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“E, tomando a mdo da menina, disse-lhe: Talita
cumi; que, traduzido, é: Menina, a ti te digo,
levanta-te’.

(Jesus Cristo — Marcos, 5:41)

"Ndo permita que o comportamento dos
outros tire a sua paz'.
(Dalai Lama)

“4 1inica maneira de fazer um excelente trabalho é
amar o que vocé faz”.

(Steve Jobs)

"Nunca ande pelo caminho tragado, pois ele
conduz somente até onde os outros foram'.

(Alexandre Graham Bell)

"Aquilo que o coragcdo ama fica eterno’”.

(Rubem Alves)
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Dé sempre o melhor...

E o melhor vird.

As vezes as pessoas sio egocéntricas,
Ildgicas e insensatas...

Perdoe-as assim mesmo.
Se vocé é gentil, as pessoas podem
Acusd-lo de egoista e interesseiro...
Seja gentil assim mesmo.

Se vocé é um vencedor, terd alguns
Falsos amigos e alguns inimigos verdadeiros...
Venga assim mesmo.

Se vocé é honesto e franco,

As pessoas podem engand-lo...

Seja honesto e franco assim mesmo.

O que vocé levou anos para construir,
Alguém pode destruir de uma hora para outra...
Construa assim mesmo.

Se vocé tem paz e ¢ feliz,

As pessoas podem sentir inveja...
Seja feliz assim mesmo.

O bem que vocé faz hoje

Pode ser esquecido amanha...

Faga o bem assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor de vocé,

Mas isso pode nunca ser o bastante...
Dé o melhor assim mesmo.

E veja vocé que, no final das contas,
& entre vocé e Deus...

Nunca serd entre vocé e eles!

(Madre Tereza de Calcutd)

iX






Mas é claro que o sol vai voltar amanhd
Mais uma vez, eu sei

Escuriddo jd vi pior, de endoidecer gente sd
Espera que o sol jd vem.

Tem gente que estd do mesmo lado que vocé
Mas deveria estar do lado de ld

Tem gente que machuca os outros

Tem gente que ndo sabe amar

Tem gente enganando a gente

Veja a nossa vida como estd

Mas eu sei que um dia a gente aprende

Se vocé quiser alguém em quem confiar
Confie em si mesmo

Quem acredita sempre alcanga!

Nunca deixe que lhe digam que ndo vale a pena
Acreditar no sonho que se tem

Ou que seus planos nunca vdo dar certo

Ou que vocé nunca vai ser alguém

Tem gente que machuca os outros

Tem gente que ndo sabe amar

Mas eu sei que um dia a gente aprende

Se vocé quiser alguém em quem confiar

Confie em si mesmo

Quem acredita sempre alcanga!

(Renato Russo)
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A minka mde Almerinda, a quem dedico este trabalho,

“Ela tem a capacidade de ouvir o siléncio. Adivinhar sentimentos. Encontrar a palavra certa
nos momentos incertos. Fortalecer-nos quando tudo ao mnosso redor parece ruir.
Sabedoria emprestada dos deuses para nos proteger e amparar. Sua existéncia é em si um ato
de amor. Gerar, cuidar, nutrir. Amar, amar, amar... Amar com um amor incondicional que
nada espera em troca. Afeto desmedido e incontido, Mde é um ser infinito.”

Como diria Abraham Lincoln “Tudo aquilo que sou, ou pretendo ser, devo a um anjo - minha
Mde."

Minha mde, amo-te eternamente!!!!
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A @Professora Irani Quagio Grassiotto, o meu maior exemplo,

Professora, eu [he conheci hd 12 anos, no primeiro dia de aula da minha graduagdo e
em pouco tempo percebi o quanto a senhora me fazia tremer de medo. Durante toda a
graduagdo, a despeito de utilizar seu laboratorio para realizar algumas técnicas, eu nunca
soube por onde andaria meu futuro, mas eu sempre tive uma absoluta certeza: eu nunca,
jamais, trabalharia com a Profa. Irani, por se tratar de uma temivel Professora de Biologia
Celular, a quem atribuo a minha nota mais baixa durante a graduacdo. O tempo passou e no
meu 1iltimo ano de faculdade, comecei a trabalhar com a senhora, meio contra minha
vontade, a pedido da minha entdo orientadora, que me convenceu de que seria algo bom a se
fazer para o meu futuro profissional. Neste tempo, trilhei muitos caminhos em busca de um
professor da drea de Embriologia que pudesse me orientar no mestrado. Porém, em pouco
tempo, eu jd ndo sabia mais o porqué estava tdo dificil ir embora do seu laboratério. De
repente descobri que eu estava diante da melhor profissional que eu jd havia conhecido. E
que nada tinha em comum com aquela professora de Biologia Celular que me causava um
inexplicdvel terror. Em um ano de muitas duvidas, resolvi que o melhor era ser sua orientada
na pés-graduagdo. E com certeza, esta foi a melhor escoltha que fiz na vida!!!

Apaixonei-me pela profissional, pela professora, pela pessoa Irani! E ndo sabia mais
ficar longe... Mas ainda assim, em trés momentos (um na graduagdo, um no mestrado e um
no doutorado) eu resolvi desistir de tudo e ir embora, sendo que na iltima vez, eu estava
realmente decidida... mas nas trés vezes, eu recebi um ndo como resposta. Foi a melhor coisa
que a senhora fez por mim!!! Obrigada por nunca ter me deixado desistir!!!

Professora Irani, alguém com alma de mde, mas que por isso mesmo sabe puxar a
orelha como ninguém. Quando o assunto é trabalho, nunca passou a mdo na cabeca, muito
pelo contrdrio... a cobranga sempre foi intensa e rigorosa! Porém, ¢ essa pessoa que me
encanta... é essa pessoa que tantas vezes me fez chorar de alegria, de emogdo e até de
saudades! Ninguém melhor do que a senhora para saber o quanto eu lhe admiro, tanto, tanto,
tanto que chega até a lhe irritar! Mas eu sou assim, eternamente apaixonada pela minha
orientadora, alguém que eu jurei jamais trabalhar e, hoje, tudo o que eu queria era continuar
trabalhando eternamente!

Obrigada por tudo o que me ensinou, por ser alguém tdo fascinante no seu modo de
viver. Alguém que sabe tudo sobre todos os aspectos da vida, alguém possuidora de um
conhecimento infinddvel e uma sabedoria encantadora. Enfim, Professora, embora tenhamos
tido muitas discussées ao longo do meu doutorado, guardo com todo carinho cada minuto em
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que convivi com a senhora. Cada sequndo diante da sua presenca sempre é um grande
aprendizado e entre tantos momentos bons que vivemos e outros ndo tdo bons assim, a licdo
sempre foi grandiosa. E uma honra imensa ter sido sua aluna. E num futuro proximo, vai ser
muito dificil sequir o meu proprio caminho.

Obrigada por ser tdo especial, enérgica e tdo afdvel ao mesmo tempo, por ter essa
energia contagiante que s6 a senhora tem. Obrigada por ter me ensinado a ser a pessoa mais
forte desse mundo. Obrigada por tudo o que vivemos, por todos os conselhos, orientagoes e
ensinamentos. Eu sempre serei sua eterna aprendiz, com muita honra e satisfagdo!!!

Agradeco a Deus, todos os dias, por nossos caminhos terem se cruzado!!! Deixando o
profissionalismo de lado, e eu sei que a senhora odeia isso e que eu vou receber um belo puxdo
de orelha, tenho que dizer que a senhora é alguém que eu amo para sempre,
incondicionalmente!!!! Por tudo o que vivemos, hoje eu tenho a plena certeza disso... de que
quando um sentimento bom é forte e verdadeiro, ele é também indestrutivel! Eu amo a
senhora, Professoral!! Tenha a plena certeza de que ndo houve um tinico dia sequer nesses
anos de convivéncia em que este meu sentimento de amor, admiragdo e respeito pela senhora

foi abalado!

senhora foi responsdvel por grande parte do que sou hoje. Seus ensinamentos e atitudes me
fortalecem, me encantam, me emocionam e sequirdo comigo, SEMPRE!!!!
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RESUMO

Considerando o status atual de conhecimento da morfogénese e diferenciagdo gonadal nos
Teleostei frente a restricdio de informacdes, especialmente em aspectos tangentes ao
estabelecimento do epitélio germinativo e sua relacdo com a formacgdo da estrutura gonadal
tomou-se aqui como modelos biolégicos Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi,
Corydoras schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata, representando as séries
Otophysi, Percomorpha e Atherinomorpha, visando estabelecer uma andlise comparativa da
diferenciacdo gonadal entre as espécies, considerando suas posi¢des na escala filogenética. A
proliferacdo e diferenciacdo de células germinativas e somaticas a partir do primérdio gonadal
em T. albonubes, G. ternetzi, C. schwartzi, A. nigrofasciata e P. reticulata levam a formagao
das diferentes estruturas ovarianas e testiculares e a constitui¢do do epitélio germinativo que
margeia as lamelas ovigeras e os tibulos/I6bulos testiculares. Nesses animais, o primérdio
gonadal € formado por células germinativas primordiais (CGPs) rodeadas por células
somadticas. Apds sucessivas divisdes mitoticas das células somadticas, o tecido gonadal
aumenta, originando uma gonada indiferenciada, com as mesmas caracteristicas morfolégicas
entre machos e fémeas de T. albonubes e C. schwartzi. Em A. nigrofasciata e P. reticulata
grupos de células germinativas e somdticas organizam-se de maneira distintas em machos e
fémeas. Nas gonadas femininas, as CGPs estdo distribuidas por todo o tecido gonadal,
enquanto que nas masculinas, as CGPs localizam-se na periferia. Na regido dorsal das gdnadas
masculinas de A. nigrofasciata e P. reticulata, células somdticas organizam-se formando o
ducto testicular, enquanto que em 7. albonubes, G. ternetzi e C. schwartzi esse € a ultima
estrutura a se formar. Nas gonadas femininas das cinco espécies, os processos envolvidos na
diferenciacdo gonadal, como a foliculogénese, o estabelecimento do epitélio germinativo e a
formacdo da cavidade ovariana sdo bastante semelhantes. Nas gdnadas masculinas, as células
somaticas, pré-Sertoli, associam-se as CGPs, formando cistos de espermatogOnias; estas
proliferam formando conjuntos celulares. Em T. albonubes e A. nigrofasciata os cistos de
espermatogoOnias que constituem um mesmo conjunto, afastam-se uns dos outros, criando um
espaco central, que se torna maior, originando um compartimento luminal, delimitado por

