios
ap6s o parto, sdo continuos com o lume do ovario. Eles apresentam um lume
amplo e irregular, e parede constituida por camada Gnica de células foliculares,
pela teca e por uma camada de células musculares lisas (Fig. 137).

As celulas foliculares, gque inicialmente sdo cibicas e parecem estar
alinhadas, tornam-se hipertrdficas, apresentam ndcleo grande, com nucléolo
evidente, localizado na porgdo basal da célula, e perdem o arranjo linear (Figs.
137 e 138). O citoplasma & acidofilo (Figs. 137 e 138), e as vesiculas observadas
no citoplasma dessas células, fortemente acidéfilas em HE (Fig. 143), sdo também
PAS+, além de elétron-densas ao MET.

Em X maculatus, a cavidade remanescente no foliculo vazio apds a
expulsdo do alevino, tem o lume gradativamente obstruido pela proliferacido e
hipertrofia de células foliculares (Figs. 139-141), pela liberacao de restos celulares
e por uma secrec¢do de natureza acidéfila (Fig. 142 e 143) e PAS+. Com o avango
do processo de involugdo do foliculo vazio, as dobras da parede do foliculo
diminuem, mas ainda mantém sua forma irregular. Hemacias em grande

guantidade sempre estiveram presentes entre as células do foliculo vazio, nas
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diferentes etapas da involugdo (Figs. 137, 139, 141 e 142); porém, eosindfilos sé
foram observados no interior dos foliculos vazios nas etapas mais avangadas do
processo de invoiugdo, quando o lume ja se encontrava praticamente obliterado
pelas células foliculares (Figs. 141 e 144). As células foliculares que preenchem
o lume do foliculo vazio apresentam nucleo descompactado e nucléolo evidente;
porém, celulas foliculares apresentando cromatina condensada em grumos
espalhados pelo ndcleo também sdo encontradas no interior deste foliculo (Figs.
140 e 141).

Durante a involucdo dos foliculos vazios, a estrutura ovariana é
restabelecida, e o lume se reorganiza. Até 108 horas de coleta pds-parto, em
cortes em que a detecgdo de foliculos vazios ndc é mais possivel, uma quantidade
razoavel de conjuntivo ovariano se mantém entre os ovdcitos em
desenvolvimento. Nos ovarios em que a maioria dos ovécitos encontra-se em
vitelogénese avancada, a visualizagao do tecido conjuntivo do estroma ovariano é

dificultada pelo grande tamanho que estes ovdcitos atingem.

6.6. Analise quantitativa da recuperacao ovariana pés-parto

A analise quantitativa da recuperagdo pés-parto de X. maculatus foi
conduzida tomando-se por base os indices IGS, IHS, Ki e Ko O caleulo dds
valores meédios para esses indices utilizou, para o grupo-controle, 105 fémeas
distribuidas em diferentes grupos em fungdo dos diferentes periodos de coleta
pos-parto. Para o grupo tratado com horménio, o calculo utilizou 78 fémeas.

Nos periodos considerados, comparando-se os valores de IGS, IHS, K, e
Kz, entre os grupos controle e tratado, os maiores valores foram encontrados no
grupo-controle, principalmente para os fatores de condigdo (Tabelas 3 e 4).
Entretanto,a anélise estatistica ndo mostrou diferengas significativas nos valores
de IGS entre os grupos controle e tratado, nos diferentes periodos de coleta
analisados. Diferengas significativas nos valores de IHS entre os grupos foram
observadas apenas 84 horas pds-parto (Tabelas 3 e 4).
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Diferencas estatisticas para os valores de K; e K, sdo observadas as 36,
60 e 72 horas pés-parto, apesar de diferengas significativas ainda serem
encontradas para os valores de Ky com 84 e 96 horas pds-parto (Tabelas 3 e 4).

Nesse mesmo sentido, foram conduzidas andlises para se comparar o peso
corporal dos animais do grupo-controle e do grupo tratadoc no momento do
sacrificio, e ¢ peso corporal dos animais tratados apés o parto e no momento do
sacrificio. Diferengas estatisticas foram encontradas quando foram comparados os
grupos controle e fratado no momento do sacrificio, com maiores valores sendo
observados no grupo-controle. As diferengas foram constatadas tanto pela
utilizagdo de andlise de varidncia (ANOVA) como pela utilizagdo de testes nio-
paramétricos (Mann Whitney). No que diz respeito a comparacéo entre os grupos
controle e tratado nos diferentes periodos de coleta, diferengas significativas foram
observadas as 36, 60 e 72 horas (Tabelas 3 e 4). A anélise no momento do parto
e ao sacrificio das fémeas que receberam a dose do horménio ndo mostrou
diferengas significativas nos valores de peso corporal com a utilizacdo dos

meétodos mencionados.
6.7. Relagdo peso corporal x comprimento-padréao

A relagio entre o peso corporal (PC) e o comprimento padrdo (CP) foi
estabelecida para fémeas jovens de X. maculatus utilizadas no estudo de primeira
maturacédo sexual, e também para as fémeas adultas utilizadas para o estudo da
recuperagéo ovariana (Graficos 1 e 2), sendo representadas pelas equacgdes a
segulir:

iINnPC=lna+bInCP
Fémeas jovens: In PC =In 0,0365 + 2,9958 In CP = 0,9149
Fémeas adultas: INnPC =1n0,0385 +2857InCP  r*=0,9113
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6.8. Primeira maturagédo sexual

Utilizando-se as caracteristicas macroscopicas e microscopicas (Figs. 145-
150) dos ovarios coletados de fémeas jovens mantidas em condigdes controladas,
determinou-se pelo método do Lsg, 0 tamanho de primeira maturacio sexual das
fémeas de X. maculatus, e através do L, o tamanho no qual todos os
exemplares s&o adultos. O tamanho de primeira maturagdo sexual (Lsy) foi
estimado em 2,03 ¢cm de comprimento-padrio (Tabela 5 e Grafico 3). O tamanho
no qual toda a populagdo esta apta a reproduzir (L1oo) foi estimado em 2,5 cm de
comprimento-padréo (Grafico 3). Fémeas gestantes, com comprimento-padrio de
2,5 cm, confirmam o valor estimado para Lig.

Em X. maculatus, peixes a partir de 100 dias de idade apresentando
gbnadas com ovécitos em vitelogénese inicial ou avancada, encontravam-se em
fase ativa de maturaco gonadal, sendo, portanto, estes animais classificados
como adultos (Tabela 6).
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6.9. Figuras
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Figs. 10-12 - Ovarios X. maculatus contendo ovocitos em diferentes fases de
desenvolvimento: ovécito primario (seta simples); ovécito secundario inicial (setas
duplas); ovécito secundario avangado (asterisco). Cr- regiac cranial; Cd- regido
caudal.

Figs. 13-15- Epitélio de revestimento do ovaric (epr) constituide por células
pavimentosas. Profundamente ao epitélio, albuginea ovariana dotada de grande
guantidade de células musculares lisas (cm) dispostas em duas camadas (setas
duplas). fv- foliculo vazio; osa- ovécito secundario avancado; vs- vaso sanguineo.
Coloragao: Figs. 13 e 15- AT; Fig. 14- HE

Barra: 10-12 (2000pm}); 13-15 (100um).
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Figs. 16, 17 e 18- Seccado de ovario de X. maculatus mostrando entrada para a
génada (asterisco) que conduz ao lume (Lu) do 6rgdo. Nessa regido, criptas
(setas) onde ocorre o armazenamento dos espermatozoéides.

fv- foliculo vazio; ml- musculo liso; opi- ovdcito primario inicial; osi- ovécito
secundario inicial; osa- ovocito secundario avangado.

Fig. 19- Maior aumento da regido delimitada em 18.

Fig. 20- Maior aumento da regido delimitada em 19.

Nas duas figuras acima, espermatozoides (setas duplas) localizam-se entre as
células da cripta. Presenga de numerosos eosindfilos (seta).

Fig. 21- Detalhe de uma cripta repleta de espermatozoides (setas duplas).
Coloracao: Figs. 16 e 17- Tricrémico de Gomori; Figs. 18-21- HE

Barra: 16, 18 (500pm); 19, 21 (100pm); 17 (150um); 20 (20um).
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Figs. 22 a 27- Lume ovariano (Lu) revestido por epitélio simples cubico (seta
simples) ou prismatico (seta dupla) e circundado por células musculares lisas
(cm). Presenca de células descamadas no lume (seta larga).

ep- epitelio do lume; fa- foliculo atrésico; oo- ovogénia; op- ovocito primordial; opi-
ovacito primario inicial; opa- ovocito primario avancado; osi- ovocito secundario
inicial; * vaso sanguineo.

Coloragao: Figs. 22 e 26- HE; Figs. 23-25 e 27- AT

Barra: 22-25 (100um); 26, 27 (50um).
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Figs. 28 e 29- Inicio do processo de formagao da invaginagado em forma de funil,
partindo do lume ovariano em direcdo a ovocitos (setas). Células prismaticas
formam o epitélio desta estrutura. Na figura 29, estabelecimento de contato entre o
ovocito primario avangado (opa) e a invaginacao.

Fig. 30- Invaginag&o do epitélio do lume em ovocito secundario inicial (osi). Base
da estrutura formada por células cubicas (cb), e paredes laterais (cpl) constituidas
por células prismaticas que formam um epitélio pseudo-estratificado. asterisco-
lume da invaginagao; zr- zona radiata; cf- células foliculares cubicas.

Figs. 31 e 32- Aspecto da invaginagao (seta) em ovécito secundario avancgado
(osa). A base da estrutura (cb) é constituida por células cubicas e suas paredes
(cpl) apresentam células prismaticas mostrando epitélio que varia de simples a
pseudo-estratificado. Raras células tecais entre as células da base da invaginacao
e as celulas foliculares (cf). mb- membrana basal; zr- zona radiata.

Figs. 33, 34 e 35- Detalhes da invaginagdo em ovécito vitelogénico avancado
(osa). As celulas que constituem a base da estrutura (cb) podem apresentar-se
prismaticas (Fig. 33) ou cubicas (Figs. 34 e 35). No lume dessa invaginacéo (*)
presenca de espermatozoides (setas).

Coloracao: Figs. 28, 29, 31-34- HE; Fig. 30- AT; Fig. 35- Tricrdmico de Gomori

Barra: 28, 29 (100pm); 30, 33 (30um); 31 (150um); 32 (50um): 34 (15um);
35 (25um).
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Fig. 36- Ovogénia (seta dupla) submergindo no tecido ovariano a partir do epitélio
do lume (ep). Nessa regido, célula do epitélio do lume apresenta aspecto
prismatico. Ovocito primordial isolado e em grupo (seta simples) préximo ao
epitélio do lume (ep).

Figs. 37 e 38- Ovogonias (setas duplas). Células pré-foliculares (setas duplas
curtas) iniciam o envolvimento das ovogoénias.

Fig. 39- Grupo de ovogbnias e de ovdcitos primordiais (setas) envoltos por células
de aspecto triangular (seta curta).

Fig. 40- Ovocito primordial (seta simples) com citoplasma fracamente baséfilo e
ntcleo volumoso com nucléolo evidente proximo ao epitélio do lume. Esse ovocito
parece estar envolvido por célula pré-folicular.

Fig. 41- Ovocito primordial (seta) com nucleo arredondado, nucléolo evidente e
citoplasma fracamente basofilo, envolto por célula pré-folicular (seta dupla curta)
Lu- lume ovariano; ep- epitélio do lume; opi- ovdcito primario inicial envolvido por
célula folicular de aspecto pavimentoso (seta curta); osi- ovocito secundario inicial.
Coloragao: Figs. 36-39- AT; Figs. 40 41- HE

Barra: 37-39 (15um); 36, 40, 41 (30um).
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Figs. 42-46- Seccbdes de ovario de X. maculatus apresentando ovocitos em
diferentes estadios de desenvolvimento. Nas figuras 42 a 44, lume do ovario (Lu)
forma uma invaginagdo (asterisco) que se projeta em diregdo ao ovocito. Essa
mesma invaginacgao € observada em 45.

opi- ovoécito primario inicial; opa- ovécito primario avancado; osi- ovocito
secundario inicial; osa- ovocito secundario avangado; Nu- nucléolo; gv- globulos
de vitelo; cf- célula folicular, vs- vaso sanguineo; Li- gota lipidica; Lu- lume
ovariano; V- vitelo.

Coloracao: Figs. 42 e 43- AT; Figs. 44-46- HE

Barra: 42-45 (50um); 46 (240um).
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Fig. 47- Ovocitos em crescimento primario inicial (opi) e avangado (opa). Ovocitos
primarios avangados envoltos por células foliculares pavimentosas (cf).

Fig. 48- Ovocitos em crescimento secundario inicial (osi). Citoplasma ocupado
por vesiculas que nao se coram, periferia aciddfila, indicando deslocamento de
organelas citoplasmaticas para essa regido. Inicio do processo de deposicédo de
vitelo observado pela presenca de globulos periféricos fortemente corados (gv).
Fig. 49- Ovécitos em crescimento primario avancado (opa) e em crescimento
secundario inicial (osi). Nesses ovocitos, presenga de vesicu‘las fortemente PAS+,
outras fracamente PAS+ e vesiculas que ndo se coram. Nesses osi presenca de
zona radiata pregueada (zr) e periferia do citoplasma ovocitario fortemente corada
pelo Fast Green.

Fig. 50- Ovocito secundario inicial mostrando vitelo incorporado na periferia.

Fig. 51- Ovocito secundario avancado mostrando nucleo deslocado para a
periferia. Inset- Detalhe mostrando espacos entre células foliculares.

cf- celula folicular; gv- globulos de vitelo; Li- gotas lipidicas; N- nucleo; nu-
nucléolo; opi- ovacito primario inicial; opa- ovocito primario avangado; osi- ovocito
secundario inicial; t- teca; tc- tecido conjuntivo ovariano contendo musculo liso; V-
vitelo; zr- zona radiata.

Coloracgéao: Figs. 47, 48, 50, 51 e Inset- HE; Fig. 49- PAS/FG

Barra: 47, 48, 50, Inset (50um); 49, 51 (150um).
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Fig. 52- Ovario apresentando ovécitos em crescimento primario (op) e secundario
(0s). Lume do ovario (Lu) e formagdo de invaginagdo (*) que se projeta em
diregdo a ovécitos.

Fig. 53- Ovocito em crescimento primario avancado, mostrando citoplasma (co)
com aspecto granular. N- n(cleo.

Fig. 54- Ovario com ovoécitos em diferentes fases de desenvolvimento. Vesiculas
espalhadas pelo ooplasma no ovocito secundaro inicial (osi). |

Figs. 55 e 56- Ovocito secundario inicial com citoplasma apresentando vesiculas
de diferentes tamanhos, além do pregueamento da superficie ovocitaria e da zona
radiata (zr). Células foliculares (cf) apresentam formatos variados.

Fig. 57- Regido de transicao nucleo/citoplasma, mostrando citoplasma ocupado
por vesiculas.

Fig. 58- Ovocito secundério inicial com gotas lipidicas (Li) espalhadas pelo
citoplasma ovocitario.

Fig. 59- Maior aumento da periferia do ovocito observado na figura 58.

cf- célula folicular; fv- foliculo vazio; N- nucleo; opa- ovécito primario avanc¢ado;
opi- ovocito primario inicial; osi- ovocito secundario inicial: t- teca; vs- vaso
sanguineo; zr- zona radiata.

Barra: 52, 55 (50um); 53, 58 (20um); 54, 56, 57, 59 (5um).
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Fig. 60- Membrana do ovécito (mo) mostrando microvilosidades que atravessam a
zona radiata (zr). cf- célula folicular.

Fig. 61- Zona radiata (zr) atravessada por poros, onde se observam
microvilosidades (seta) das células foliculares (cf).

Fig. 62- Zona radiata (zr) mostrando poros. Células foliculares (cf), membrana do
ovocito (mo), gota lipidica (Li) e globulo de vitelo (gv).

Fig. 63- Periferia de ovocito mostrando gotas lipidicas (Li) e incorporacdo de
glébulos de vitelo (gv). Células foliculares (cf) cibicas e zona radiata (zr) linear.
Fig. 64- Aspecto de ovocito secundario avangado. Vitelo observado como massa
homogénea localizada centralmente (V), e periferia do citoplasma repleta de gotas
lipidicas (Li).

Fig. 65- Ovoécito secundéario avangado. Citoplasma ovocitario constituido por
massa Unica de vitelo (Y) e na periferia, presenga de gotas lipidicas (Li).

Barra: 60-63 (4um); 64, 65 (40um).
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Figs. 66 e 67- Ovogonia. Grande quantidade de mitocéndrias (m) presentes no
ooplasma.

Fig. 68 - Ovdcito primordial mostrando ntcleo (N) grande. No citoplasma,
presenca de numerosas mitocondrias (m) e material denso (seta). Célula folicular
pavimentosa (cf) envolvendo o ovédcito, e externamente a ela, membrana basal
(mb) evidente.

Fig. 69- Ovocito primario inicial envolvido por célula folicular pavimentosa (cf). No
citoplasma, presenga de mitocéndrias (m). Nucleo grande (N) com nucléolo (nu)
unico.

Fig. 70- Transicdo nucleo/citoplasma, com material nuclear denso (seta) que foi
transportado através de poros da membrana nuclear em diregéo ao citoplasma.
Riqueza de mitocéndrias (m) no citoplasma perinuclear.

Figs. 71 e 72- Ovocito primario inicial mostrando nucleo (N) com nucléolo (nu) em
forma de anel.

Fig. 73- Ovdcito priméario apresentando nucléolo (nu) com regido granular (g) e
fibrilar (f) evidentes.

C- citoplasma; cpf- célula pré-folicular; Li- gota lipidica; m- mitocéndria; mb-
membrana basal; N- nlcleo; ng- nuage; nu- nucléolo.

Barra: 66-68, 70 (2um); 69, 71, 72 (4um); 73 (1um).
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Fig. 74- Ovocito primario inicial envolto por célula folicular pavimentosa (cf).
Externamente, membrana basal (mb) homogénea.

Fig. 75- Detalhe de jungdo do tipo desmosomo (seta dupla) entre células
foliculares (cf).

Fig. 76- Periferia de ovocito primario avangado com superficie pregueada
formando microvilosidades (mv). col- colageno.

Figs. 77 e 78- Aspectos do citoplasma de ovécito primario avangado, mostrando
riqueza em mitocondrias e presenga de complexo de Golgi (G).

ct- célula folicular; m- mitocondrias; mb- membrana basal; mv- microvilosidade; t-
teca.

Barra: 74 (4um); 75-78 (1um).
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Fig. 79- Ovdcito secundario em fase inicial de desenvolvimento. Presenca de
microvilosidades entre o ovocito e as células foliculares (cf). No citoplasma
ovocitario observa-se surgimento de vesiculas claras com granulo elétron-denso
(vn), alem de riqueza em mitocéndrias (m).

Fig. 80- Ovocito secundario inicial com riqueza de mitocéndrias no citoplasma
periférico e presenca de vesiculas claras (vc). Presenca de material elétron-denso
depositado entre microvilosidades de ovoécito e células foliculares (cf) marcando
inicio de formagao da zona radiata (zr).

Figs. 81 e 82- Ovocito secundario inicial mostrando zona radiata (zr) com camada
tnica elétron-densa atravessada por microvilosidades do ovécito e de células
foliculares (cf) que mostram transicao de pavimentosas para cubicas.
Pregueamento da superficie ovocitaria e da zona radiata, e presenca de vesiculas
claras (vc) e vesiculas claras com granulo denso (vn).

Fig. 83- Citoplasma de ovocito secundario inicial apresentando mitocondrias (m),
complexo de Golgi (G), reticulo endoplasmatico rugoso (re), e vesiculas claras
com nucleo denso (vn).

Fig. 84- Aspecto do citoplasma de ovocito secundario inicial, mostrando
mitocondrias (m), vesiculas claras (vc) e gota lipidica (Li). Inicio de deposicao de
material amorfo no interior de vesiculas claras (seta dupla) e processo de fuséo
entre vesiculas claras grandes e vesiculas pequenas que contém material amorfo
elétron-denso (seta simples).

Fig. 85- Transi¢ao nucleo/citoplasma em ovocito secundario. Processo de fusao
entre vesiculas de diferentes tamanhos e contetidos com diferentes elétron-
densidades.

Li- gota lipidica; mb- membrana basal; N- ntcleo: t- teca.

Barra: 79, 80, 85 (2um); 81, 82, 84 (5um); 83 (1um).
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Figs. 86 e 87- Aspecto do citoplasma periférico de ovocito secundario avancado,
mostrando mitocondrias (m), complexo de Golgi (G), gota lipidica (Li) e glébulo de
vitelo (gv).

Figs. 88 a 90- Ovdcito em crescimento secundario avangado mostrando zona
radiata constituida por duas camadas (ci- camada interna; ce- camada externa).
No citoplasma periférico ocupado por organelas, presenca de gotas lipidicas (Li),
glébulo de vitelo (gv) e vesiculas claras (vc). Células foliculares (cf) cubicas com
nucleo descompactado (N) e nucléolo periférico.

mb- membrana basal; t- teca; zr- zona radiata: seta branca- microvilosidade
ovocitaria; seta preta- microvilosidade da célula folicular.

Barra: 86 (1um); 87 (3um); 88-90 (5um).
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Fig. 91- Corte semi-fino de ovario de X. maculatus com ovocito primario inicial
(opi) e ovocito secundario inicial (osi), poés-fixado com tetroxido de
6smio/imidazol. Li- gota lipidica; osa- ovécito secundario avancado.

Figs. 92 e 93- Ovocito primario avangado (opa) e secundario inicial (osi)
mostrando reagao positiva para Sudan Black.

Fig. 94- Ovdcito secundario inicial (osi) apresentando reagao citoplasmatica
positiva para Alcian blue pH2,5 e vesiculas (ve) que nao se coram.

Figs. 95 a 98. Ovdcitos em crescimento secundario (osi) mostrando vesiculas que
nao se coram pelo PAS (Figs. 95 e 98) nem por FG (Fig. 96). Em coloragao pelo
PAS observam-se vesiculas fortemente coradas e fracamente coradas (Figs. 95 e
98), alem de vesiculas fracamente coradas e que apresentam um granulo central
fortemente corado (Fig. 97). op- ovécito primario; zr- zona radiata; gv- glébulo de
vitelo. ve- vesicula. Figs. 95, 97 e 98- PAS/Hematoxilina.

Barra: 91, 94-96, 98 (150 um); 92, 93 (100 um); 97 (50 um).
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Figs. 99 e 100- Ovocitos secundarios iniciais mostrando vesiculas (ve) que nao se
coram por xylidine ponceau (Fig. 99) nem FG (Fig. 100). op- ovécito primario; zr-
zona radiata.

Fig. 101- Ovoécitos em crescimento secundario inicial (osi) mostrando vesiculas
fortemente coradas, fracamente coradas e vesiculas que ndo se coram pelo PAS.
zr- zona radiata; cf- célula folicular; mb- membrana basal. PAS/Hematoxilina.

Figs. 102 e 103- Ovécitos vitelogénicos avancados mostrando reacao positiva
para Sudan Black. V- massa central de vitelo; Li- gota lipidica.

Fig. 104- Micrografia eletronica de transmisséo de ovocito vitelogénico avancgado
pos-fixado com tetroxido de 6smio/imidazol, onde se observa gota lipidica (Li).
Figs. 105 e 106- Reagao positiva para AB (Fig. 105) e PAS (Fig. 106) na zona
radiata (zr) e membrana basal (mb) de ovocito vitelogénico avancado. cf- célula
folicular. Li- gota lipidica.

Barra: 99-101, 105 (50 um); 102, 103 (300 pm); 104, 106 (15 um).
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Figs. 107 e 108- Seccdes de hipofise. Em 107, controle negativo, e em 108,
controle positivo da reagédo de imunohistoquimica para horménio de crescimento.
Figs. 109 a 114- Reacao negativa para horménio de crescimento em secgdes de
ovario de X. maculatus dos grupos controle e tratado. Figs. 109 (0 hs pds-parto) e
112 (60 hs pos-parto), pertencem a animais do grupo-controle. Figs. 110 (24 hs
pos-parto), 111 (48 hs pos-parto), 113 (84 hs pds-parto) e 114 (108 hs pos-parto),
pertencem a animais do grupo tratado.

fv- foliculo vazio; H- hipofise; Lu- lume ovariano; opi- ovocito primario; osi- ovocito
secundario inicial; osa- ovocito secundario avancado; tco- tecido conjuntivo
ovariano.

Contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer: Figs. 109-114

Barra: 107-110 (500um); 111-114 (150um).
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Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

115- Ovario de animal imediatamente ap6s o parto (zero horas).
116- Ovario de animal do grupo-controle trés horas apos o parto.
117- Ovario de animal do grupo tratado trés horas apos o parto.
118- Ovario de animal do grupo-controle 12 horas apos o parto.
119- Ovario de animal do grupo tratado 12 horas apos o parto.
120- Ovario de animal do grupo-controle 36 horas apos o parto.
121 - Ovario de animal do grupo tratado 48 horas apos o parto.