cistos de espermatogdnias. Formam-se os tubulos e 16bulos testiculares e o epitélio



germinativo masculino € estabelecido. Em G. fernetzi o tecido gonadal masculino ¢é
estabelecido e organizado em tibulos apés a diferenciacdo gonadal feminina, sobre um ovério
previamente desenvolvido, constituindo uma diferenciacdo gonocoristica do tipo indireta. C.
schwartzi apresenta um tecido gonadal masculino compacto, que sofre degeneracdes no
interior de estruturas acinares compostas por cistos, para constituir os tibulos testiculares. Em
P. reticulata, os conjuntos de espermatogdnias conectam-se ao ducto em formacao, originando
os primeiros l6bulos testiculares. Ao final da diferenciacdo gonadal, os testiculos de T.
albonubes, G. ternetzi e C. schwartzi apresentam espermatogonias distribuidas aleatoriamente
no tubulo. Estes anastomosam-se, caracterizando o testiculo como tubular anastomosado. Em
P. reticulata, as espermatog0Onias ficam restritas na regiao periférica dos l6bulos, os quais nao
apresentam limen testicular, caracteristicas estas de um testiculo lobular restrito. A mesma
distribui¢do aleatdria de cistos nos tibulos dos Otophysi ocorre nos l6bulos testiculares de A.

nigrofasciata, caracterizando um testiculo com organizagao lobular do tipo irrestrita.



ABSTRACT

Considering the lack of information about the gonadal morphogenesis and differentiation in
Teleostei, especially in tangent aspects concerning the establishment of the germinal
epithelium and its relation with the formation of the gonadal structure, in the present study, it
was taken Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartzi, Amatitlania
nigrofasciata and Poecilia reticulata as biological models, representing the series Otophysi,
Percomorpha and Atherinomorpha, to establish a comparative analysis of the gonadal
differentiation among the species, taking into account their position in the phylogenetic scale.
The proliferation and differentiation of germ and somatic cells from the gonadal primordium
of the T. albonubes, G. ternetzi, C. schwartzi, A. nigrofasciata and P. reticulata lead to the
formation of different testicular and ovarian structures and to the formation of the germinal
epithelium of the ovigerous lamellae and the testicular lobules/tubules. In these animals, the
gonadal primordium is formed by primordial germ cells (PGCs) surrounded by somatic cell.
After successive mitotic divisions of the somatic cells, the gonadal tissue increases, resulting
in a undifferentiated gonad, with the same morphological characteristics between males and
females of T. albonubes and C. schwartzi. In A. nigrofasciata and P. reticulata groups of germ
and somatic cells organize distinctly in males and females. In the female gonads, the PGCs are
distributed throughout the gonadal tissue. In the male, the PGCs are located in the periphery.
In the dorsal region of the male gonads of A. nigrofasciata and P. reticulata somatic cells are
organized forming the testicular duct, whereas at 7. albonubes, G. ternetzi and C. schwartzi
this is the last structure formed. In female gonads of the five species, the processes involved in
gonadal differentiation, such as folliculogenesis, the establishment of the germinal epithelium
and the formation of the ovarian cavity are quite similar. In male gonads, the somatic cells,
pre-Sertoli, associate to the PGCs forming cysts of spermatogonia; these proliferate and form
clusters. In 7. albonubes and A. Nigrofasciata, the cysts of the spermatogonia, which form a
single cluster, move away from each other, creating a central space, which becomes greater,
originating a luminal compartment, delimited by cysts of spermatogonia. Thus, testicular
tubules and lobules are formed and male germinal epithelium is established. In G. Ternetzi, the

male gonadal tissue is established and organized in tubules after the female gonadal



differentiation on an ovary previously developed, constituting an indirect gonochoristic
differentiation. C. schwartzi presents a compact male gonadal tissue, which undergoes
degeneration within acinar structures composed of cysts, forming the testicular tubules. In P.
reticulata, the clusters of spermatogonia connect to the duct in formation, originating the first
testicular lobules. At the end of gonadal differentiation, the testis from 7. albonubes, G.
ternetzi and C. schwartzi present spermatogonia, distributed along the tubule. These
anastomose, characterizing the testis as anastomosing tubular. In P. reticulata, the
spermatogonia are restricted at the periphery of the lobules, which do not have lumen, features
of a restricted lobular testis. The same random distribution of cysts in the tubules of the
Otophysi occurs in testicular lobules of A. nigrofasciata, featuring a testis with unrestricted

lobular organization.



INTRODUCAO

L A TEMATICA DE INTERESSE

A transi¢do evolutiva entre os Teleostei mais basais e mais derivados € marcada por
inimeras modificacdes morfo-fisiologicas entre os diversos grupos de animais. Com base
nessas mudangas, Fink, em 1981, considerou que a evolucdo entre os Teleostei poderia
envolver diversas condicdes pedomorficas ao longo do processo evolutivo, uma vez que
adultos de Teleostei mais derivados apresentam caracteres presentes em estdgios iniciais do
desenvolvimento de Teleostei basais. Assim, considerando essa condi¢do pedomorfica, Parenti
e Grier (2004) descrevem uma hipétese propondo que a ocorréncia de mudangas morfolégicas
no epitélio germinativo das gonadas de peixes mais basais, durante o seu ciclo reprodutivo
anual, teriam levado a formacdo de tipos distintos de gdnadas hoje existentes em animais mais
derivados.

O conceito de epitélio germinativo foi desenvolvido a partir de estudos realizados com
Perciformes, considerado mais derivados dentre os Teleostei (Grier e Lo Nostro, 2000; Grier,
2000; 2002) e pouco a pouco vem sendo aplicado aos Teleostei mais basais, como o0s
Ostariophysi. O epitélio germinativo, fonte de renovacdo celular, assegura e mantém a
continuidade da gametogénese em peixes, tornando-se permanentemente ativo a partir da
finalizacdo do processo de diferenciacdo gonadal. Nas dltimas décadas os estudos de Grier e
colaboradores sobre a dindmica do epitélio germinativo propiciaram um novo entendimento
dos eventos ciclicos de desenvolvimento gonadal pelos quais os machos (Grier e Taylor, 1998;
Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2002) e as fémeas (Grier, 2000, 2002; Grier et al., 2005; 2007)
dos Teleostei passam ao longo da vida reprodutiva. Esses estudos vém sendo realizados com
animais sexualmente adultos em diferentes grupos de Teleostei mais basais ou mais derivados,
dentro de uma escala evolutiva. Porém, deixam uma lacuna no que se refere ao conhecimento
da formacao do préprio epitélio nesses diferentes grupos de Teleostei, que apresentam padrdes
de organizagdo gonadal tdo diferentes entre si e que aqui foram estudados.

O desenvolvimento gonadal e a diferenciacdo sexual vém sendo bastante estudados nas
ultimas décadas, principalmente em representantes dos Acanthopterygii especialmente em

Perciformes (Meijide et al., 2005). Entre os Ostariophysi, os estudos mais detalhados sobre a



morfogénese e diferenciacdo gonadal referem-se aos Cypriniformes (Parmentier e
Timmermans, 1985; Winkoop e Timmermans, 1992; Winkoop et al., 1992), porém, em ambos
0s grupos, em sua maioria, sdo anteriores a apreensido do significado do estabelecimento do
epitélio germinativo durante o processo de diferenciacdo gonadal.

Neste sentido, seguindo como modelo os relatos ja existentes da formacdo do epitélio
germinativo no Otophysi, Cyprinus carpio (Cypriniformes), durante a diferenciagdo gonadal
(Mazzoni, 2009; Mazzoni et al., 2010), o presente estudo acompanhou através de seccdes
histol6gicas seriadas transversais, longitudinais e parassagitais, a formacdo do primérdio
gonadal e da génada em diferenciacdo em trés grupos distintos de Teleostei (Otophsy,
Atherinomorpha e Percomorpha), visando a construcdo de modelos sobre a diferenciacao
gonadal, a partir de uma andlise comparativa sobre o estabelecimento do epitélio germinativo
durante a morfogénese e diferenciacdo gonadal em diferentes grupos de Teleostei, bem como
tracar um paralelo entre estas relacdes e os padrdes evolutivos, dados estes, até entdo,
inexistentes na literatura.

Posto isso, o presente estudo é de suma importancia para o entendimento da biologia
reprodutiva de peixes, uma vez que os dados obtidos para os grupos aqui representados podem
ser extrapolados para inumeras espécies de Teleostei, visto que cada qual representa um
padrdo gonadal, sendo este caracteristico de espécies mais basais ou mais derivadas. O estudo
bdsico e o conhecimento morfolégico da diferenciacio gonadal, em condi¢cdes normais de
desenvolvimento permitem sua aplicabilidade tanto no controle e manipula¢iao da reproducao,
importantes economicamente na aquicultura, como na experimentacdo animal, seja na
experimentacdo de modelos biolégicos ou em estudos de ordem ecotoxicoldgica, fisiologica,
farmacoldgica, genética e molecular. Os estudos e experimenta¢do utilizando os peixes como
modelo biolégico vem crescendo nos ultimos anos dada a facilidade de manipulacdo seja de
ovos, embrides, larvas ou adultos, os quais vém apresentando excelentes resultados,
constituindo uma ferramenta bastante promissora em diversas dreas da biologia. Portanto, o
conhecimento bésico para sua aplicabilidade torna-se um elemento indispensavel nestes novos

estudos.