122 - Ovério de animal do grupo-controle 60 horas apos o parto.

As figuras acimas mostram ovécitos em todos os estadios de desenvolvimento,

alem da presenga de foliculos atrésicos e foliculos vazios.

fa- foliculo atrésico; fv- foliculo vazio; osa- ovécito secundario avancado; osi-

ovocito secundario inicial.
Coloragao: Figs. 115, 116, 118 e 121- AT; Figs. 117, 119, 120 e 122- HE
Barra: 115-122 (500um).
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Fig. 123- Fémea adulta, em primeira gestagdo. Ovario com pequeno
numero de filhotes e presenga de ovdcitos em processo de vitelogénese (setas).
Fig. 124— Fémea multipara em gestagdo. Ovario com grande nimero de

filhotes e presenca de ovocitos em desenvolvimento (setas).
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Figs. 125 e 126- Atresia inicial de ovocito em crescimento secundario inicial.
Citoplasma ovocitario (Ci) ocupado por vesiculas, mostra desorganizagéo
estrutural na periferia (126). Células foliculares (cf) apresentam-se hipertrofiadas e
com aspecto vacuolado. Zona radiata (zr) fragmentada. t- teca, he- hemacia.

Fig. 127- Atresia inicial de ovocito secundario inicial. Células foliculares (cf)
hipertrofiadas contendo material eosinofilico no citoplasma, e zona radiata (zr)
fragmentada. Ci- citoplasma ovocitario periférico: t- teca.

Figs. 128 e 129- Atresia intermediaria de ovocito secundario inicial. Células
foliculares (cf) hipertrofiadas contendo material eosinofilico no citoplasma, zona
radiata (zr) em dissolugao, além da presenca de hemaécias (hc) observadas
internamente a teca (t). Ci- citoplasma ovocitario.

Figs. 130 e 131- Atresia inicial de ovécito em crescimento secundario avancgado.
Células foliculares que inicialmente mostram-se pouco coradas (130), na
sequéncia apresentam-se hipertrofiadas e com aspecto vacuolado (131). Nessa
fase, observa-se também, zona radiata (zr) fragmentada e presenca de eosinéfilos
(e) internamente a teca.

Figs. 132 e 133- Atresia intermediaria de ovécito secundario avancado, mostrando
celulas foliculares (cf) hipertrofiadas contendo material eosinofilico em seu interior.
No citoplasma ovocitario, vesiculas (asterisco) ocupam o espaco inicialmente
preenchido por vitelo. Zona radiata (zr) fragmentada (Fig. 132) ndo é mais
observada na Fig. 133. t- teca.

Fig. 134- Atresia avangada, mostrando citoplasma ovocitario preenchido por
vesiculas (asterisco) entremeadas com células foliculares (cf), além da presenca
de hemacias (hc).

Figs. 135 e 136- Atresia final, mostrando diminuicdo do tamanho do ovocito,
poucas celulas (setas) entremeadas a vesiculas preenchidas por pigmento
castanho-amarelado (pca), além da presenca de eosindfilos (e) no interior desses
foliculos atrésicos.

Coloragao: Figs. 125-136- HE

Barra: 125-127, 130-132, 136 (40um); 128, 129, 134 (15um); 133, 135 (100pm).
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Fig. 137- Foliculo vazio, com lume aberto (asterisco), e com lume parcialmente
ocluido por células foliculares (cf). No foliculo com lume aberto, a parede é
formada por camada unica de células foliculares (seta) que assumem aspecto
prismatico. Camada de células musculares lisas (ml) envolve o foliculo. hc-
hemacias.

Fig. 138- Maior aumento da Fig. 137. Presenca de projecdes citoplasmaticas
partindo da superficie apical das células foliculares (seta dupla) que apresentam
nucleo descompactado e nucléolo evidente (seta).

Fig. 139- Foliculo vazio apresentando lume ocluido por células foliculares (cf).
Grande numero de vasos sanguineos (setas) presentes na parede do foliculo.
Figs. 140 e 141- Células foliculares preenchem o lume do foliculo vazio.
Observam-se ai, células foliculares com nlcleo descompactado e nucléolo
evidente (seta), além de células foliculares apresentando cromatina condensada
em grumos espalhados pelo nucleo (seta dupla). he- hemacia; e- eosindfilo.

Figs. 142 e 143- Foliculo vazio apresentando lume ocupado por secrecio
(asterisco) de natureza acidéfila (Fig. 143). Grande quantidade de hemacias
(setas). Material aciddfilo no citoplasma das células foliculares (Fig. 143).

Fig. 144- Estadio final de involugdo do foliculo vazio. No interior dessa estrutura,
presenca de eosindfilos (seta).

Coloragao: Figs. 137, 138, 141, 143 e 144- HE; Figs. 139, 140 e 142- AT

Barra: 137 (150pm); 138, 140, 141 (15um); 139, 142, 143 (100pum); 144 (60pm).
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Figs. 145 a 150- Secgdes de ovario de exemplares jovens de X. maculatus em
primeira maturagado sexual.

Fig. 145- Animal imaturo, com 1,8 cm de comprimento-padréo e 85 dias de idade,
apresentando somente ovogonias e ovécitos primarios iniciais.

Fig. 146- Animal com 1,7 cm de comprimento-padrédo e 130 dias de idade, em
processo de maturagao.

Fig. 147- Animal com 1,9 cm de comprimento-padrao e 85 dias de idade, em
processo de maturacao.

Fig. 148- Animal com 1,9 cm de comprimento-padrido e 70 dias de idade, em
processo de maturagao.

Fig. 149- Animal maduro com 2,4 cm de comprimento-padrao e 91 dias de idade,
apresentando ovarios contendo ovdcitos secundarios avangados.

Fig. 150- Animal gestante com 2,2 cm de comprimento-padrdo e 130 dias de
idade.

oe- ovo embrionado; op- ovocito primario; osi- ovocito secundario inicial; osa-
ovocito secundario avangado.

Coloragao: Figs. 145, 147-150- AT; Fig. 146- HE

Barra: 145 (50 pm); 146-150 (500 pm).
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6.10. Tabelas e graficos
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Tabela 1. Diametro dos ovécitos, em um, para os diferentes estadios de
desenvolvimento.

EDO n Diametro Amplitude
MiDP
opi 46 47,78+15,85 21,43-92,03
opa 52 105,65+32,16 58,86-172,16
osi 48 293,71+92,96 111,22-470,68
osa 110 2078,20+180,50 1550,00-2500,00

ENO: estadio de desenvolvimento ovocitario; n: nimero de medidas; opi: ovocito primario inicial; opa:
ovécito primario avangado; osi: ovécito secundério inicial; osa: ovocito secundario avancado; M:
média; DP: desvic-padrao.

Tabela 2. Medidas dos envoltdrios dos ovocitos, em um, nos diferentes estadios de
desenvolvimento ovocitario.

EDO Zona radiata Célula folicular Membrana basal
(Espessura) {Altura) {Espessura)
M+DP M+DP M+DP
opi - 0,93£0,57 (8) 0,24+0,10 (8)
opa - 4,79+1,95 (12) 0,21+£0,03 (3)
osi 0,38+0,12 (23) 4,33+1,91 (196) (cb) 0,30£0,15 (14)
10,77+2,58 (70} {ca)
osa 0,41+0,19 (52) 9,43+3,23 (83) 0,22+0,09 (33)

EDO:; estadio de desenvolvimento ovocitario; valores entre parénteses correspondem ao numero de
células medidas; opi: ovacito primario inicial, opa: ovécito primério avangado; osi: ovdcito secundario
inicial: osa: ovécito secundario avangado; cb: células baixas; ca: células altas; M. média; DP: desvio-
padrio.
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Tabela 5. Classes de comprimento-padréo (cm), nimero total de animais (n) e
namero de animais maduros por classe de comprimento para fémeas
jovens de X maculatus.

Classe de Ponto n Maduros % Maduros
comprimento médio

1,5-1.8 1,55 7 0 0

1,7-1,8 1,75 15 1 8,7
1,9-2,0 1,95 27 16 59,3
2,1-2,2 2,15 18 16 88,8
2,3-24 2,35 19 16 84,2
2,5-2,6 2,55 18 18 100
27-28 2,75 3 3 100
2,9-3,0 2,95 5 5 100
TOTAL - 112 75 -

n = numero de exemplares

Tabela 6. Idade de coleta (dias), comprimento-padrao médio e amplitude (cm),
namero total de animais (n), € nimero de animais por estadio de
maturac&o gonadal para fémeas jovens de X. maculatus.

IDADE CP medio AMPLITUDE n MADURO IMATURO
80 2,10 1,8-2,3 6 3 3
85 1,82 1,6-2,0 13 1 12
80 2,03 1,6-2,4 10 5 5
95 1,75 1,6-1,9 2 0 2
100 2,68 2,4-3,0 10 9 1
105 2,22 1,6-2,5 10 8 2
110 2,65 2,3-2,9 5 4 1
115 2,12 1,6-2,6 12 7 5
120 2,21 1,7-2,5 10 8 2
125 1,86 1,5-2,4 6 2 4
130 2,02 1,8-2,2 4 4 0
135 2,62 2,529 4 4 0
140 2,19 1,8-2,7 9 9 0
165 2,08 1,9-2,3 8 8 0
160 2,26 2,2-2,3 3 3 0

TOTAL - - 112 75 37

CP médio: comprimento-padriao médio; n = nimero de exemplares,
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Grafico 1. Relacdo peso corporal X comprimento-padrao para fémeas jovens
de X maculatus.
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Grafico 2. Relagéo peso corporal X comprimento-padrac para fémeas adultas
de X. maculatus.
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Grafico 3. Freqiiéncia relativa (%) de fémeas jovens de X. maculatus por
classes de comprimento-padrao. F= freqliéncia; r= coeficiente
de correlagéo; Ls,= tamanho no qual 50% dos peixes séo
adultos; L= tamanho no qual 100% dos peixes sdo adultos.

94



7. DISCUSSAO

7.1. Anatomia ovariana e a fertilizagao dos ovécitos

Nas espécies do género Xiphophorus, 0 ovario é um 6rgao impar, envolto
por um epitélioc pavimentoso, ocupando a porcdo dorsal da regido caudal da
cavidade celomatica (BAILEY, 1933; AZEVEDO, 1976; POTTER & KRAMER,
2000; presente trabaiho). Corresponde ao tipo cisto-ovariano (NAGAHAMA, 1983:
CONNAUGHTON & AIDA, 1998), padrdo entre os teledsteos, e portanto,
encontrado tambem nas demais espécies de Poecilideos cujas génadas femininas
ja foram descritas (DROLLER & ROTH, 1966; GROOVE & WOURMS, 1994). Este
tipo de ovario é um saco cego com um lume que se continua num oviduto curto e
tubular, o qual conduz a uma abertura localizada caudalmente ao anus (SELMAN
& WALLACE, 1986). Nos Xiphophorus (AZEVEDO, 1976: presente trabaiha), esta
abertura ou poro genital localiza-se entre o poro anal e a base dos primeiros raios
da barbatana anal.

Em Xiphophorus (BAILEY, 1933; presente trabalho), o desenvolvimento
folicular &€ do tipo assincronico, isto &, o ovario maduro normalmente contém
foliculos em todas as etapas de desenvolvimento (WALLACE & SELMAN, 1981).
No ovério apds o parto, os foliculos imaturos apresentam-se esbranquicados, e
tornam-se amarelados & medida que o vitelo é acumulado, modificando a
coloragé@o do érgéo. Entre os foliculos grandes e de cor amarelo-ouro podem ser
vistos ovocitos pequenos e esbranquigados localizados proximos & cavidade
central, ou lume (BAILEY, 1933; presente trabaiho).

O epitélio que reveste o lume ovariano nos Poecilidae, a despeito de
recentemente descrito como pseudo-estratificado (POTTER & KRAMER, 2000)
em X. maculatus (presente trabalho), varia claramente de cubico a prismatico,
dependendo da regido considerada. Este epitélio se projeta em direcio a ovdécitos

individuais numa invaginag@o afunilada com o menor didmetro voltado para o
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lume. Porém, o epitélio que constitui a parede lateral dessa invaginacao pode
apresentar aspecto pseudo-estratificado. A invaginacdo se distende conforme o
ovocito desenvolve e afunda no conjuntivo, e a camada de células que contacta a
superficie folicular se adelgaca (KOBAYASHI & IWAMATSU, 2002; presente
trabalho). Esta dindmica faz com que nos ovéarios contendo ovécitos vitelogénicos,
os foliculos aparegam ligeiramente separadaos uns dos outros a semelhanca de um
cacho de uvas (BAILEY, 1933; presente trabalho). Ao final da vitelogénese, o lume
ovariano colapsa devido & pressdo exercida pelos ovdcitos completamente
desenvolvidos (RAVAGLIA & MAGGESE, 2002; presente trabalho).