IL. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Os Teleostei

Os peixes representam aproximadamente 50% dos vertebrados, ocupando os mais
diversos ambientes aquéticos, sendo que, destes, 96% correspondem aos Teleostei (Vazzoler,
1996). Os Teleostei ocorrem em uma grande diversidade de habitat, estando submetidos as
diferentes condi¢cdes ambientais, constituindo, assim, um grupo extremamente heterogéneo em
termos de anatomia, comportamento e ecologia (Nakatani et al. 2001).

Dentre os Teleostei, os Euteleostei compreendem os Ostariophysi, Protacanthopterygii
e Neoteleostei (Fig. I). A superordem Ostariophysi, considerada mais basal entre os
Euteleostei, representa cerca de trés quartos dos peixes de dgua doce do mundo, sendo a
segunda maior superordem de peixes (Nelson, 2006). E constituida pelas séries Anatophysi
(Gonorynchiformes) e Otophysi, a qual redne as ordens Cypriniformes, Characiformes,
Siluriformes, Gymnotiformes e (Fink e Fink, 1981; Nelson, 2006) (Figs. LII).
J& os Neoteleostei dividem-se em Stenopterygii, Scopelomorpha, Paracanthopterygii e
Acanthopterygii, sendo os dois dltimos grupos, os mais derivados. Entre estes, destaca-se a
superordem Acanthopterygii com mais da metade de todas as familias de peixes. Esta
superordem € dividida nas séries Atherinomorpha, Mugilomorpha e Percomorpha (Nelson,
2006). Enquanto os Atherinomorpha distribuem-se em trés ordens - Beloniformes,
Cyprinodontiformes e Atheriniformes, sendo Cyprinodontiformes a maior delas, os
Percomorpha dividem-se em  Tetraodontiformes, Pleuronectiformes, Perciformes,
Scorpaeniformes, Synbranchiformes, Gasterosteiformes, Zeiformes, Beryciformes e
Stephanoberyciformes. Dentre estas, destacam-se os Perciformes com a maior diversidade

entre todas as ordens de peixes, sendo também a maior ordem entre os vertebrados (Nelson,

20006) (Fig. D).



Tetrao dontiformes
Pleuronectiformes

Scorpaeniformes
Synbranchiformes
Gasterosteiformes
—— Zeiformes

| Beryciformes

—— Stephanoberyciformes

Percomorpha

Acanthopterygii

(Cyprinodontiformes |
Beloniformes
Atheriniformes

Atherinomprpha

Mugiliformes

—— Lophiiformes
— Batrachoidiformes
Neoteleostei _____ Ophidiiformes

Gadiformes
Percopsiformes

Polymixiiformes
Eutelcostei Lampriformes
Myctophiformes
Aulopiformes
Ateleopodiformes
Stomiiformes

—— Esociformes
Salmoniformes
Protacanthopterygii—— Osmeriformes
—— Argentiniformes

Otophysi

Ostariopliysi

Gonorynchiformes

Ostarioclupiomonpha
Clupeiformes

— Saccopharyngiformes
Elopomorpha —— Anguilliformes

| Albuliformes

L—— Elopiformes

Osteoglossomorpha [ Osteoglossiformes
] Hiodontiformes

Fig. I: Filogenia dos Teleostei, mostrando, em destaque, os grupos

analisados neste trabalho (modificado de Nelson, 2006).
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Fig. II: Diversidade de espécies e distribuicio geografica dos Otophysi (Nelson, 2006): nimero de

familias e espécies para as quatro ordens (traduzido de Nakatani et al., 2011).

2. Aspectos da Biologia Reprodutiva dos Teleostei

Os Teleostei, em sua maioria, sdo predominantemente didicos (Nagahama, 1983),
porém em algumas familias como Serranidae, Sparidae, Labridae e Synbranchidae o
hermafroditismo e a reversdo sexual podem ser frequentes (Hoar, 1969; Redding e Patifio,
1993; Le Gac e Loir, 1999; Lo Nostro, 2000; Sadovy de Mitcheson e Liu, 2008).

Na maioria das espécies, a reproducdo € ciclica e sazonal, determinando uma série de
modificagdes morfo-fisiologicas em suas gonadas (Nagahama, 1983). Seu ciclo reprodutivo
ocorre em funcdo da variacdo das condi¢cdes ambientais, sendo a temperatura e o fotoperiodo
considerados os mais potentes moduladores da atividade reprodutiva (Billard, 1986).

Os Teleostei apresentam diversas estratégias reprodutivas (Nagahama, 1983; Vazzoler,
1996; Nakatani et al., 2001). Dentre estas, incluem-se mecanismos como a liberagdo dos

gametas no ambiente aqudtico para a fertilizacdo externa até estratégias mais complexas, como



o desenvolvimento de 6rgdos especializados para a fertilizacdo interna, seguida da liberagcdo
dos ovos fertilizados ou ainda gestacdo interna dos embrides (Le Gac e Loir, 1999, Moreira et
al.,2001).

Certas espécies apresentam cuidado parental com a prole (ver Blumer, 1982) levando a
reducdo da predacdo e aumento da sobrevivéncia de seus descendentes (Baylis, 1981). Betta
splendens, Colisa lalia e outras espécies da familia Anabantidae (Perciformes) constroem
ninhos de bolhas, nos quais os ovos sdo depositados apds a fertilizacdo (Riehl e Baensch,
1991). Outras espécies ndo possuem cuidado parental e apenas liberam seus milhares de ovos
no ambiente. Estes s6 terdo sucesso em seu desenvolvimento caso haja condi¢des favoraveis a
sua sobrevivéncia.

Em algumas espécies, como em Cyprinus carpio, os ovos produzidos apresentam
proteinas especificas associadas a sua camada externa, que em contato com a dgua torna-os
adesivos, podendo fixar-se em diferentes substratos (Mansour et al., 2009). Outras espécies
produzem ovos peldgicos, sem adesividade que sdo levados pela correnteza (Moreira et al.,
2001). A densidade desses ovos é bastante varidvel entre as espécies. Danio rerio, por
exemplo, produz ovos densos que caem e se depositam junto ao substrato (ovos demersais);
outras espécies produzem ovos de baixa densidade que flutuam ou na coluna d"dgua (Labeos -
Cyprinidae) ou préximos a superficie, como os ovos de Ctenopharyngodon idella (Kunz,

2004).

3. Determinacdo Sexual

Nos Teleostei a determinagdo sexual e a diferenciagdo gonadal sdo controladas por
fatores genéticos, fisiolégicos e comportamentais (Baroiller e D’Cotta, 2001; Devlin e
Nagahama, 2002; Munoz e Warner, 2003; Perry e Grober, 2003; Frisch, 2004). O sexo
genético do embrido é determinado no momento da fertilizacdo pela combinagdo dos
cromossomos provenientes dos gametas feminino e masculino, sendo a determinacdo sexual
definida como a soma dos genes responsdveis pela formacdo das gbnadas e de suas
caracteristicas (Piferrer, 2001). Esses genes estdo espalhados pelo genoma ou concentrados em
cromossomos responsdveis pela determinacdo do sexo - XX/XY, ZZ/ZW, X X XpXo/X1X?Y,
XX/XY1Y2, ZZ/ZW W, (Devlin e Nagahama, 2002). A determinacdo e diferenciacdo sexual
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resultam, portanto, de uma complexa rede de interconexdes entre esses genes, ainda ndo bem
esclarecida, podendo haver interagdes antagdnicas, regulacdes positivas ou negativas e ainda
acentuacdes ou atenuacdes da expressdo génica. Neste aspecto, o controle genético € um dos
principais determinantes do sexo, mas fatores ambientais, como temperatura, fotoperiodo,
salinidade, também possuem grande influéncia no processo, determinando o sexo fisiol6gico
dos peixes (Striissmann et al., 1996; Cesar et al., 2005).

A maioria dos Teleostei é didica ou gonocoristica, ou seja, apresenta individuos com
sexos separados. Estes peixes podem apresentar dois tipos de desenvolvimento gonadal, sendo
classificados como gonocoristicos indiferenciados ou diferenciados. Nos gonocoristicos
indiferenciados, a gdnada indiferenciada inicia seu desenvolvimento assemelhando-se a um
ovério e, posteriormente, parte dos individuos torna-se macho enquanto a outra se mantém
como fémea. J4 nos gonocoristicos diferenciados, a gdnada diferencia-se diretamente em um
testiculo ou em um ovério (Yamamoto, 1969). As espécies gonocoristicas que apresentam
intersexo sdo, na maior parte, gonocoristicos indiferenciados, enquanto que, dentre os
gonocoristicos diferenciados, a taxa de intersexo € quase nula (Yamamoto, 1969; Sadovy de
Mitcheson e Liu, 2008). Portanto, no inicio da embriogénese, o sexo dos peixes nio estd
definido morfologicamente, j4 que ndo possui gonadas diferenciadas em testiculos ou ovdrios,
nem nenhuma outra caracteristica associada ao sistema reprodutor desenvolvida. Possui
apenas precursores embriologicos que dardo origem aos ovdrios e testiculos: as células
germinativas primordiais e as células somadticas. Neste estdgio de desenvolvimento, estas
células sdo pluripotentes, podendo dar origem a godonadas masculinas ou femininas. Em
determinado momento durante o desenvolvimento gonadal, através de sinalizacdo quimica
hormonal, a gonada diferencia-se em ovério ou testiculo. Uma vez que isso ocorra e o tecido
gonadal complete sua diferenciagdo, o peixe torna-se fisiologicamente macho ou fémea (Cesar

et al., 2005).

4. Morfogénese e Diferenciacdo Gonadal
Nos Teleostei, assim como nos outros vertebrados, as células germinativas primordiais
diferenciam-se a partir de células do saco vitelino, partindo de regides extragonadais, e

migram para a crista genital durante o desenvolvimento embrionario (Nakamura et al., 1974;
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Foyle, 1993; Braat et al., 1999a; Molyneaux e Wylie, 2004; Otani et al., 2005). A crista
genital € formada por um espessamento da mesoderme intermedidria, que se projeta
ventralmente para a cavidade celomdtica do embrido sendo delimitada por um mesotélio
(Devlin e Nagahama, 2002; Otani et al., 2005).