Nas fémeas inseminadas naturalmente, os espermatozéides vidveis sdo
estocados por periodos relativamente longos (NAGAHAMA, 1983) permitindo a
produgdo de varias ninhadas sucessivas sem a necessidade de contato com o
macho (VALOWE, 1953). Em peixes viviparos, a presenga de espermatozoides na
cavidade ovariana ¢ utilizada como uma confirmagdo de que a fertilizacao é
interna (BURNS et al,, 1995). As células que revestem as invaginacgbes e o lume
ovariano, como comum as células epiteliais, estdo unidas por desmosomos e
jungdes intimas, o que impede a passagem dos espermatozdides (KOBAYASH! &
IWAMATSU, 2002). Conforme suspeita anterior (BURNS et al., 1997), os
espermatozdides estabelecem associagbes com o epitélio, podendo se localizar
dentro de depressdes em células especializadas ou ser incorporados  ao
citoplasma dessas células. Ndo degeneram (POTTER & KRAMER, 2000) e nem
mesmo celulas fagociticas séo encontradas na regidio (POTTER & KRAMER,
2000; presente trabalho). Apenas uma pequena quantidade de granuldcitos e
outros indicadores de processos imunolégicos ou inflamatdrios encontra-se
relatada no tecido conjuntivo ovariano (POTTER & KRAMER, 2000). No entanto,
em X. maculatus (presente trabalho), chama a atengdo a grande quantidade de
eosindfilos no tecido conjuntivo da entrada do ovério, onde os espermatozoides
sdo Inicialmente depositados, concentrando-se em maior nimero. Essa regido
apresenta-se organizada na forma de criptas onde os espermatozéides se alojam.
Nessa mesma especie, POTTER & KRAMER (2000) consideraram esta estrutura
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como espermateca. A presenga de complexos juncianais nas células do epitélio
iscla ¢ esperma armazenado de qualquer resposta imune materna. Porém,
quando essas jungbes sdo desfeitas, € possivel que os espermatozdides residuais
sejam reconhecidos como substéncias estranhas e eliminados (KOYA et al.,
1897).

Os espermatozdides presentes na luz do ovario alcangam a invaginagdo
que se forma a partir do lume ovariano e atingem o ovdcito maduro através de
uma abertura diminuta no epitélioc folicular (BAILEY, 1933). Talvez o
espermatozoide penetre o ovo por um ponto de fragilidade do epitélio folicular, ja
que este epitélio ndo €& removido antes da fertilizagdo (KOBAYASHI &
IWAMATSU, 2002). Exceto pela abertura no epitélio, situagic idéntica ocorre em
X. maculatus (presente trabalho). Porém, nos ovdécitos em vitelogénese avangada,
as celulas foliculares permaneceram unidas apenas em pequenas regides de suas
superficies laterais. Considerando que os complexos juncionais sédo estruturas
dindmicas, € possivel que os espermatozdides atinjam os ovdcitos através de
passagens abertas especificamente para isto, oriundas do afastamento proposital
entre as células epiteliais no contato com a superficie folicular. No entanto, este
aspecto do processo de fertilizacao ainda precisa ser esclarecido nos Poeciliidae
(BREUCKMANN & BRUCKER, 2002).

A despeito da busca exaustiva, a micrdpila parece ser inexistente em X
maculatus (presente trabalho), sendo possivel que a micropila ndo exista em
peixes viviparos (KOBAYASHI & IWAMATSU, 2002). Estudos de fertilizacdo in
vitro mostram que nem sempre o espermatozoide penetra no ovécito pelo pdlo
onde se encontra o ndcleo. O fato de que a penetracéo ocorre inclusive pelo pdlo
oposto ao pdlo animal reforgca a idéia da inexisténcia da micrépila e indica que
algum outro mecanismo possa atuar como facilitador para o espermatozoide
(KOBAYASHI & IWAMATSU, 2002). No medaka Oryzias latipes (Beloniformes,
Adrianichthyidae), o ovdcito sofre uma rotagdo dentro do foliculo, trazendo o

nicleo para o local de penetragao do espermatozdide (IWAMATSU, 1994),
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Como caracteristico dos Teleostei (JAMIESON, 1991; MATTEI, 1970), os
espermatozdides de poecilideos ndo possuem acrossoma. Na maioria das
espécies animais, o acrossom, libera o seu conteldo no momento da fecundagéo,
permitindo que o espermatozéide atravesse a zona radiata e atinja a superficie do
ovo. Porém, nas espermatides do Poecilidae Gambusia affinis, ou mesmo nos
espermatozoides ainda presos as células de Sertoli, observa-se uma vesicula
alongada partindo do apice nuclear. Embora esta vesicula ndo persista no
espermatozdide livre, acredita-se que ela seja homdloga do acrossoma
(JAMIESON, 1991). Na tentativa de solucionar esta questdo, testiculos e
espermatozdides presentes na espermateca da fémea de X helleri foram
submetidos a reagbes de imunocitoquimica para detecgdc do antigeno acrossomal
especifico (SAA-1). O SAA-1, que parece estar envolvido na regulagéo da reagéo
acrossémica, foi detectado por meio de anticorpo monoclonal mostrando uma
marcacao restrita a periferia da cabecga do espermatozoide. Este tipo de marcagao
indica imunorreatividade na membrana plasmatica, sendo nela prépria, em sitios
citoplasmaticos a ela associados. E possivel, portanto, que ao invés de um
acrossoma compacto como em mamiferos, existam microvesiculas no citoplasma
da cabega do espermatozoide dos Poecilidae e talvez de outros Teleostei, que
contenham enzimas liticas do tipo das hialuronidases (BREUCKMANN &
BRUCKER, 2002).

7.2. Dinamica e citoquimica da ovogénese e do

desenvolvimento ovocitario

Na ovogénese (sensu GRIER, 2000), as ovogbnias presentes no epitélio
germinativo proliferam por mitose formando conjuntos de células habituaimente
conhecidos como ninhos, e ao entrarem em meiose, ddo origem aos ovocitos. Os
ovocitos se mantém em dipléteno e, acompanhados por células de origem epitelial
(pré-foliculares), abandonam os ninhos, submergem no tecido conjuntivo das

lamelas, e formam os foliculos nos quais entram em crescimento primario.
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Durante o desenvolvimento, os ovocitos em diferenciacao sofrem inumeras
modificacbes que resultam na extrema especializagdo do gameta maduro
(FRANCOLINI et al., 2003). O critério para classificacdo das diferentes etapas de
desenvolvimento dos ovoécitos tem por base as modificagbes que ocorrem no
nicleo, no citoplasma e nos envoltérios ovocitarios, e varia conforme os autores
(YAMAMOTO, 1956; BEGOVAC & WALLACE, 1988; BAZZOLI & RIZZO, 1990;
ELORDUY-GARAY & RAMIREZ-LUNA, 1994; TYLER & SUMPTER, 1996;
GRIER, 2000).

Descrito no Poecilidae X. helleri, o desenvolvimento ovocitario foi
classificado em duas etapas: hiperplasia de organelas e vitelogénese (AZEVEDO,
1976). Em X. maculatus (presente ftrabalho), no entanto, foram considerados
nessa descricio os grandes periodos de desenvolvimento ovocitario,
compreendendo o crescimento primario (pré-vitelogénese), o crescimento
secundario (formacdo das vesiculas corticais e vitelogénese) e a maturagdo final
(migragdo do ndcleo para o pélo animal). Estes grandes periodos refletem com
maior fidelidade os eventos bioldgicos que ocorrem nestas células germinativas
(AZEVEDO, 1976; TYLER & SUMPTER, 1996; GUIMARAES & QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2001; GRIER, 2002).

7.2.1. As ovogbnias

Em X. maculatus, como nos demais teledsteos, as ovogdnias s&o as
menores células da linhagem germinativa feminina (BAZZOL| e RIZZO, 1990;
TYLER & SUMPTER, 1996). S&o encontradas esparsas no epitélio germinativo ou
junto dele no estroma ovariano subjacente, sempre agrupadas em ninhos, e
associadas a células pré-foliculares (GRIER, 2000; FRANCOLINI et al., 2003;
RAVAGLIA & MAGGESE, 2003). Apresentam citoplasma escasso contendo
muitas mitocondrias arredondadas e pequena quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso. O nicleo é grande, oval, descompactado e fracamente
baséfilo, com nucléolo Gnico e fortemente basofilo (DROLLER & ROTH, 1966;
FLORES & BURNS, 1993). Apesar do nucléolo muito desenvolvido, a atividade de
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sintese protéica vinculada a membrana deve ser baixa neste tipo celular, dada a
pequena quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso presente no citoplasma
(GUIMARAES & QUAGIC-GRASSIOTTO, 2001).

7.2.2. Os ovdécitos primordiais

Os ovocitos, células meidticas oriundas das ovogbnias, ao se
desprenderem dos ninhos, carregam consigo células de origem epiteliai que os
envolvem. As células pré-foliculares gue circundam o ovocito sintetizam a
membrana basal ao redor do foliculo em formacéo, e células indiferenciadas no
estroma ovariano associam-se ao foliculo recém-formado. Estas Ultimas se
diferenciam constituindo as duas camadas da teca, interna e externa. Nesse
ponto, o foliculo ovariano esta completamente formado (WALLACE & SELMAN,
1981; SELMAN & WALLACE, 1989; GRIER, 2000; RAVAGLIA & MAGGESE,
2002; QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003).

Os ovdcitos nos foliculos recém-formados caracterizam-se pela presenca
de complexos sinaptonémicos no ndcleo e pela localizacdo perinuclear das
organelas citoplasmaticas (DROLLER & ROTH, 1966; BEGOVAC & WALLACE,
1988; SELMAN & WALLACE, 1988). Nestes ovécitos, o material granular de
origem nuclear migra para o ooplasma através do complexo de poros (GURAYA,
1986) onde se associa com as mitocdndrias (GURAYA, 1986; FRANCOLINI et al.,
2003; presente trabalho). Durante os estadios iniciais de desenvolvimento, o
ovécito parece uma célula relativamente indiferenciada com citoplasma basofilico
devido a presenga de polirribosomos, e pobre em organelas membranosas, exceto
pela grande quantidade de mitocdndrias (ABDALLA & CRUZ-LANDIM, 2003).
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7.2.3. O crescimento primario

Durante o crescimento primario ocorre a proliferagdo de organelas
membranosas e, com o avango do desenvolvimento, o ovécito torna-se mais
volumoso. O aumentc no volume do ovocito decorre do acumulo de RNA e
proteinas no ooplasma (SELMAN & WALLACE, 1989). Nesse momento, um
namero variavel de nucléolos (BAZZOLI & RIZZO, 1990), normalmente grandes,
localizam-se perifericamente no nicleo, e indicam a intensa atividade de
transcricdo de RNA ribossomal, caracteristica dessa fase do desenvolvimento
(GUIMARAES & QUAGIO-GRASSIOTTO, 2001). A morfologia desses nucléolos
pode variar com o desenvolvimento ovocitario, e eles podem apresentar-se
compactos, arredondados, em forma de anel, ou ainda, com regiao fibrilar e
granular evidentes (DROLLER & ROTH, 1966; AZEVEDQ, 1976; BAZZOL! &
RIZZO, 1990). Taxas mais elevadas de sintese e exportagéo de material nucleolar
parecem ocorrer quando nucléolos em forma de anel sdo formados {(AZEVEDO &
COIMBRA, 1980).

A membrana plasmatica do ovécito torna-se pregueada, e na base das
microvilosidades, observa-se presenca de vesiculas contendo material eletron-
denso que ira constituir a zona radiata (FRANCOLINI et al., 2003).

No citoplasma dos ovécitos de X. maculatus, vesiculas assumem um
contetido castanho-amarelado pela técnica do tetroxido de ésmic em tampéo
imidazol. O tampéo imidazol estabiliza os lipidios neutros que seriam extraidos no
processamento histolégico, permitindo que sejam impregnados pelo tetroxido de
Ssmio. No material a fresco, estas mesmas vesiculas séo fortemente coradas pelo
Sudan Black, confirmando o seu conteGdo lipidico. Outras técnicas empregando
tetroxido de 6smio em associagdo com o bicromato de potassio, tém detectado a
presenga de lipidios neutros nos ovocitos em crescimento  primario
(SARASQUETE et al, 2002). As gotas lipidicas sdo as primeiras estruturas
vitelogénicas que surgem no citoplasma ovocitario e precedem o aparecimento
dos globulos de vitelo (RAVAGLIA & MAGGESE, 2002; SARASQUETE et al.,
2002; FRANCOLl‘Nl et al., 2003; presente trabalho). No final do crescimento
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primério, vesiculas fortemente PAS+, indicio da presenca de polissacarideos
neutros, surgem inicialmente préximas ao nucleo, e depois se dispersam pelo

citoplasma (presente trabalho).

7.2.4. O crescimento secundario

Durante o crescimento secundario, o ovocito aumenta muito em tamanho,
devido ao acumulo de nutrientes na forma de globulos de vitelo (FRANCOLINI et
al., 2003) preparando-se para a reproducdo (GUIMARAES & QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2002).

Nos ovocitos de X, macufatus em crescimento secundario inicial a
incorporagao de lipidios ndo é interrompida, e vesiculas citoplasmaticas continuam
respondendo ao Sudan Black e a técnica do tetréxido de 6smio em fampéo
imidazel. Outras vesiculas contendo polissacarideos acidos e/ou neutros mostram-
se fortemente coradas pelo Alcian Blue pH2.5 e pelo PAS, fracamente coradas
pelo PAS, ou ainda ndo se coram, nem pelo Alcian Blue pH2.5 e nem pelo PAS. A
auséncia de coloragao pelo Alcian Blue pH2,5 e pelo PAS sugere, para essas
vesiculas um provavel contetdo lipidico que deve ter sido removido nos
procedimentos rotineiros de fixagdo. Outras vesiculas, ainda mostram apenas um
granuio, ou regido central fortemente corada. As vesiculas PAS positivas s&o
numerosas e tém diferentes tamanhos.

Na microscopia eletrnica de transmissao, vesiculas claras, ou com um
granulo elétron-denso ou eletron-densas fundem-se umas as outras, formando
vesiculas cada vez maiores, que por sua vez devem contribuir para a formacgao da
massa central compacta de vitelo.

As vesiculas com granulo densc ou corado, que circundam o ocoplasma
periférico no Poecilidae ovoviviparo, L. reticulatus, supostamente correspondem
ao alvéolo cortical (DROLLER & ROTH, 1966). Porém, vesiculas corticais,
parecem néo estar presentes nos Poecilidae ovoviviparos do género Xiphophorus
(PENNA, 1986; presente trabalho). A ndo ocorréncia de alvéolo cortical tipico em

peixes viviparos pode ser uma estratégia do processo reprodutivo em que a
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fertiizacdo e desenvolvimento interno do embrido dispensariam a
impermeabilizagdo do ovo. Por outro lado, as diferentes familias de peixes
oviparos podem apresentar diferentes padrbes de organizagéo e disposigdo do
alvéolo cortical (BAZZOLI & GODINHO, 1994).

A origem das vesiculas corticais tem sido atribuida a diferentes
componentes celulares (GURAYA, 1986). Supbe-se que possuam um conteudo
glicoprotéico e que sua formagdo resulte da acao do reticulo endoplasmatico
rugoso na produgéo de componentes protéicos e glicosilacdo inicial, que por sua
vez seriam transportados para o complexo de Golgi onde o componente
polissacaridico é processado (NAGAHAMA, 1983; BAZZOLI & GODINHO, 1954).
Essa fase do desenvolvimento, denominada de ovécito com alvéolos corticais nos
peixes oviparos, (BAZZOLI & RIZZO, 1990), parece nao ocorrer em X. maculatus.

Na seqiéncia do crescimento secundario, inicia-se a vitelogénese, com a
incorporagdo do vitelo que ocorre a partir da periferia do ovocito e se deposita
progressivamente entre as vesiculas existentes no citoplasma (RIDEOUT et al.,
1999). O vitelo resulta do processamento da vitelogenina, uma proteina sintetizada
nos hepatécitos de fémeas sob agdo de estrogenos, que é transportada para o
ovario através da corrente sanguinea, sendo internalizada por micropinocitose
seletiva e processada no interior dos ovocitos para formar os globulos de vitelo
(DROLLER & ROTH, 1966; SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER & SUMPTER,
1996). Nesta etapa do desenvolvimento, as vesiculas PAS+ deixam de ser
visualizadas. O seu contelido de natureza glicidica aparentemente agrega-se aos
granulos de vitelo em formagéo e torna-se parte do vitelo que & PAS+
Alternativamente, poderiam tratar-se de vesiculas contendo enzimas hidroliticas
oriundas do Golgi e que, incorporadas aos grénulos, seriam utilizadas no
processamento da vitelogenina presente no vitelo recém-pinocitado. Ainda nestes
ovocitos, o ooplasma periférico & acidéfiio e ocupado por varias organelas
citoplasmaéticas. A intensa atividade de transporte na regiéo poderia justificar este

posicionamento.

103



Em peixes oviparos, o aumento na deposi¢cdo dos gldbulos de vitelo nos
ovocitos em vitelogénese atinge a regidao central do ovocito deslocando as
vesiculas corticais em diregdo a periferia, levando a formagdo dos alvéolos
corticais {(SELMAN & WALLACE, 1989; BAZZOL! & RIZZO, 1990; BAZZOL! &
GODINHO, 1894; RIDEOUT et al., 1999; RAVAGLIA & MAGGESE, 2002). Com a
deposicdo do vitelo, as organelas citoplasmaticas sfo deslocadas para o
ooplasma periférico (FRANCOLINI et al., 2003; presente trabalho), dispondo-se
entre os glébulos de vitelo e as gotas lipidicas.

Nos ovécitos vitelogénicos de X, maculatus (presente trabalho), tantc a
massa de vitelo quanto os glébulos de vitelo que ainda estdo sendo incorporados
respondem fortemente ac fast green, xylidine ponceau e ao PAS, mas néao
respondem a coloragdo para polissacarideos acidos (Alcian Blue pH2.5). Reagtes
positivas ao fast green, xylidine ponceau, PAS e Sudan Black indicam a presenca
de lipidios, glicolipidios e glicoproteinas neutras na composi¢do do vitelo. A
presenca de complexos polissacaridios-lipidios-proteina constituindo os gldbulos
de vitelo dos ovoécitos € comum aos teledsieos dos mais diferentes taxa (van den
HURKE & PEUTE, 1985; SARASQUETE et al.,2202), incluindo os teledsteos
neotropicais (BAZZOLI & RIZZ0, 1890; BAZZOLI et al., 19986).

Os ovécitos em vitelogénese avangada apresentam citoplasma aciddfilo,
constituido por uma massa homogénea resultante da fusdo dos gidbulos de vitelo
(BAILEY, 1933; DROLLER & ROTH, 1966; AZEVEDOQ, 1976; presente trabalho). A
fusdo pode, no entanto, restringir-se somente a zona central do ovdcito
(AZEVEDO, 1976). Neste periodo, a incorporagdo de globulos de vitelo ainda
pode ser observada na periferia do ovécito (DROLLER & ROTH, 1966; AZEVEDO,
1976, presente trabalho). Nos Poeciliidae do género Xiphophorus, o vitelo central
é envolto por uma camada periférica de gotas lipidicas com tendéncia a confluir
(PENNA, 19886; presente trabalho).

Com o intenso crescimento do ovdcito, a relagdo nucleo/citoplasma diminui
ainda mais e nessa fase, o dobramento da superficie ovocitaria diminui
(DROLLER & ROTH, 1966).

104



7.3. Morfometria dos ovocitos

O aumento no didmetro do ovécito no decorrer do desenvolvimento se deve
principalmente ao acumulo de vitelo e € atestado pelos valores tomados no inicio
e ao final do processec, que mostram ser este aumento da ordem de 25 vezes em
X. macufatus. No entanto, em vitelogénese avangada o ntcleo tende a se deslocar
para o polo animal. Como o referencial para a mensuragdo € ¢ nucleo central, a
medida dos ovoécitos no final do processo pode n&o corresponder ao didmetro real
(KOBAYASHI & IWAMATSU, 2002; presente trabalho). MensuragGes realizadas a
partir de cortes de ovocitos em vitelogénese avangada, nos quais o nucleo muitas
vezes nao € visivel, podem ndo corresponder ao real didmetro do ovocito
(KOBAYASHI & IWAMATSU, 2002). Na tentativa de sanar o problema, e obter um
valor mais proximo do real, ovocitos integros de X. maculatus (presente trabalho)
nesse estadio de desenvolvimento foram mensurados em microscopia

estereoscopica.

7.4. Formacgao, citoquimica e morfometria da zona radiata

A formacdo da zona radiata, as modificagbes estruturais que ocorrem nas
células foliculares e na superficie ovocitaria, assim como as caracteristicas da
membrana basal e teca, acompanham o desenvolvimento ovocitario.

Os ovécitos no inicio do crescimento primario sao envoltos por uma camada
Unica de células pavimentosas, derivadas de células somaticas pré-foliculares
(BEGOVAC & WALLACE, 1988; GRIER, 2000). As células foliculares sdo unidas
na regido baso-lateral por estruturas juncionais, repousam sobre uma membrana
basal, delimitam uma luz e ndo sdo vascularizadas. Preenchem, portanto, os
requisitos que caracterizam um epitélio (GRIER, 2000).

Nestes ovdcitos, no espacgo entre o colema e a superficie apical das células

foliculares, tem inicio a deposicdo de substdncia de natureza amorfa, que
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constituira a zona radiata. As substdncias s&o depositadas entre as
microvilosidades formadas a partir do ovécito e das células foliculares (DROLLER
& ROTH, 1966; ANDERSON, 1967; AZEVEDO, 1976; SELMAN & WALLACE,
1989: RIEHL & GREVEN, 1993; QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003; e
presente trabalho). Assim, formam-se os canais-poro, arranjados de maneira
ordenada e ocupados pelas microvilosidades ovocitarias (FRANCOLINI et al,,
2003).

Com o desenvolvimento, a superficie do ovdéciio torna-se intensamente
pregueada, formando invaginagbes profundas (DROLLER & ROTH, 1966;
presente trabalho), numa suposta preparagdo do ovécito para a entrada de
proteinas do vitelo extra-ovariano (DROLLER & ROTH, 1866). Esse aspecto se
reflete na conformacgéo estrutural da zona radiata que se torna ondulada. Uma
acomodagdo das células foliculares, que se apresentam ora pavimentosas, ora
clbicas, (DROLLER & ROTH, 1966; AZEVEDO, 1978; presente trabalho), parece
ser conseqiéncia desta alteracdo. Variagbes na forma das células foliculares ao
longo do desenvolvimento ovocitdric sdo relatadas por varios autores
(NAKAMURA et al., 1993; RIZZO & BAZZOLI, 1993; NAKASHIMA & IWAMATSU,
1994; BENJAMIN, 1996; FRANCOLINI et al.,, 2003), e podem ocorrer num mesmo
ovocito (BENJAMIN, 1996). Nessa etapa do desenvolvimento, a zona radiata é
constituida de camada Unica de substincia amorfa e elétron-densa, e possui
numerosos poros ocupados pelas microvilosidades (DROLLER & ROTH, 1966;
AZEVEDOQ, 1976; presente trabalho).

Durante o crescimento secundario inicial e intermediario, a zona radiata dos
ovécitos de X. maculatus & positiva ao Alcian Blue pH2.5, e deixa de responder a
este corante nos ovacitos vitelogénicos. Essa positividade pode ser provocada
pela passagem de moléculas para o interior do ovo. Apesar da presenca de
glicoconjugados &cidos na zona radiata de X. maculatus em algumas fases do
desenvolvimento, os principais componentes dessa estrutura séo glicoproteinas
neutras, que respondem fortemente ao fast green pH2.5 e ao PAS (presente

trabalho), e que parecem estar amplamente distribuidos entre os teledsteos (van
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den HURKE & PEUTE, 1985; BAZZOLI & RIZZO, 1980; CHINI et al., 2007;
GARCIA et al., 2001; SARASQUETE et al., 2002). Algumas vezes, essas
substancias mostram uma distribuicdo preferencial, com polissacaridecs mais
concentrados na camada externa, enguanto a interna € rica em proteinas
(TESORIERQG,1977b).

Estudos histoquimicos da zona radiata de diferentes espécies de peixes
forrageiros mostram, ainda, que a camada externa da zona radiata pode conter
glicoconjugados acidos carboxilados, ou mesmo glicoproteinas ricas em acido
sidlico (BAZZOLI et al., 1996).

Embora a composicdo da zona radiata e suas caracteristicas bioquimicas
tenham sido definidas para alguns teledsteos (NAGAHAMA, 1983; BEGOVAC &
WALLACE, 1989; BAZZOLI, 1992), sua origem ainda ¢é controversa. A
responsabilidade pela sintese, deposicdo e associagio dos componentes da zona
radiata tem sido atribuida ao ovécito (ANDERSON; 1967, TESORIERO 19774,
1977b, 1978;: BEGOVAC & WALLACE; 1989; RIZZO & BAZZOLI, 1991). Por outro
lado, além da participacdo das células foliculares (WOURMS, 1976), supbe-se que
alguns componentes protéicos da zona radiata tenham origem extra-ovariana
(HAMAZAKI, 1989; HYLNNER & HAUX, 1992; OPEN-BERNTSEN et al., 1992).