De origem embriolégica ainda incerta, as células germinativas primordiais ja foram
descritas como tendo procedéncia mesodérmica em Barbus conchonius (Gevers et al., 1992), e
também endodérmica em Oryzias latipes (Hamaguchi, 1982), ambas oriundas do saco vitelino.
IdentificagGes recentes do gene vasa em algumas espécies de peixes como em Danio rerio
(Yoon et al., 1997), entretanto, permitem sua localizacdo exata no tecido embriondrio, bem
como o acompanhamento do processo de migracdo das células germinativas (Braat et al.,
1999b). O gene vasa codifica uma RNA helicase ATP-dependente que pertence a familia de
proteinas DEAD-box (Asp-Glu-Ala-Asp) e ¢é expressa especificamente nas células
germinativas, seja em vertebrados ou invertebrados (ver Jia et al., 2009 para revisdo). Dessa
forma, vasa constitui o principal marcador genético para células germinativas (Braat et al.,
1999b).

Ao migrarem para a crista genital, as células germinativas primordiais dispdem-se
entre as células somdticas e proliferam por mitose constituindo o primérdio gonadal (Patifio e
Takashima, 1995; Braat et al., 1999a; Kobayashi et al., 2000). Durante o periodo de
morfogénese, portanto, o primérdio gonadal € formado; aumenta em comprimento por
proliferacdo mitética de suas células e origina uma gonada indiferenciada (Striissmann et al.,
1996; Lin et al., 1997; Meijide et al., 2005; Mazzoni et al., 2010). Esta por sua vez, passa por
uma série de modificagdes estruturais determinando a formag¢do de uma génada feminina ou
masculina. Assim, a diferenciagdo gonadal nos Teleostei inclui mudangas tanto nas células
somdticas, quanto nas c€lulas germinativas (Striissmann e Nakamura, 2002), como divisdes
mitéticas de oogdnias ou espermatogOnias a partir das células germinativas primordiais
(Garcia-Alonso et al., 2009), até mudangas estruturais, incluindo proliferacdo mitotica das
células somdticas. Como resultado, tem-se a formacdo da cavidade ovariana, e de ductos
espermaticos e l6bulos testiculares que dardo origem aos ovdrios e testiculos, respectivamente

(Patifio e Takashima, 1995; Nakamura et al., 1998; Striissmann e Nakamura, 2002).
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Algumas caracteristicas histolégicas como intensa proliferacdo mitética das células
germinativas, entrada das células germinativas em meiose (Mazzoni et al., 2010) e
reorganizacdo das células somadticas formando uma cavidade ovariana indicam o inicio da
diferenciacdo gonadal feminina (Nakamura et al., 1998; Striissmann e Nakamura, 2002;
Garcia-Alonso et al., 2009).

J4 nos pressupostos testiculos, um dos primeiros sinais histolégicos da diferenciacao
gonadal € o inicio da formacdo do ducto espermatico (Nakamura et al., 1998; Striissmann e
Nakamura, 2002), seguido pelo aparecimento de vasos sanguineos e formagdo dos lébulos
testiculares (Patifio e Takashima, 1995; Nakamura et al., 1998; Striissmann e Nakamura,
2002). Em animais que apresentam, entretanto, testiculos com organizacdo do tipo tubular
anastomosada, como Cyprinus carpio, o ducto espermdtico € a dltima estrutura a se formar,
sendo o inicio da diferenciacdo gonadal marcada por uma reorganizacdo das células
germinativas e somdticas, culminando com o estabelecimento do epitélio germinativo
(Mazzoni, 2009).

Em estdgios mais avangados da diferenciacdo ovariana, com a entrada em meiose, as
oogdnias originam os odcitos e células somdticas presentes nas gonadas diferenciam-se em
células pré-foliculares (Nakamura et al., 2006; Saito et al., 2007; Nakamura et al., 2008). Do
estroma ovariano, células mesenquimais diferenciam-se em células tecais (Wallace e Selman
1990; Grier, 2000; Grier et al., 2007; Grier et al., 2009; Mazzoni et al., 2010). No testiculo, as
células somdticas que envolvem as espermatogdnias diferenciam-se em células de Sertoli
(Grier et al., 2005; Meijide et al., 2005, Grier e Uribe, 2009; Mazzoni, 2009). No intersticio
notam-se fibroblastos, células midides, fibrilas de coldgeno, granuldcitos e capilares

sanguineos (Meijide et al., 2005).

5. O Epitélio Germinativo
O epitélio germinativo € definido a partir das mesmas caracteristicas histolégicas que
determinam qualquer outro tipo de epitélio somdtico (Grier, 2000, 2002; Grier e Lo Nostro,
2000), ou seja, deve delimitar uma cavidade ou superficie do corpo estando, obrigatoriamente,
voltado para uma luz; apresentar complexos juncionais, que conectem lateralmente uma célula

epitelial a outra; estar apoiado sobre uma membrana basal e ser avascular (Grier, 2000, 2002;
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Grier e Lo Nostro, 2000). Porém o epitélio germinativo apresenta uma caracteristica tinica que
o diferencia dos demais epitélios: a presenca de células germinativas, garantindo a producdo
continua dos gametas (Grier, 2000, 2002; Grier e Lo Nostro, 2000). Deste modo, o epitélio
germinativo nos Teleostei € constituido por células somdticas e células germinativas, que
revestem os tdbulos testiculares e as lamelas ovigeras nas gonadas masculina e feminina,
respectivamente, delimitando o limen testicular e ovariano (Grier e Taylor, 1998; Grier e Lo
Nostro, 2000; Grier, 2000, 2002; Parenti e Grier, 2004; Grier et al., 2007; Grier e Uribe,

2009).

6. Estrutura Ovariana

Na maioria dos Teleostei, os ovarios sdo 6rgaos pares, saculiformes, localizados no
sentido longitudinal e dorsalmente a cavidade celomadtica, na qual estdo presos através do
mesovario. Porém, em alguns grupos, durante o desenvolvimento gonadal, os ovdrios podem
fundir-se em um 6rgao tnico (Striissmann e Nakamura 2002), como na maioria dos Teleostei
viviparos, por exemplo, os Poecilideos (Grier et al., 2009), ou ainda, um dos ovarios pode
degenerar. Em ambos 0s casos somente um ovario torna-se funcional (Nagahama, 1983).

H4 dois tipos de organizacdo ovariana: Cisto-ovariana e Gymno-ovariana. Na
organizacdo do tipo Cisto-ovariana (Hoar, 1969), os ovdrios sdo Orgdos cavitdrios e
apresentam o compartimento germinativo em forma de lamelas, que se projetam a partir da
cdpsula em direcdo a luz do 6rgdo. Neste caso, a cavidade ovariana € continua com os
gonoductos (Grier et al., 2007) que se unem caudalmente e desembocam na papila urogenital
(Nagahama, 1983; Selman e Wallace, 1986; Connaughton e Aida, 1998; Helfman ez al., 2000;
Grier et al., 2007). J4 na organizacdo do tipo Gymno-ovariana, como nos Anguiliformes
(Colombo et al. 1984) e Salmoniformes (Grier et al., 2007) os ovéarios apresentam lamelas
ovigeras expostas diretamente para cavidade celomatica. Dessa forma, durante a oocitagdo, os

odcitos maduros sdo liberados diretamente na cavidade celomatica (Helfman ez al., 2000).

6.1. O Epitélio Germinativo Feminino e a Foliculogénese

O epitélio germinativo feminino € composto por dois tipos celulares: as células

somdticas epiteliais e as células germinativas. As células epiteliais, unidas por desmossomos e
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jungdes de oclusdo, estdo apoiadas sobre uma membrana basal e espalhadas entre elas
encontram-se as células germinativas (Grier, 2000).

Ap6s a diferenciacdo sexual e no inicio de cada ciclo reprodutivo, as células-tronco
presentes no epitélio germinativo feminino dividem-se vérias vezes por mitose (Saito et al.,
2007; Nakamura et al., 2008). Assim se auto-renovam e/ou diferenciam-se em oogodnias que se
reinem em conjuntos ou ninhos. Nos ninhos, as oogbnias que se comprometem com a
foliculogénese entram em meiose dando origem aos odcitos que avancam para a profase da
primeira divisao (Grier, 2000; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010),
formando um cisto de odcitos profasicos (Mazzoni et al., 2010; Nakamura et al., 2010;
Quagio-Grassiotto et al., 2011). No interior do cisto, observam-se pontes citoplasmaticas entre
os odcitos (Le Menn et al., 2007; Saito et al., 2007; Mazzoni et al., 2010; Quagio-Grassiotto et
al., 2011), resultantes de uma citocinese incompleta. Com a entrada e permanéncia em
dipléteno, os odcitos podem agora se desenvolver. O desenvolvimento oocitdrio que tem inicio
ainda nos cistos continua no interior dos foliculos ovarianos. Na formagdo dos foliculos
ovarianos as células pré-foliculares progressivamente interpenetram nos cistos e envolvem
cada odcito individualizando-os (Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009; Mazzoni et al.,
2010). Nesta fase, os cromossomos plumosos tornam-se visiveis (Nagahama, 1983; Selman e
Wallace, 1989; Mazzoni et al., 2010).