No final do desenvolvimento ovocitario, o nimero de poros da zona radiata
e as microvilosidades que partem das células foliculares diminuem (GROOT &
ALDERDICE, 1985; MATSUYAMA et al., 1891; RAVAGLIA & MAGGESE, 2003;
presente trabalho). As células foliculares retraem seus prolongamentos deixando
os canais-poros (SELMAN et al, 1993) que se tornam as vezes vazios
(KOBAYASHI, 1985; SCHMEL & GRAHAM, 1887; BAZZOLI & RIZZO, 1992;
NAKASHIMA & IWAMATSU; 1994).

No final da vitelogénese, a zona radiata é constituida por duas camadas e
apresenta aspecto linear, sendo mais espessa que na fase anterior (presente
trabalho).

Nos Teleostei em geral, e conseqlientemente em X. maculatus, a altura das

células foliculares e a espessura da zona radiata aumentam ao longo do
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desenvolvimento ovocitario, enquanto a espessura da membrana basal diminui.
Relatos isolados informam, no entanto, que a espessura da zona radiata pode
diminuir durante este periodo (FORMACION et al., 1993). Comparada as especies
oviparas, a zona radiata em X. maculatus € bastante delgada, caracteristica
compartilhada pela maicria dos ovocitos das espécies viviparas. Esse fato pode
estar relacionado a viviparidade(RIEHL & GREVEN, 1990: RIEHL & GREVEN,
1993), em que o desenvolvimento do embrido ocorre em ambiente mais protegido
(RIEHL & GREVEN, 1993). Desse modo, uma zona radiata delgada facilitaria a
troca mais efetiva de gases, enquanto uma zona radiata espessa proporcionaria
protegdo fisica contra exigéncias ambientais exiernas, situacdc normalmente
observada em espécies oviparas (BAZZOLI & GODINHO, 1994). Este fato pode
também justificar a provavel auséncia de rea¢ao cortical nos peixes viviparos.
Especificamente em X. maculatus (presente trabalho), a espessura maxima

atingida pela da zona radiata é da ordem de 0,4 um. Dados anteriores informam,

no entanto, que a zona radiata em X. maculatus pode atingir 0,8 um de espessura
(EHARDT & GOTTING, 1970 - apud RIEHL & GREVEN, 1993). Interferéncias dos
metodos de preparo do material para analise podem eventualmente responder por
conflitos desta ordem. Dados mais conclusivos dependeriam, portanto, de um
procedimento comparativo que utilizasse exemplares dos especimes de ambos os
estudos, submetidos rigorosamente as mesmas condicdes de preparo — fixago,
meio de inclusao.

Por outro lado, em X. maculatus, a diminuigdo de espessura da membrana
basal nos ovodcitos maduros (presente trabalho) indica que seu processo de
sintese, intenso durante os crescimentos primario e secundario, se desacelera na
maturacao final, situagao em que o aumento do didmetro do ovécito levaria ao
estiramento da estrutura com consequente diminuigdo da sua espessura. Situagao
similar pode ocorrer com a zona radiata, justificando a redugéo de sua espessura

no final da maturagéo ovocitaria.
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7.5, O epitélio folicular

Durante o crescimento primario, o citoplasma das células foliculares contém
ribossomos livres, poucas mitocondrias, e nlcleo alongado e descompactado, e
ndo forma microvilosidades (CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1989, QUAGIO-
GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003; presente trabalho). Com o desenvolvimento
do ovécito, ocorrem nessas células mudangas morfoldgicas acompanhadas pelo
aumento das organelas envolvidas no suporte e na sintese de proteinas, como
mitocondrias, ribossomos, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi
(GURAYA, 1986, CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING 1989, QUAGIO-
GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003; RAVAGLIA & MAGGESE, 2003; presente
trabalho).

Em X. maculatus (presente trabalho), essas células sdo unidas por
estruturas juncionais localizadas na extremidade baso-lateral e interdigitagoes no
restante da sua superficie de contato. Considerando a sua natureza epitelial, a
presenca de complexos juncionais seria uma caracteristica das células foliculares
e, portanto, sempre presentes neste tipo celular em Teleostei dos mais diferentes
taxa (GRIER, 2000; QUAGIO-GRASSIOTTO & GUIMARAES, 2003; RAVAGLIA &
MAGGESE, 2003).

Relatos informam, no entanto, que ao final da ovogénese as celulas
foliculares podem ndc apresentar nenhum tipo de estrutura juncional
(KOBAYASHI, 1985). N&éo se descarta a sua ocorréncia durante a ovogénese
(KOBAYASHI, 1985), pois como estruturas dindmicas essas jungdes podem ser
desfeitas e novamente restabelecidas ao longo do processo (KOYA et al.,1997).

Nos ovécitos maduros, a forma das células foliculares e variavel mesmo em
espécies pertencentes a uma mesma familia. Nos Poecilidae, os relatos em L.
reticulatus as apontam como pavimentosas (DROLLER & ROTH,1966), e em X.
helleri como clbicas (AZEVEDOQ,1976), sendo prismaticas em X. maculatus.

Nos foliculos vazios de X. maculatus (presente trabalho), imediatamente

ap6s o parto, as células foliculares continuam presas por complexos juncionais
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que se mantem inclusive durante a gestacdo. Diferentemente do periodo de
desenvolvimento ovocitario, em que as jungbes tinham uma localizagdo baso-
lateral, agora as jungdes se concentram na regidc apical, enquanto no restante da
superficie lateral o contato entre ceélulas adjacentes se faz por inimeras

interdigitagdes .

7.6. Recuperacao ovariana pds-parto

O estudo de aspectos morfolégicos da recuperacgdc ovariana pds-parto em
condicbes laboratoriais controladas e sob acdo do tratamento com horménio de
crescimento em exemplares de X. maculatus, vem preencher uma das facunas no

conhecimento da biologia reprodutiva desta espécie.

7.6.1. Imuno-histoquimica

A estrutura do hormdnio de crescimento € altamente conservada ao longo
da evolugdo dos vertebrados, porém aquela dos teledsteos diverge
consideravelmente daguela dos peixes primitivos e dos vertebrados superiores
(HAYASHIDA & LAGIOS, 1969; HAYASHIDA, 1970; FARMER et al., 1981 apud
VISSIO et al., 1996).

Em X. maculatus, justificativas para a auséncia de marcacao poderiam ser
vinculadas a quantidade de hormdnio presente no 6rgdo, ja que nem mesmo o
tratamento dos animais com o hormdnio de crescimento permitiu a obtengdo de
uma resposta positiva. Uma explicaggdo alternativa poderia, portanto, advir da
natureza quimica deste horménio que & glicoprotéico, tem meia-vida bastante
curta, e rapida metabolizagdo pelo organismo. Conira-prova clara € obtida tanto
pela marcac¢do positiva de hipdfise de peixe, quanto pela auséncia total de imuno-
marcacdo dos controles negativos na omissdo do anticorpo primario somente, e
dos anticorpos primario e secundario.
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Mesmo a recuperacao antigénica ndo logrou uma resposta positiva. A
recuperacdo antigénica expde sitios que poderiam estar mascarados pelo
processo de fixagdo (SHI et al,, 2001).

Além disso, uma possivel remoc¢do do hormdnio péias passagens
sucessivas em banhos de agua e alcool durante as etapas de fixagao e incluséo,
ndo pode deixar de ser considerada.

Como ndo ha evidéncias de sintese e secregdo de horménio de
crescimento pelos ovérios de peixes, um procedimento alternativo na busca dos
efeitos do horménio de crescimento sobre o ovario seria a imuno-marcagéo
visando os receptores deste hormdnio. Em truta, os receptores para horménio de
crescimento estdo presentes no ovario ao longo de todo o ciclo reprodutivo. Este
hormdnio é importante durante o recrutamento ovocitario, vitelogénese e
maturacdo folicular (VAN DER KRAAK et al.,1990; GOMEZ et al.,1999a), com os
seus niveis mais altos ocorrendo no periodo pré-ovulatorio (GOMEZ et al., 1999b).
No testiculo deste mesmo animal, os receptores para hormdnio de crescimento
também estdo presentes durante todo ciclo reprodutivo, ocorrendo em maior
concentragdo nas células somdticas, principalmente nas células de Sertoli
(GOMEZ et al, 1998). Nos ovéarios da tilapia Orechromis mossambicus,
(KAJIMURA et al, 2004) os receptores para este hormdnio presentes no
citoplasma e no nicleo de ovdcitos jovens, passam a se concentrar nas celulas
foliculares e tecais de ovdcitos vitelogénicos. Neste caso, a detecg¢do da presenga
desses receptores no ovario poderia permitir a sua quantificagdo frente a
diferentes situacdes experimentais, seja durante ou mesmo apés o periodo de
tratamento. Um empecitho para os procedimentos em peixes é o fato de que no
mercado © Unico anticorpo existente & contra o receptor de hormoénio de
crescimento humano. Diferengas entre estes receptores nas diferentes classes de
animais poderiam, no entanto, levar a respostas negativas. Porém, o horménio de
crescimento humano se liga fortemerite a todos os receptores identificados em

diferentes classes de vertebrados (NICOLL et al., 1986), sugerindo a conservagao

i1



estrutural e funcional desses receptores durante a evolugdo dos vertebrados
(CALDUCH-GINER et al., 2000; LEE etal., 2001).

7.6.2. Os ovarios pés-parto

Em X. maculatus, nos ovarios pos-parto, sdo encontrados ovocitos em
todos estadios de desenvolvimento independentemente do periodo de coleta
considerado. Os ovocitos vitelogénicos iniciais e avancados devemn iniciar seu
amadurecimento durante a gestagao, e acumular vitelo para a gestacido seguinte.
Resultados semelhantes foram relatados em Gambusia affinis (Poecilidae)
mantidos em condi¢des controladas entre dois partos sucessivos (KOYA et al,,
1998). Porém, considerando que os ovarios de X maculatus encontram-se
desorganizados e repletos de foliculos vazios resultantes do parto, € possivel que
estes ovocitos ndo sejam fertilizados. Ao que parece, a involugdo dos foliculos
vazios, além da reorganizagdo e preparagdo dos ovarios, deve preceder uma nova
gestagdo, pois a quantidade de foliculos atrésicos no periodo pds-pario € grande.
A guantidade de foliculos atrésicos parece ser varidvel dependendo da espécie
estudada. S&o mais frequentes em G. affinis (KOYA et al., 2000) que em outros
poecilideos, especialmente em Poecilia reticulata (LAMBERT, 1970), onde
ocorrem numa freqliéncia relativamente baixa.

Em X. maculatus, tanto no grupo-controle quanto no grupo tratado com
hormdnioc de crescimento, alguns embrides ainda permaneceram nos ovarios. A
despeito do aspecto corporal das fémeas que ja haviam concluido o parto, algum
filhote pode ter permanecido no ovario aguardando o momento do parto ou
mesmo nao ter sido eliminado. Como ndo & relatada a ocorréncia de superfetagao
para a especie (CONSTANTZ, 1989), estes embrides provavelmente serdo
reabsorvidos pelo organismo materno.

Nas fémeas submetidas ao fratamento com horménio de crescimento que
os eventos de atresia sdo mais duradouros. Supostamente, o tratamento hormonal
associado ao estresse do manejo poderiam ser responsavelis pelo efeito

detectado. Esses resultados podem ser associados aos menores valores de Ky e
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K, desse grupo, se comparados aos animais do grupo-controle, cujas diferengas
sio estatisticamente significativas. Porém, o estresse resultante do manuseio,
anestesia e administracdo do hormdnio nas fémeas, e gque poderia estar
determinando uma pior condigdo nesses animais, nao pode ser olvidado. Assim, a
afirmativa de que as fémeas podem reabsorver ovocitos maduros se as condigbes
ambientais tornarem-se indesejaveis, poderia, se generalizada, abranger também
ovécitos nas demais etapas da vitelogénese (BURNS et al., 1897).

Efeitos especificos do hormdnio de crescimento sobre a reprodugdo ainda
ndo sdo claros. Estudos sugerem que o horménio influencia a regulagéo gonadal,
o controle da producdo ovariana de IGF-1na estimulacéo da produgéo de estradiol
e a aceleragdo do desenvolvimento ovocitario (LE GAC, 1993). Nos peixes, 0
papel do horménio de crescimento na maturagdo ainda nao esta claro, uma vez
que seus niveis encontram-se mais elevados tanto durante o periodo de
crescimento gonadal quanto no periodo de vitelogénese exogena (BJORNSSON
et al., 1094). Sabe-se que o hormdnio de crescimento aumenta o efeito
estimulador de baixas doses de estradiol sobre os niveis plasméaticos de
vitelogenina (LE GAC, 1993). Em mamiferos, o hormdnio de crescimento parece
ndo ter qualquer efeito na eficiéncia da espermatogénese (SANTOS et al., 1999).
No entanto, muitos dos resultados sdo contraditérios e podem ser reflexo de
diferentes respostas das gdnadas em fung&o do estadio de maturagéo e do uso de
diferentes doses hormonais. Se o horménio de crescimento € essencial para a
puberdade, gametogénese ou fertilidade ainda € questdo em debate (LE GAC,
1993).

Além disso, os valores circulantes de hormdnio de crescimento para as
diferentes espécies de peixes, em condigbes fisiologicas distintas, néo sdo
conhecidos. Com isso, um tratamento adotado para uma espécie pode ndo ser o
mais adequado para outras. Assim, metodologia proposta por SEIDELIN &
MADSEN (1999) e por BALSISSEROTO (2002), com uma dosagem de 2 ug/g de
peso vivo, e adotada neste trabalho, nido foi eficaz em acelerar a recuperagao

ovariana pos-parto em X, maculatus, mas pode ter influéncia na atresia folicular.
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7.6.3. A atresia folicular

A atresia folicular € um processo freqlentemente observado nos ovarios de
vertebrados, em condigdes naturais ou experimentais (SAIDAPUR, 1978). Durante
este processo, 0s ovocitos regridem, passando por vérias fases de degeneracio e
reabsorgdo (LAMBERT, 1970). A atresia pode ser induzida por diferentes fatores,
tais como estresse, jejum, agentes toxicos, luz, temperatura, confinamento e
niveis hormonais inadequados (NAGAHAMA, 1983; GURAYA, 1986).

A atresia dos ovocitos secundarios € dita hipertréfica, devido a hipertrofia e
hiperplasia das células foliculares. A que ocorre nos ovdcitos em vitelogénese
lipidica, ou ovocitos primarios, € conhecida como ndo hipertréfica (VIZZIANO &
BEROIS, 1990).

Em X. maculatus, a atresia atingiu os ovdcitos em crescimento secundario e
foi mais intensa nas fémeas tratadas. Estresse e niveis hormonais tém sido
apontados como fatores determinantes na atresia ovocitaria (NAGAHAMA, 1983).

As alteracdes morfoldgicas observadas durante a atresia foram comparadas
com as caracteristicas dos ovocitos normais. Apesar da atresia folicular ser um
processo continuo e dindmico reconhece-se na sua evolugdo quatro etapas bem
determinadas (LAMBERT, 1970; BAZZOLIl & RIZZ0O, 1995; RIZZO & BAZZOLI,
19895; RIZZO & BAZZOLI, 1997, MIRANDA et al., 1999) que também se sucedem
durante a atresia folicular em X. maculatus. Na primeira, ocorre hipertrofia de
células foliculares e degeneragdo ovocitaria, com as células foliculares e as da
teca penetrando o ovoécito; na segunda, o ovécito desaparece e sua cavidade e
preenchida por celulas foliculares que sao agora bastante numerosas; a terceira é
marcada pela acentuada diminuicdo de tamanho do foliculo e acumulo de
pigmento castanho-amarelado; e a Gltima, caracteriza-se pela continua diminuigéo
de tamanho e permanéncia no ovario, por longos periodos, de um grupo de
células com granulos castanho-amarelados.

Além da participacdo das células foliculares hipertrofiadas no processo de
reabsorgao do vitelo, os vasos sanguineos da teca que aumentam em ndmero

também t&m uma atuacdo ativa nesse processo (LANG, 1981a; BAZZOL! &
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RIZZO, 1995). Durante a atresia folicular em X. maculatus, o tecido conjuntivo que
circunda o ovécito em degeneracdo torna-se ricamente vascularizado e eosinofilos
conduzidos a estes sitios pelo aumento da vascularizagac local estdo presentes
desde as etapas iniciais do processo. Outros relatos, a despeito de coincidentes
no que se refere ao aumento da vascularizagdo, registram a presenca de
granulécitos ativos proximos a foliculos atrésicos somente no estadio final de
reabsorcdo (MIRANDA et al., 1998). Sugere-se ainda, que os eosindfilos também
teriam uma acdo sinérgica com as células foliculares no processo de reabsorgéo
folicular, invadindo o ovacito em atresia e liberando seus granulos que contém
enzimas liticas (BESSEAU & FALIEX, 1994).

Em X maculatus (presente estudo), os eosindfilos s&o encontrados em
maior nimero nas fémeas tratadas com o hormoénio de crescimento do que
naguelas mantidas em condigdes controladas. Os eosindfilos s&o fonte importante
de numerosos fatores de crescimento e citocinas, e s&o rapidamente mobilizados
por macrofagos. Eles liberam mediadores inflamatérios que controlam o
recrutamento leucocitario, a degradagdo da membrana basal e a angiogénese
(REIBIGER & SPANEL-BOROWSKI, 2000). Em bovinos, os eosindfilos atuam na
degradagdo da parede folicular no momento da ovulago e tém influéncia na
neovascularizacdo do corpo liteo (ROHM et al., 2002). Em peixes, baixas doses
de horménio de crescimento induzem resposta proliferativa dos leucdcitos do
sangue periférico (SAKAI et al., 1996b) e aumentam significativamente o indice de
fagocitose (SAKAI et al.,, 1996a; SAKAI et al., 1997; NARNAWARE et al., 1997).
Estes relatos constituem um forte indicio de que o horménio de crescimento possa
atuar como um fator ativador de fagocitose. A aposigio desses dados com a maior
duracdo da atresia folicular e o maior nimero de eosindfilos que ocorrem no local,
nas fémeas de X, maculatus tratadas com o hormdnio de crescimento, condizem
com a idéia de que este horménio atue como um fator ativador de fagocitose.

Os leucocitos de peixes estdo envolvidos na resposta imune néo-especifica.
Eles aumentam muitoc em nGmero nas primeiras 24 horas apés o peixe ter

passado por estresse; porém, sua viabilidade decresce drasticamente apos 48
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horas (SECOMBES, 1996). Em X. maculatus (presente trabalho), apesar de ndo
avaliados quanto a sua viabilidade, os eosindfilos ocorrem em grande nlmero
durante todo o periodo analisado. Estudos in vivo e in vitro tém mostrado que
macrofagos e granulocitos (neutrdfilos e, em alguns casos, eosindfilos) de peixe
sdo fagociticos e englobam uma grande variedade de particulas antigénicas e
inertes. Além disso, a fagocitose realizada por macréfagos pode ser dependente
de uma série de fatores, entre eles, as citocinas (SECOMBES, 1996) liberadas por
eosindfilos (REIBIGER & SPANEL-BOROWSKI, 2000). O horménio de
crescimento € um hormdnio que apresenta similaridades estruturais com as
citocinas (SECOMBES, 1996), podendo, entdo, ser ele o ativador dos macréfagos
que por sua vez podem estar recrutando os eosinéfilos para os ovarios.

Em peixes, nos foliculos atresicos, células foliculares hipertrofiadas pela
ingestéo e digestao do vitelo contém numerosos vactolos heterogéneos, inclusdes
eletron-densas como figuras de mielina e lipofuscina, elementos citoplasmaticos
em degeneracdo (MIRANDA et al., 1999), além do préprio vitelo (MIRANDA,
1996), num claro indicativo da atividade fagocitaria dessas células durante a
atresia. Na busca do papel exercido pelas células foliculares no processo de
reabsorgao dos foliculos atrésicos, testou-se a aco destas células frente ao azul
de tripan, porém efn ovocitos vitelogénicos de Astyanax bimaculatus lacustris em
cativeiro. Em resposta, as ceélulas foliculares dos ovoécitos vitelogénicos
incorporaram o azul de tripan injetado na circulagdo, através do fendmeno de
granulopexia, muito conhecido nos macrofagos (BAZZOL! & RIZZ0O, 1995). Por
outro lado, estudos histoquimicos demonstram que a fraca atividade fosfatase
acida de células foliculares de foliculos normais aumenta fortemente durante o
estadio inicial da atresia (LAMBERT, 1970). Estes experimentos indicam que as
suposictes de que as células foliculares ingerem vitelo e tém participacéo ativa no
processo de atresia (LANG, 1981a; BESSEAU & FALIEX ,1994) estavam corretas.

A detecgdo da presenga de enzimas lisosomais (fosfatase acida) nos
foliculos em atresia, considerada como indicativo de processos degenerativos,

conduziu a conclusdo de que os foliculos atresicos ndo produzem hormonios
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esterdides (LAMBERT, 1970). Acredita-se, no entanto, que os foliculos atresicos
ndo teriam eles proprios capacidade esteroidogénica, mas induziriam a
diferenciacdo de células intersticiais do ovario que secretariam hormonios
esteréides necessarios para crescimento, diferenciacdo e maturacdo de foliculos
normais (GURAYA, 19088). A andlise ultra-estrutural de foliculos atrésicos
demonstrou que estas estruturas ndo possuem caracteristicas estercidogénicas
(MIRANDA et al., 1899).

7.6.4. Os foliculos vazios

Os foliculos vazios, estruturas remanescentes nos ovarios apos ¢ parto e
que sdo continuos com o lume do ovério, apresentam um lume amplo e irreguiar,
parede constituida por camada Unica de células foliculares, pela teca e por uma
camada de musculo liso (LANG 1981a; presente trabalho).

As primeiras modificagdes no foliculo apos o parto s80 mecanicas, ou seja,
formam-se dobras no epitélio apds a expulsdo do alevino devido a contragéo da
musculatura lisa presente na teca. Essas dobras diminuem com a regressao do
foliculo (GOLDBERG et al., 1984; FITZHUGH & HETTLER, 1995 presente
trabalho). Em X. maculatus, o lume do foliculo é gradativamente obstruido pela
proliferagdo e hipertrofia de células foliculares, pela liberacdo de restos celulares,
por uma secregdo de natureza aciddfila e PAS+, e pela pressdo exercida pelos
ovécitos em desenvolvimento. A secrecdo observada no interior dos foliculos
parece ser do tipo holdcrina e como este lume comunica-se com o fume do ovario,
& provavel que o material secretado retorne ao tecido ovariano por atividade
pinocitica das células do epitélio ovariano (LANG, 1981b).

Diferenciar foliculos vazios de foliculos atrésicos torna-se dificil a partir
dessa fase (GOLDBERG et al.,, 1984; FITZHUGH & HETTLER, 1995). Em X.
maculatus, um claro marcador para os foliculos atrésicos &€ a presenca de
pigmentos castanho-amarelados, que ndo ocorrem naos foliculos vazios
(LAMBERT, 1970, presente trabalho). A formagdo desses pigmentos pode ser

atribuida a deficiéncia dos lisosomos para a digestdo de lipidios (LANG, 1981a) e
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reconhece-se no seu contetido pigmentado, a presenga de grdos de lipofuscina
(MIRANDA et al., 1999).

Nas espécies em que as células foliculares sdo pavimentosas, durante a
involugdo dos foliculos, estas células hipertrofiam tornando-se prismaticas
(DRUMMOND et al., 2000). As celulas foliculares hipertroficas tém citoplasma
claro e nlcleo grande, com nucléolo evidente, e superficie apical irregular com
varias projecles citoplasmaticas. Os relatos existentes sobre a hipertrofia das
células foliculares dos foliculos vazios mostram que o processo obedece a um
padrdo comum aos diferentes taxa dos teledsteos, seja nos Cyprinodontiformes
(BAILEY, 1933; presente trabalho) ou nos Characiformes (DRUMMOND et al,
2000).