Células epiteliais oriundas do epitélio germinativo associam-se aos odcitos em
dipl6teno. Agora como células pré-foliculares, envolvem, numa camada tnica, cada odcito em
particular e constituem o epitélio folicular. Sintetizam a membrana basal que
progressivamente envolve o foliculo em formag¢do o qual permanece unido ao epitélio
germinativo (Grier, 2000, 2002; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010;
Mazzoni et al., 2010). As células pré-foliculares assentadas em parte na membrana basal do
proprio epitélio germinativo mantém no foliculo ovariano uma regido de contato e a
membrana basal € compartilhada com o epitélio germinativo (Grier et al., 2007; Grier et al.,
2009; Mazzoni et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011). A partir do conjuntivo
circundante, células pré-tecais dispdoem-se ao redor do foliculo em formacdo, sobre a
membrana basal recém-sintetizada, e dao origem as células da teca (Le Menn et al., 2007,

Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010; Mazzoni et al., 2010). Completa-se, assim a formagao
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do complexo folicular, constituido pelo odcito diploténico, envolto sequencialmente pelo
epitélio folicular apoiado na membrana basal e pelas células da teca (Grier, 2000, 2002; Grier
e Lo Nostro, 2000; Grier et al., 2009). Uma vez que o foliculo ovariano esteja formado, ou
seja, que o processo de foliculogénese se complete, o odcito inicia efetivamente o crescimento
primdrio (Patifio e Sullivan, 2002; Grier et al., 2009; Lubzens et al., 2010) e a partir daqui, os
odcitos estardo prontos para responder aos estimulos que conduzem a incorporagdo de vitelo,
maturacdo e posterior ovulacdo (Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009; Lubzens et al.,

2010).

7. Estrutura Testicular

Na maioria dos Teleostei, os testiculos sdo Orgdos pares, alongados, localizados
longitudinal e dorsalmente a cavidade celomatica. Podem variar de simples bolsas alongadas
que convergem para a papila urogenital, a 6rgaos folidceos com fun¢do predominantemente
espermatogénica, contendo regides diferenciadas com fungdo secretora ou armazenadora de
esperma (Loir et al., 1989; Burns et al., 1995; Le Gac e Loir, 1999; Javonillo et al., 2007).

A estrutura testicular nos Teleostei € classificada de acordo com a forma e organizacao
do compartimento germinativo (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004). H4, portanto, dois tipos de
organizacao testicular: Tubular Anastomosado e Lobular (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004).

No testiculo tubular anastomosado (Fig. III), o compartimento germinativo ¢ formado
por algas e tiibulos que se interconectam, formando anastomoses, desde a periferia até a regiao
do ducto testicular (Grier, 1993; Grier e Uribe, 2009). Neste, as espermatogbnias encontram-se
distribuidas por todo testiculo. Esse padrao testicular ocorre principalmente nos Teleostei mais
basais, como por exemplo, nos Ostariophysi (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004).

J& no testiculo lobular (Fig. IV), o compartimento germinativo, em formato
digitiforme, termina em fundo cego na periferia testicular, ocorrendo nos Acanthopterygii
(Percomorpha e Atherinomorpha) (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009).
Neste padrdo € possivel distinguir dois tipos de organizacao, de acordo com a distribuicao das
espermatogoOnias ao longo dos l6bulos — lobular irrestrito (Fig. IV a, c¢) e lobular restrito (Fig.
IV b, d) (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009). No testiculo lobular

irrestrito, presente nos Percomorpha, as espermatogodnias estdo distribuidas ao longo de todo
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I6bulo (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009). No testiculo lobular restrito,
caracteristico dos Atherinomorpha, as espermatogodnias estdao confinadas na porcao distal dos
I6bulos, formando cistos. Durante a espermatogénese, os cistos de células germinativas em
diferenciacdo sdo deslocados ao longo dos I6bulos. Ao final da espermiogénese, os cistos se
abrem e os espermatozdides sdo liberados no ducto eferente (Grier et al., 1980; Grier, 1993;

Loir et al., 1995; Pudney, 1995; Grier e Uribe, 2009).

Grier, 1992

Grier et al., 1980 Grier, 1981

Fig. III: Testiculo tubular anastomosado, mostrando detalhes da distribuicdo das células

germinativas no epitélio germinativo.

ESPERMATOZOIDES —

DUCTO EFERENTE —

= MEMBRANA ‘
FTVES | BASAL
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CELULAS

a b

Fig. IV: Testiculo lobular irrestrito (a,c) e restrito (b,d), mostrando detalhes da distribui¢do das células

germinativas no epitélio germinativo (adaptado de Grier et al., 1980).
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7.1. O Epitélio Germinativo Masculino e a Espermatogénese

O epitélio germinativo masculino é composto, assim como o epitélio germinativo
feminino, por dois tipos celulares: as células germinativas e as células somaticas (células de
Sertoli), as quais estdo unidas por complexos juncionais e apoiadas sobre a membrana basal
(Grier, 2000).

Células-tronco da linhagem espermatogonial, presentes nos testiculos, dividem-se, e
auto renovam-se, dando origem as espermatogdnias destinadas a espermatogénese (Schulz e
Miura, 2002; Schulz, 2003; Schulz et al., 2010). Cada espermatogbnia € envolvida
individualmente por processos citoplasméticos das células de Sertoli formando um cisto. Em
um mesmo cisto, o desenvolvimento celular € sincronico. Dessa forma, a producdo dos
gametas masculinos ocorre, em geral, no interior dos cistos, no epitélio germinativo que
reveste o compartimento seminifero testicular (Grier, 1981; 2002; Billard, 1986; Pudney,
1995; Guraya, 2001; Grier e Uribe, 2009; Schulz et al., 2010). No interior de cada cisto, as
espermatogonias A-indiferenciadas proliferam, originando espermatogodnias B-diferenciadas
(Schulz et al., 2010). Estas entram em meiose € dao origem aos espermatdcitos primarios. A
meiose progride originando os espermatdcitos secundarios. Com o término da meiose ocorre
formacdo das espermdtides e através da espermiogénese, ainda no interior dos cistos, as
espermatides hapldides completam sua diferenciagao (Grier, 1981, 1992; Billard, 1986;
Selman e Wallace, 1986; Grier e Uribe, 2009; Schulz et al., 2010). Durante as subsequentes
divisdes celulares as citocineses sdo incompletas e as células germinativas permanecem
interligadas por pontes citoplasmadticas. Ao final da espermiogénese as pontes citoplasmaticas
e o citoplasma residual sdo eliminados. Os cistos abrem-se e 0s espermatozoides sdo liberados
para o lumen testicular (Grier, 1981; Billard, 1986; Selman e Wallace, 1986; Schulz et al.,
2010). Menos comum € a espermatogénese semi-cistica. Presente em alguns grupos de peixes,
esta € caracterizada pela abertura dos cistos logo apds o término da meiose com a
diferenciag@o das espermadtides ocorrendo na luz dos tibulos seminiferos (Mattei et al., 1993;
Grier e Uribe, 2009; Schulz et al., 2010 para revisao).

No epitélio germinativo, as células de Sertoli unem-se através de complexos
juncionais, inimeros desmossomos e formam a barreira hemato-testicular, propiciando, assim,

um ambiente estrutural e molecular favordvel para o desenvolvimento da espermatogénese
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(Grier, 1993; Pudney, 1993; Loir et al., 1995; Schulz et al., 2010), sendo responsaveis pela
secrecdo de vdrios fatores de crescimento que atuam na proliferacdo e/ou diferenciacdao das

células germinativas (Miura, 1998; Le Gac e Loir, 1999; Schulz et al., 2010).

8. A expressdo da Aromatase nos Teleostei

A enzima aromatase participa da biossintese de esterdides nos Teleostei, sendo
responsavel pela conversdo da testosterona em 17f-estradiol (Nagahama, 1994; Devlin e
Nagahama, 2002). A expressdo da aromatase nos peixes nao se restringe apenas as gonadas
femininas (Devlin e Nagahama, 2002). Os Teleostei apresentam duas c6pias do gene Cypl9,
sendo uma expressa essencialmente nas gonadas (Cypl9a) e a outra no cérebro (Cyp19b) (ver
Blazquez e Somoza, 2010 para revisdo). Embora possa influenciar na diferenciagdo sexual, os
dados ainda sao controversos, variando entre as espécies. Porém, estudos realizados a partir da
inibicdo da expressdo do gene Cypl9al (Vizziano, et al. 2008), durante a diferenciacao
sexual, mostram a ocorréncia da masculinizacdo dos individuos, sugerindo que a aromatase
possa estar correlacionada com a diferenciacdo gonadal feminina, uma vez que estd envolvida
na producdo de estrégeno, sendo este crucial para a formagdo dos ovdrios (Devlin e

Nagahama, 2002; Blazquez e Somoza, 2010).

9. As Células Esteroidogénicas

Nos testiculos dos Teleostei, o compartimento intersticial € constituido por elementos de
tecido conjuntivo, vasos sanguineos, células sanguineas, fibroblastos, nervos, células midides
e células de Leydig (Grier et al., 1989; Loir, 1990; Cauty e Loir, 1995; Loir et al., 1995;
Pudney, 1996, 1998; Schulz et al., 2010). As células de Leydig, encontradas proximas aos
vasos sanguineos, na periferia do compartimento germinativo ou proximo a parede testicular
podem estar isoladas ou em grupos (Pudney, 1996, 1998; Schulz et al., 2010-para revisdo) e
constituem a principal fonte de hormonios esterdides (Loir et al., 1989; Loir, 1990; Pudney,
1996,1998; Callard, 1996; Noébrega e Quagio-Grassiotto, 2007; Schulz et al., 2010). Sao
identificadas por suas caracteristicas ultraestruturais e bioquimicas, como reticulo
endoplasmatico liso bem desenvolvido e mitocondrias com cristas tubulares e a presenga de

enzimas esteroidogénicas ativas (Billard er al., 1982; Nagahama, 1983; Loir et al., 1989; Loir,
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1990; Grier, 1981; Grier et al., 1989; Pudney, 1996, 1998; Kobayashi et al. 1996, 1998; Ijiri et
al. 2006; Nobrega e Quagio-Grassiotto, 2007; Schulz et al., 2010).

Nos ovarios, as células foliculares e tecais estdo envolvidas com a sintese de
hormonios esterdides (Le Menn et al., 2007; Lubzens et al., 2010). Porém, parece haver
atividade esteroidogénica também entre algumas das células intersticiais, as quais, em
associacdo as células foliculares e tecais, secretariam os hormonios esterdides necessarios ao
crescimento, diferenciacdo e maturacdo dos foliculos ovarianos (Guraya, 1986; Lubzens et al.,

2010).

10. Os Modelos Biolégicos

Considerando o status atual de conhecimento da morfogénese e diferenciacdo gonadal
frente a restricdo de informacdes, especialmente em aspectos tangentes ao estabelecimento do
epitélio germinativo e sua relacdo com a formacao da estrutura gonadal em grupos mais basais
e mais derivados entre os Teleostei, tomou-se aqui como modelos biolégicos cinco
representantes de diferentes ordens de Teleostei: Tanichthys albonubes (Otophysi:
Cypriniformes); Gymnocorymbus ternetzi (Otophysi: Characiformes); Corydoras schwartzi
(Otophysi: Siluriformes); Amatitlania Nigrofasciata (Percomorpha: Perciformes) e Poecilia
reticulata (Atherinomorpha: Cyprinodontiformes) (Fig. V). Todos os cinco representantes
foram escolhidos por serem espécies ornamentais de pequeno porte, bastante resistentes e

conhecidas na aquariofilia, o que permitiu a sua reprodu¢ao em aquarios domésticos.

- Tanichthys albonubes: conhecida como Tanicts ou Néon Chinés é um dos menores
Cypriniformes conhecidos, atingindo sua maturidade sexual com trés a quatro meses de idade.
Originédrios da China preferem temperaturas baixas de 18,0 + 2,0°C (fonte: FishBase). As
fémeas desovam entre 30 a 60 ovos, 0s quais sdo demersais € pouco adesivos. Estes eclodem
em 24h pds-fertilizagcdo (observacdo pessoal).

- Gymnocorymbus ternetzi: ¢ um peixe bastante conhecido como Black Tetra, Tetra
Negro, Viuvinha ou Freirinha. Atingem a maturidade sexual apds seis meses de idade.
Originarios do Brasil, Paraguai e Bolivia sdo bastante resistentes e pouco exigentes quanto as

condicdes da dgua. Preferem temperaturas tropicais e pH dcido, porém desovam somente
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durante um periodo do ano, entre primavera e verao (fonte: FishBase). As fémeas desovam
entre 200 a 300 ovos, os quais sdo demersais e pouco adesivos. Estes eclodem em 24h pds-
fertilizac@o (observacao pessoal).

- Corydoras schwartzi: é um peixe tropical, de fundo, origindrio do Brasil e América
do Sul, porém sua reproducdo € ainda pouco conhecida (fonte: FishBase). Em cativeiro,
necessita de um aquério grande para seu crescimento, ja que os adultos podem atingir até 6
cm. E uma espécie pacifica e resistente. Prefere temperaturas de 26,5 + 1,5°C e pH entre 6,5 e
7,5. Seus ovos sdo resistentes, demersais, porém bastante susceptiveis a fungos (observacio
pessoal).

- Amatitlania nigrofasciata: conhecida popularmente como Acarda do Congo é uma
espécie de comportamento agressivo e territorialista especialmente na época de reproducgdo. O
dimorfismo sexual € bem aparente, apdés a maturacdo sexual do animal. Origindrios da
América Central, preferem 4dguas alcalinas e temperatura de 29,0 + 1,0°C (fonte: FishBase). As
fémeas podem desovar a cada 15 dias, dependendo das condi¢cdes ambientais. Em cada
desova, coloca em torno de 100 a 200 ovos, os quais sdo adesivos. Os pais tém cuidado
parental duradouro e a taxa de sobrevivéncia é bastante alta (observagao pessoal).

- Poecilia reticulata: conhecida popularmente como Lebiste ou Guppy, € uma espécie
vivipara, apresentando fertilizacdo interna, com desenvolvimento gestacional intra-folicular
(Potter e Kramer, 2000), que dura em torno de 30 dias. Apds fertilizagao pelo macho, a fémea
pode guardar os espermatozdides, por varios meses havendo diversas gestagdes consecutivas.

A cada gestacao nascem em torno de 20 a 50 filhotes (fonte: FishBase).
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P retieulata

A nigrofasciata

Fig. V: os modelos bioldgicos - cinco representantes de diferentes ordens de Teleostei.
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OBJETIVOS

Trabalhando com embrides, larvas e juvenis das espécies Tanichthys albonubes,
Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia
reticulata representando as séries Otophysi, Percomorpha e Atherinomorpha, estudou-se as
alteracdes estruturais durante a morfogénese e diferenciacdo gonadal, com especial atencdo a
formacdo do epitélio germinativo, considerando o desenvolvimento e diferenciag¢do das células
germinativas e somadticas entre os grupos de Teleostei. Utilizando-se os dados obtidos,
correlacionou-se a formacgao do epitélio germinativo nas diferentes espécies com suas posicdes
filogenéticas em uma escala evolutiva, tendo por base uma hipétese sobre uma possivel
evolucdo pedomorfica entre os grupos mais basais (Otophysi) e mais derivados (Percomorpha

e Atherinomorpha) dentre os Teleostei.

Assim, analisou-se especificamente:

(1) a Microscopia de Luz, o desenvolvimento e formacgao da estrutura gonadal durante

as fases embriondria e larval entre as cinco espécies estudadas;

(2) a Microscopia de Luz, a formacdo de estruturas gonadais tais como formacdo do
compartimento intersticial, tibulos seminiferos e ductos espermdticos nas gonadas masculinas,

e formacao das lamelas ovigeras, estroma e limen ovariano nas gonadas femininas;

(3) a Microscopia de Luz e a Microscopia Eletronica de Transmissdao, o
desenvolvimento e diferenciagdo das células germinativas e somadticas epiteliais, bem como

das células mesenquimais, durante o periodo de morfogénese e diferenciacao gonadal;
(4) a Microscopia de Luz, através do Método de Reticulina, e a Microscopia Eletronica

de Transmissdo a formagdo e estabelecimento do epitélio germinativo masculino e feminino,

com especial aten¢do a formag¢do da membrana basal;
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(5) a localizagdao e distribuicdo das células germinativas primordiais, nos tecidos
gonadais das espécies em questdo, através da deteccio da Proteina Vasa por

Imunohistoquimica para vasa;

(6) os processos de proliferacdo celular no primérdio gonadal e nas gonadas, até o
completo periodo de diferenciacdo gonadal através de técnicas de Imunohistoquimica

(PCNA);

(7) a expressdo da enzima aromatase gonadal Cypl9ala nos tecidos gonadais em

processo de diferenciacdo, através de técnicas de Imunohistoquimica;

(8) a presenca de células enddcrinas ativas, correlacionando o inicio de sua atividade
esteroidogénica com as alteragdes ocorridas no tecido gonadal durante o processo de
diferenciacdo através de Imunohistoquimica para 3 beta-hidroxiesterdide desidrogenase (3-

HSD).
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MATERIAL e METODOS

1. Amostragem dos animais

Entre 20 e 100 adultos de cada espécie, sendo estas Tanichthys albonubes,
Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia
reticulata foram adquiridos em lojas de aqudrio e mantidos em aquérios comunitéarios de 300
litros com temperatura, pH e oxigénio dissolvido, ideal para cada espécie.

Ap6s o estabelecimento dos casais, machos e fémeas foram transferidos para aquarios
menores de 30, 60 e 100 litros para a reproducdo. Apds desova e fertilizacdo Tanichthys
albonubes, Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartzi e Amatitlania nigrofasciata, e
inseminacdo das fémeas de Poecilia reticulata os ovos, embrides, larvas e juvenis foram
coletados periodicamente desde o momento da fertilizagdo até os animais apresentarem
diferenciacdo gonadal completa.

Nos trés primeiros dias pos-fertilizagc@o, as coletas foram realizadas em intervalos que
obedecem a uma escala em progressdo geométrica, com constante igual a dois, a partir dos 15
minutos pds-fertilizacdo, até completar 24h. Apds este periodo, as coletas foram realizadas
diariamente no primeiro més, a cada 2 e 3 dias durante o segundo e terceiro meés,

respectivamente, passando a serem semanais nos meses seguintes (tabela I e II).

Tabela I: nimero de animais coletados

espécies T. albonubes G. ternetzi C.schwartzi A. nigrofasciata P. reticulata | TOTAL
nimero de coletas 76 76 76 76 76 380
nimero de animais por coleta 30 30 30 30 30 150
nimero de animais coletados 2280 2280 2280 2280 2280 11400

O numero elevado de espécimens coletados se deve ao fato de que as amostras foram
fixadas em solugdes distintas (1/3 em Bouin e 2/3 em Karnovsky), sendo que para cada
metodologia fez-se necessario a inclusdo do material em diferentes orientacdes: transversal,

longitudinal e sagital.
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Tabela I1: nimero e periodo de coletas realizadas para cada uma tinica espécie

nimero de animais coletados | 1-3dia lomés 20més 3omés 4omés 50 més 60 més | total de animais coletados
30 Oh 4d 32d 63d 97d 127d  157d 210
30 1/4h 5d 34d 66d 104d  135d  164d 210
30 1/2h 6d 38d 69d 110d  141d  171d 210
30 1h 7d 40d 72d 116d  150d  180d 210
30 2h 8d 42d 75d 120d 150
30 4h 9d 44d 78d 120
30 8h 10d 46d 81d 120
30 16h 11d 48d 84d 120
30 24h 12d 50d 87d 120
30 32h 13d 52d 90 120
30 48h 14d 54d 90
30 72h 15d 56d 90
30 16d 58d 60
30 17d 60d 60
30 18d 30
30 19d 30
30 20d 30
30 21d 30
30 22d 30
30 23d 30
30 24d 30
30 25d 30
30 26d 30
30 27d 30
30 28d 30
30 29d 30
30 30d 30
nimero de coletas por periodo 12 27 14 10 5 4 4
2280
nimero total de coletas 76

Para determinar o momento exato da fertilizag@o, a observacdo visual fez-se necessaria
em tempo integral apds transferéncia dos casais para os aqudrios de reproducdo. Os
espécimens coletados (ovos, larvas, embrides e juvenis) foram anestesiados por imersao em
solucdo aquosa de benzocaina, dissolvida em alcool absoluto na dose de 1mg/L, sacrificados

de acordo com as normas da Comissdo de Etica em Experimentacio Animal do Instituto de
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Biociéncias de Botucatu (protocolo n® 175/2009 - CEEA -IBB/UNESP) e transferidos para
diferentes solugdes fixadoras, especificas para cada metodologia. Apds o periodo juvenil, os

jovens sexualmente imaturos foram coletados periodicamente até apresentarem gonadas

totalmente desenvolvidas (Fig. VI).