Numa analogia ao processo de atresia folicular (MIRANDA et al., 1999), a
reacdo PAS+ do citoplasma das células foliculares em X. maculatus, alem da
presenga de material elétron-denso em microscopia eletrbnica de transmissao,
constitui um forte indicativo do envolvimento dessas células nos processos
degenerativos que caracterizam a involugdo dos foliculos vazios. Porem,
diferentemente da atresia folicular em que se relata um papel! fagocitico para as
células foliculares, nos foliculos vazios elas podem apresentar atividade
esteroidogénica. Utilizando técnicas ultra-estruturais, histoquimicas e enzimaticas,
VAN DEN HURK & PEUTE (1979; 1985) concluiram que apos a indugdo de
ovulagdo em Clarias gariepinus com injegdes de HCG, os foliculos pos-ovulatorios
jovens (entre 16-28 horas apds a injegdo) sdo capazes de produzir esterdides e
que a atividade fagocitica das células dos foliculos pos-ovulatorios aumenta
progressivamente apés 32 horas da injegdo. Apesar da atividade de sintese néo
ter sido confirmada, em Perca fluviatilis, as células foliculares dos foliculos pds-
ovulatérios apresentam caracteristicas ultra-estruturais de células produtoras de
esteroides (LANG, 1981b). A presenca de gotas lipidicas (GURAYA, 1968; VAN
NASSAUW & CALLEBAUT, 1991) e lipoproteinas difusas (GURAYA, 1968) no

citoplasma constituem outros indicadores do seu envolvimento na
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esteroidogénese. Porém, essas caracteristicas ndo s@o uma constante nos
foliculos pds-ovulatorios dos teledsteos (DRUMMOND, 1996).

Eosindfilos tém sido detectados no lume dos foliculos vazios desde os
estadios iniciais de degeneragio (FITZHUGH & HETTLER, 1995). Porém, em X.
maculatus {presente trabalho), nas fases iniciais de involugio dos foliculos vazios,
eosindfilos sdo observados no tecido conjuntivo que circunda esses foliculos, e
atingem o lume dos foliculos somente nas fases avangadas de involugéo.

Durante o processo de regresséo dos foliculos vazios, os vasos da teca
aumentam de calibre e tornam-se mais numerosos (DRUMMOND, 1996, presente
trabalho). Em X. maculatus, os vasos sanguineos tornam-se numerosos durante a
gestagdo garantindo o transporte de nutrientes necessarios para O
desenvolvimento do embrifio. Apds o parto, contribuem para o processo de
involucdo dos foliculos vazios por permitirem o aporte de células envolvidas na
reabsorgao.

Ja no final da fase degenerativa, o lume dos foliculos & ocupado
principalmente por células foliculares com ndcleo picndtico (GOLDBERG et al,
1984; VIZZIANO & BEROIS 1990).

A involucdo dos foliculos pas-ovulatdrios pode ainda estar associada com a
reabsorgdo de fragmentos celulares pelas préprias celulas foliculares, com a
fagocitose por células granulares, e apoptose (DRUMMOND, 1996).

Paralelos com X. maculatus (presente trabalho) que abordem os possiveis
efeitos do hormdnio de crescimento na recuperacdo ovariana, seja de peixes
oviparos ou viviparos, ficam inviabilizados pela auséncia de dados sobre ©

assunto.

7.7. Analise quantitativa da recuperagao ovariana pos-parto

A andlise quantitativa da recuperagdo ovariana de X. maculatus foi

conduzida tomando-se por base os indices IGS, IHS, Ky e Kz
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O IGS é um indicador do estado bioldgico do peixe (VAZZOLER, 1982), que
tem sido amplamente utilizado para determinar os estadios do ciclo reprodutivo em
espécies oviparas (LE CREN, 1951). E considerado o melhor indicador da época
da reprodugdo, pelo fato da maturagéo das celulas germinativas ser concomitante
com o aumento de peso da gonada. Isso porque os ovécitos durante a préfase da
primeira divisdo meidtica comegam a crescer e continuam a acumular metabolitos
até a ovulacdo (NAGAHAMA, 1983), aumentando desse modo o peso da gonada.

Ja o IHS reflete o possivel papel de substancias hepaticas na maturagéo
gonadal, principalmente no periodo de formagéo dos gldbulos de vitelo, o que €
sugerido pela redugdo brusca nos valores do IHS de fémeas em maturagao
avancada (BAZZOLl & GODINHO, 1991), e que comprova a transferéncia de
substancias hepéticas para o ovario (SELMAN & WALLACE, 1989; TYLER &
SUMPTER, 1996).

Comparando-se os valores dos indices estudados entre os grupos controle
e tratado, os maiores valores foram encontrados no grupo-controle, principalmente
para os fatores de condigéo, o que poderia sugerir que o hormdnio de crescimento
estaria contribuindo para uma pior condi¢do dos animais tratados. Ja a nao
deteccdo de diferengas significativas para os valores de IGS nos diferentes
periodos analisados, pode ser atribuida a continuidade da vitelogénese, mesmo
durante a gestagdo. Assim, ndo ocorrem grandes variagdes no peso da gbnada
entre o periodo imediatamente apés o parto e os demais periodos considerados.
Observacdes semelhantes foram feitas por KOYA et al. (1998) em G. affinis. Estes
resultados indicam que o IGS ndo € um bom indicador da maturag@o gonadal para
peixes viviparos.

O fator de condigdo (LE CREN, 1951) é um pardmetro quantitativo do
estado de bem-estar do peixe, e suas variagbes podem ser interpretadas como
medidas de varios eventos bioldgicos, tais como reserva de gordura, adequagao
ao meio ambiente e desenvolvimento gonadal. Diferencas estatisticamente
significativas para os valores de Ky e K; foram observadas as 36, 60 e 72 horas

pés-parto, apesar de diferengas significativas ainda serem encontradas para os



valores de. K, com 84 e 96 horas pés-parto. Diferengas estatisticas tambem foram
detectadas quando comparados o peso corporal dos animais do grupo-controle e
do grupo tratado no momento do sacrificio, com maiores valores sendo
observados no grupo-controle. Quando comparados 0s grupos controle e tratado
nos diferentes periodos de coleta, diferengas foram observadas as 60 e 72 horas.
O estresse induzido pelo manuseio, pela anestesia e pela administragéo
hormonal, poderia responder pela pior condigio desses animais no momento do

sacrificio, se comparados aos animais do grupo-controle.
7.8. Relagdo peso corporal x comprimento-padrao

A relac@o peso corporal X comprimento-padréo mede a variacdo do peso
esperado em fungédo do comprimento e vice-versa e indica a condicdo do peixe
através do actimulo de gordura, bem-estar geral e desenvolvimento gonadal. O
local de origem, sexo e etapa de vida s&o fatores que interferem no valor de b
(pardmetro de correlagdo na relagdo peso corporal x comprimento-padrdo)
(SANTOS, 1978), que pode variar de 2,5 a 4,0 (ROSSI-WONGTSCHOWSKI,
1977).

A diferenca observada no valor de b entre as duas populagdes analisadas
(fémeas adquiridas j& adultas e aquelas que nasceram nos aquarios), pode ser
devido a diferencas na manutengéo dos animais, pois as fémeas jovens nasceram
e foram mantidas em aquarios com condigdes controladas, sendo alimentadas
duas vezes ao dia, & vontade, com ragdo contendo 42-47% de proteina, enquanto
as fémeas adultas adquiridas no mercado sdo provenientes de piscicultura onde
s30 mantidas em tanques de terra recebendo alimentagdo conforme técnica de
manejo da propriedade.

Segundo LE CREN (1951), se o valor do pardmetro b na regresséo linear
dessa relacdo for proximo de 3,0, a espécie tem crescimento isométrico. Para X.
maculatus, a relacdo peso corporal X comprimento-padrdo em ambas situagoes

consideradas no estudo, apesar de apresentarem valores diferentes, estao
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proximos de 3,0. Isso indica crescimento isométrico para essa espécie e
conseqlente utilizagdo da formula simplificada de Fulton para o calculo do fator de
condicdo, como adotado por GODINHO (1994).

7.9. Primeira maturagdo sexual

Entende-se por inicio da primeira maturacdo sexuai, 0 momento em que
50% dos individuos que constituem uma populagédo entram ativamente na fase de
maturacdo gonadal, apresentando ovécitos em crescimento secundario. Segundo
VAZZOLER (1982), pode-se expressar o inicio da primeira maturagio sexual
através do comprimento total médio ou idade média dos individuos da populagao
que atingem esta etapa. De um modo geral, pode-se utilizar tanto o comprimento
total quanto o comprimento-padréo para esse calculo (GODINHO, 1994; SOARES
et al.,1996). Este dado & pardmetro essencial na compreensdo da biclogia
reprodutiva de peixes e importante para populagdes sujeitas a exploragao,
fornecendo subsidios para a andlise de como a atividade exploratéria poderia
atuar sobre os reprodutores.

Em X. maculatus, peixes a partir de 100 dias de idade apresentaram
gdnadas com ovocitos em vitelogénese inicial ou avangada, em fase ativa de
maturacdc gonadal, sendo, portanto, estes animais classificados como adultos.
Nesse grupo de animais, o menor animal coletado e considerado maduro
apresentava 1,8 cm de comprimento-padréo, 105 dias de idade e 334 mg de peso
corporal. Apesar de RIZZO et al. (1996) considerarem que o tamanho do menor
exemplar em maturagdo pode ser utilizado, na natureza, como par@mefro para
primeira maturagdo sexual, o exemplar mais jovem de X. maculatus (presente
estudo) considerado maduro (70 dias de idade) apresentou 1,9 cm de
comprimento-padrdo e o menor valor para peso corporal (210 mg). Portanto, o
tamanho corporal poderia representar um par@metro mais confidvel para
determinar a maturagdo sexual do que a idade do animal. Trabalhando com esta
mesma espécie, na regido sudeste da Australia, MILTON & ARTHINGTON (1983)
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encontraram numa populacdo de 60 exemplares, tamanho de 1,86 cm para
primeira maturagéo sexual, extensivo a fémeas gestantes.

Diferencas na idade, comprimento-padréo e peso corporal entre o menor
animal e o animal mais jovem em primeira maturagdo podem ser creditadas a
variagdes intraespecificas determinadas por taxas de crescimento diferenciadas
(NIKOLSKY, 1963), ja que os animais foram mantidos no mesmo ambiente, com
condicBes controladas de temperatura da agua (25+1°C), pH(7,2-7,3) e iluminagao
artificial diaria (10 horas/dia). Tem—se a considerar ainda que animais maiores
tendem a exercer dominio territorial na populagéo, impedindo que os animais
menores tenham acesso a alimentagéo. Experimentos conduzidos com machos de
Poecilidae (Poecilia reticulata) geneticamente similares mostraram que a
disponibilidade de alimento influencia a idade e 0 tamanho em que a maturidade é
atingida (REZNICK, 1991 - apud SIDDIQUI et al., 1997). Porém, MCKENZIE et al.
(1983), avaliando idade, peso e fatores genéticos da maturagdo sexual em dois
gendtipos de machos de platy, mostraram que para 0s mesmos valores de peso
corporal, o gendtipo P'P?* inicia a maturacdo mais tardiamente que o gendtipo
P1P3 Em ambos os gendtipos, para espécimes com a mesma idade, a maturagéo
tem inicio nos maiores tamanhos (MCKENZIE et al.,,1983), o mesmo ocorrendo

com as fémeas de X, maculatus (presente estudo).
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8. CONCLUSOES

1. Osr ovarios do platy possuem estruturas capazes de armazenar
espermatozdides.

2. A ovogénese de X. maculatus, especie ovovivipara, parece ser similar a
maioria dos teledsteos oviparos de agua doce.

3. No estudo da idade e tamanho de primeira maturagdo sexual, observou-se que
50% (Lsg) foi considerada madura com 2,03cm de comprimento-padrio, e a
estimativa de tamanho para que toda a populagdo seja considerada madura
{Lipo) foi de 2,5cm. Fémeas gestantes com este tamanho corroboram os
valores de Lqgo.

4. N&o se detectou imuno-marcagdo para hormonio de crescimento humano nos
ovarios de platy, seja no grupo-controle, seja no grupo tratado. A auséncia de
imuno-marcacéo pode ser atribuida a baixa concentracdo do hormdnio no
6rgao, a meia-vida curta, ou a dosagem utilizada no tratamento que pode ter
sido insuficiente.

5. Mesmo durante a gestagdo, ovocitos jovens iniciavam o processo de
amadurecimento. Porém, eles nao sao fertilizados, entrando em atresia,
enquanto a fémea ndo se recupera da gestagio anterior.

6. Em fémeas fratadas com horménio de crescimento, a atresia continua a
ocorrer mesmo nos animais observados 72, 84 e 96 horas pés-parto, indicando
que 0s ovos que iniciaram a maturagdo apos o parto também entraram em
atresia. Esse evento pode ter sido decorrente do tratamento hormonal. Como o
estresse € fator de extrema importancia na determinacdo da ocorréncia de
atresia folicular em peixes, talvez a manipulagao dos animais para anestesia e
administracdo do hormonio pode ter induzido o processo de atresia folicular.

7. Eosinéfilos em maior numero foram observados nas fémeas tratadas com
horménio de crescimento, independente do periodo de coleta. Esse fato pode
estar associado a maior ocorréncia de atresia folicular. Talvez essas células

estejam envolvidas na remodelagado tecidual ovariana.
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