ESPECIE OVARIO | TESTICULO

AT

Fig. VI: representantes das cinco espécies estudadas e suas respectivas goénadas em processo de

diferenciacdo, e seus ovarios e testiculos, ambos, totalmente diferenciados.
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Os juvenis foram anestesiados por imersdo em solucdo aquosa de benzocaina,
dissolvida em 4lcool absoluto na dose de 1mgL™", e seu peso e comprimento mensurados. Os
orgdos presentes na cavidade celomadtica foram expostos através de uma secc¢do ventral do
corpo do animal e suas gdnadas removidas, pesadas e imersas em solu¢do de fixacdo
apropriada para cada metodologia.

Os adultos foram alimentados com ragdes comerciais para peixes ornamentais “Alcon
Basic” em flocos, “Tetra Color Tropical Granules”, racdes de mosquitos naturais “Tetra
BloodWorms”, e patés de gema de ovo e figado cozidos, além de uma grande variedade de
alimentos vivos como larvas de mosquitos, larvas de besouros, artémias, tubifex, dafnias e
besouros do amendoim, todos para estimulo da reproducao.

As larvas, apés consumo do saco vitelinico, foram alimentadas de acordo com seu
tamanho. Dentre os alimentos utilizados estdo: infusério (zooplancton e fitoplancton), ovos de
artémia sem casca (Maramar®), nduplios de art€émia recém-eclodidos, espirulina em pé
(Spirulina Tetra®), gema de ovo cozida, microvermes e verme do vinagre.

Nao foi utilizado nenhum tipo de alimento com hormdnios, tampouco a aplicagao de

hormdnios nos animais ou na dgua dos aqudrios para estimular a reproducao.

2. Reproducdo dos espécimens
2.1. Reproducao de Tanichthys albonubes
Para a reproducdo de Tanichthys albonubes, foram selecionados para cada aquério 3
machos para 1 fémea. Estes foram transferidos para aquérios menores, de 30 litros, no final do
dia anterior a desova. Os aqudrios foram ornamentados com plantas aquéticas submersas como
Elodeas (Elodea densa) e Cabombas (Cabomba aqudtica) e substrato de pedra. Manteve-se a
agua levemente acidificada e temperatura em torno de 18° a 20°C. Apés 1h, os machos iniciam
o cortejo e disputam a fémea entre si. No dia seguinte, as desovas ocorreram geralmente antes
do amanhecer, entre 4h e 5h da manha. Cada desova ocorre em intervalos de 10 minutos e em
cada uma delas foram liberados pela fémea em torno de 10 ovos. A desova total durava por
volta de 1 hora e os ovos eram dispersos por todo substrato do aqudrio e entre a vegetacao.

Apo6s a desova, os adultos foram retirados do aqudrio a fim de ndo devorarem os proprios
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ovos. Esta espécie foi reproduzida diversas vezes, durante todas as estacdes do ano,

especialmente no inverno.

2.2. Reproducao de Gymnocorymbus ternetzi

Adultos de Gymnocorymbus ternetzi foram mantidos em aquédrios comunitarios de 300
litros com temperatura em torno de 26 a 28°C e pH entre 6,5 e 6,8.

Ap6s a entrada no periodo reprodutivo (entre o final da primavera e inicio do verdo),
machos e fémeas foram transferidos para aquarios menores de 30 litros, com nivel da dgua
reduzido a 07 cm. Em cada aquério, colocou-se um unico casal, que ja se encontrava em
cortejo nos aqudrios comunitarios. Manteve-se a temperatura da dgua em torno de 28°C. O
aquério foi mantido desprovido de substrato e com grande quantidade de plantas aquéticas
flutuantes, como a alface d’agua Pistia stratiotes que apresentam grande quantidade de raiz,
utilizada para a desova. Durante uma semana, diariamente, o nivel da 4gua foi aumentado em
05 cm/dia com agua gelada de 04 a 10°C, no final da tarde, simulando chuvas de verdo.
Concomitantemente, dia a dia, o pH da dgua foi gradativamente reduzido, sendo que ao final
de uma semana, encontrava-se em torno de 6,0. Alimentos vivos, como larvas de insetos e
artémias, foram oferecidos em grande quantidade aos casais, pelo menos 20 dias antes a
desova.

As desovas de Gymnocorymbus ternetzi ocorreram geralmente antes do amanhecer
entre 4h e 5h da manha. Apds um cortejo prolongado, a fémea liberava os ovos em meio as
raizes das plantas aqudticas, que foram imediatamente fecundados pelo macho. A desova total
durava em torno de 30 min. Os ovos, em torno de 200 a 300, eram dispersos por todo o fundo
do aquario. Apos a desova, os adultos foram retirados do aquério a fim de que ndo devorassem

0S proprios ovos.

2.3. Reproducao de Corydoras schwartzi
Adultos de Corydoras schwartzi foram mantidos em aqudrios comunitarios de 300
litros com temperatura em torno de 26 a 28°C pelo periodo de 3 anos.
Ap6s um longo periodo de adaptacdo, alguns individuos entraram em periodo

reprodutivo, no inicio da primavera, e a desova ocorreu naturalmente, sendo o tnico estimulo

29



utilizado, uma alimentagdo rica em proteina, como alimentos vivos, e a construcdo de uma
queda d’agua no interior do aquario, simulando uma corrente d’agua. O aquario apresentava
substrato de pedras e alguns esconderijos feitos com pedras e galhos. Junto ao substrato, uma
grande quantidade da planta Musgo de Java (Taxiphyllum barbieri) foi deixado para a futura
nutricao das larvas.

Dentre os individuos presentes no aqudario, um casal Corydoras schwartzi apto a
reproducdo entra em cortejo e logo assumem uma posicdo-T. A fémea depositou os ovos nas
nadadeiras ventrais e periodicamente transportou seus ovos para um ninho construido sobre
um substrato liso, seja no proprio vidro do aqudrio, em pedras grandes lisas ou folhas, sempre
em locais proximos a queda d’agua.

As desovas ocorreram sempre no final da tarde, entre 16 e 18h, antes do anoitecer.
Ap6s a desova, os adultos foram retirados do aquario a fim de que ndo devorassem os proprios

OVos.

2.4. Reproducao de Poecilia reticulata

Para se determinar com maior precisdo o momento exato da fertilizacdo de Poecilia
reticulata, machos e fé€meas jovens, oriundos de diversas reprodugdes, foram criados
separadamente até que atingissem a maturacdo sexual. A partir disso, as fémeas foram
selecionadas para a reproducdo, tendo-se a certeza de que nunca haviam sido inseminadas.
Para a reprodugdo, 2 machos para 1 fémea foram separados em aquarios individuais de 30
litros, com temperatura de 28°C. Apds a inseminacao, os machos foram retirados do aquario,
evitando novas inseminagoes durante o periodo de gestacdo. A contar da data de inseminagdo,
os embrides foram coletados periodicamente, a partir da disseccao dos ovarios maternos.

Os ovos e embrides coletados do ovério materno foram classificados em estdgios, de
acordo com o desenvolvimento ovariano e embriondrio intrafolicular (Tabela III). Apds 30
dias de gestacdo e nascimento dos animais, os juvenis foram também coletados

periodicamente.
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Tabela III: estidgios de desenvolvimento ovariano e embriondrio para Poecilideos viviparos (sensu
Meffe, 1985)

ESTAGIOS DESENVOLVIMENTO OVARIANO
Estgio 0 ovério regredido ou ndo reproduzindo; todos os odcitos sdo pequenos e
g esbranquicados
Estdoio 1 presenga de odcitos em vitelogénese; odcitos amarelados com diferentes
g tamanhos no ovario
presenca de odcitos plenamente desenvolvidos e inicio da embriogénese;
Estdoio 2 odcitos uniformes com tamanho maximo; blastodiscos e embrides podem
g estar presentes, mas considera-se somente aqueles que podem ser vistos
macroscopicamente
Estdgio 3 embrides com olhos pigmentados e corpo ndao pigmentado
Estdgio 4 embrides com olhos e corpo pigmentados
Estagio 5 pré-nascimento; saco vitelinico todo ou quase todo absorvido

2.5. Reproducio de Amatitlania nigrofasciata

Para a reproducdo de Amatitlania nigrofasciata, alguns individuos foram transferidos
para o aqudrio de reproduc¢do, a fim de que ocorresse a formacao de casais e estabelecimento
de territorios pelo casal dominante. As atividades pré-desova iniciaram-se com mudanga da
coloragao da fémea e escolha de um substrato para a desova. Apds remocao de cascalhos e
plantas do local escolhido, o cortejo tornou-se intenso e a desova ocorreu sempre em uma
superficie lisa, sobre uma pedra ou folha. Os ovos adesivos foram depositados em fileiras
uniformes pela fémea, através de uma papila urogenital bastante desenvolvida. Apds a desova,
o macho iniciou a espermiagdo, resultando na fertilizacdo dos ovos. O processo de extrusao
durava em torno de uma hora, e apds esse periodo, os pais passaram a apresentar cuidado
parental. Durante todo o periodo pré-larval, os pais batiam vigorosamente as nadadeiras

peitorais, abanando os ovos e removendo ovos mortos e atacados por fungos.
3. Preparacdo do Material para a Microscopia de Luz

Para a microscopia de luz, as gonadas dos animais, bem como os embrides, larvas e

juvenis das cinco espécies aqui analisadas, foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2% e
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paraformaldeido 4% em tampao Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo menos 24 horas. Apds
fixacdo, as amostras foram fotografadas e o material desidratado em uma série crescente de
alcool etanol (70% por 4 horas; 95% por 4 horas), infiltrados e incluidos em historesina
(metacrilato glicol) — Leica historesin. Os cortes seriados dos exemplares em periodo de
desenvolvimento embriondrio, larval e juvenil, e cortes histolégicos seriados com 3um de
espessura, das gonadas dos juvenis, obtidos em micrétomo equipado com navalhas de vidro
receberam diferentes coloracdes. As coloragdes Hematoxilina Férrica/Eosina; Azul de
Toluidina-Bérax; Método de Coello; e Acido Periédico de Schiff + Hematoxilina Férrica +
Amarelo Metanil (Quintero-Hunter et al., 1991) foram utilizadas para andlises histolégicas,
bem como para deteccdo de substancias de diferentes composicdes quimicas (anexo I). A
documentac¢do do material foi realizada a partir de um microscépio BX61 Olympus através de
um sistema de fotodocumentacdo digital, pertencente ao Departamento de Morfologia do

Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu-SP.

3.1. Método de Reticulina

A reticulina ou fibra reticular é um tipo de fibra coldgena composta de coldgeno tipo
III (Strum et al., 2007). Essas fibras, juntas com a lamina basal, formam a membrana basal, na
qual o epitélio encontra-se apoiado (Alberts et al., 2008). As fibras reticulares sdo argiréfilas,
apresentando alta afinidade por sais de prata (Junqueira e Carneiro, 1999). Dessa forma, o
Método de Reticulina, que envolve impregna¢do por prata, foi empregado para o
acompanhamento da formacdo da membrana basal ao longo do desenvolvimento gonadal,
conforme proposto por Mazzoni e colaboradores (2010), bem como para descrever os
diferentes tipos de organizacdo gonadal em machos adultos.

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

que apresentam reticulina coram-se em preto acastanhado. Os cortes histologicos foram

tratados com permanganato de potassio 1% por 3 minutos e lavados rapidamente em agua
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destilada, colocando-se na sequéncia 4cido oxdlico por 2 minutos. Apds nova lavagem em
dgua destilada, tratou-se o material com alimen de ferro 1% por 3 minutos e realizou-se uma
nova lavagem. O material foi entdo submetido ao tratamento com prata amoniacal por 3
minutos e lavado com &4gua destilada em abundancia para retirar todo o excesso de prata.
Finalmente tratou-se o material com formol 10% por 3 minutos, lavando em dgua destilada.

Ap6s desidratacdo em estufa, as 1aminas foram montadas.

4. Deteccao de Proteinas por Imunohistoquimica:
Para detec¢do da Proteina-Vasa, do PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular), da
enzima Aromatase Cypl9ala e da enzima 3BHSD (3beta-hidroxiesterdide desidrogenase), os
embrides, larvas, juvenis e as gdnadas das cinco espécies estudadas foram fixados em liquido
de Bouin por 24h e mantidas em dlcool (etanol) 70%. As gonadas foram desidratadas em
alcool, clareadas em xilol, embebidas em parafina e seccionadas com Sum de espessura. O
material foi desparafinizado com xilol e hidratado com tampao TBS (tampao fosfato, SmM,
pH 7.6), seguindo o protocolo de cada técnica.

As técnicas de Imunohistoquimica para os embrides, larvas e juvenis foram realizadas
in totum, ndo sendo desidratadas em dlcool (etanol). As amostras foram lavadas em tampao

fosfato Sorensen (0,1M a pH 7,2) por 1h antes do inicio das técnicas.

4.1. Deteccao da Proteina-Vasa por Imunohistoquimica:

Para deteccdo da Proteina-Vasa, foi realizado um bloqueio da peroxidase enddgena
com 3% de perdxido de hidrogénio/tampao fostato TBS (pH 7,6) (Tris + tampao fosfato) por
15 minutos. A recuperagdo antigénica foi realizada em microondas, com tampdo citrato
(0,01M; pH 6,0) durante 5 minutos em poténcia mdxima por trés vezes. Apds a recuperacao
antigénica, os cortes foram lavados em tampao TBS e o bloqueio inespecifico realizado com
soro bloqueador (5% de leite Molico desnatado, em tampao TBS) por 15 minutos. O material
foi incubado com o anticorpo primdrio policlonal (1:300) (Rhea Biotech — IM-0338) por 1
hora e meia a temperatura ambiente (em camera imida). As laminas foram lavadas, incubadas
com anticorpo secunddrio biotinilado diluido, por 30 minutos, lavadas novamente e incubadas

com o reagente Super ABC (complexo avidina-biotina) por 30 minutos. O material foi
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revelado com DAB (37,3 -diaminobenzidina, dissolvido em TBS) e 0,03% H,0O, e contrastado
com hematoxilina de Harris. Como controles negativo, em algumas laminas, o anticorpo

primério foi omitido ou substituido por TBS.

4.2. Investigacao da Proliferacio Celular através da Imunohistoquimica do PCNA

(“proliferating cell nuclear antigen”)

O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) atua em diversos processos no ciclo
celular, incluindo replica¢io, alongamento e reparo do DNA (ver Chieffi e al., 2001). E uma
proteina nuclear ndo histonica, com aparente ponto isoelétrico entre 4,8-4,9 e de massa
molecular de 36KDa (ver Miura et al., 2002). Atua como uma proteina auxiliar da DNA
polimerase 0 e € (Chieffi et al., 2001; Miura et al., 2002). Também ¢é utilizada no controle do
ciclo celular, interagindo diretamente com ciclinas / complexos cdk, permitindo a passagem de
G1 para S (ver Chieffi ef al., 2001). O PCNA ¢ altamente conservado e tem sido identificado
em uma grande quantidade de eucariotos (ver Chieffi et al., 2001). Para avaliar a expressao do
PCNA, foi realizado um bloqueio da peroxidase enddgena com 3% de perdxido de
hidrogénio/tampao fostato TBS (pH 7,6) (Tris + tampao fosfato) por 15 minutos. A
recuperagcdo antigénica foi realizada em microondas, com tampdo citrato (0,01M; pH 6,0)
durante 5 minutos em poténcia mdxima por trés vezes. Apds a recuperagdo antigénica, 0s
cortes foram lavados em tampao TBS e o bloqueio inespecifico realizado com soro bloqueador
(5% de leite Molico desnatado, em tampao TBS) por 15 minutos. O material foi incubado com
o anticorpo primdrio monoclonal (1:300) (Novacastra — NCL-PCNA) por 1 hora e meia a
temperatura ambiente (em camera umida). As laminas foram lavadas, incubadas com
anticorpo secunddrio biotinilado diluido, por 30 minutos, lavadas novamente e incubadas com
o reagente Super ABC (complexo avidina-biotina) por 30 minutos. O material foi revelado
com DAB (37,3 -diaminobenzidina, dissolvido em TBS) e 0,03% H,0O, e contrastado com
hematoxilina de Harris. Como controles negativo, em algumas laminas, o anticorpo primario

foi omitido ou substituido por TBS.
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4.3. Deteccao da Enzima CYP19ala e 38-HSD e por Imunohistoquimica:

Para deteccdo das enzimas CYP19ala e 3B-HSD, foi realizado um bloqueio da
peroxidase enddgena com 3% de perdxido de hidrogénio/tampao fostato TBS (pH 7,6) (Tris +
tampao fosfato) por 15 minutos. A recuperacdo antigénica foi realizada em microondas, com
tampao citrato (0,01M; pH 6,0) durante 5 minutos em poténcia maxima por trés vezes. Apds a
recuperagdo antigénica, os cortes foram lavados em tampao TBS e o bloqueio inespecifico
realizado com soro bloqueador (5% de leite Molico desnatado, em tampao TBS) por 15
minutos. O material foi incubado com o anticorpo primdrio policlonal (1:50) (Santa Cruz -
SC-130733) para deteccdo de CYP19ala ou com anticorpo primério monoclonal (1:100)
(Santa Cruz - SC-100466) para detec¢ao de 3f-HSD por 1 hora e meia a temperatura ambiente
(em camera umida). As laminas foram lavadas e incubadas com o polimero MR HRP-Polymer
(MACH4 Universal HRP Polymer Kit) por 30 minutos. O material foi revelado com DAB
(3°,3"-diaminobenzidina, dissolvido em TBS) e 0,03% H,0, e contrastado com hematoxilina
de Harris. Como controles negativo, em algumas laminas, o anticorpo primario foi omitido ou

substituido por TBS.

5. Preparacao do Material para a Microscopia Eletronica de Transmissao

Larvas, juvenis e fragmentos das gdnadas dos juvenis foram fixados em solugdo de
glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampao Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo menos
24 horas. O material foi pds-fixado por 2h no escuro em 1% de tetroxido de 6smio no mesmo
tampao, contrastado em bloco com solu¢do aquosa de 5% de uranila por 2 horas, desidratado
em acetona e embebido em araldite. O material foi seccionado em ultramicrétomo equipado
com navalha de diamante, contrastado com solu¢do saturada de acetato de uranila em 50% de
alcool e citrato de chumbo e documentado em Microscépio Eletronico de Transmissdo Tecnai
Spirit da Fei Company. Esta metodologia foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica

do Instituto de Biociéncias da Unesp — Botucatu.
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RESULTADOS

L. FECUNDACAO E O PERIODO EMBRIONARIO

As cinco espécies estudadas apresentam desenvolvimento embriondrio e larval
diferentes entre si (Fig. 1), de acordo com o tipo de reprodugdo apresentado por cada espécie.
Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartzi e Amatitlania
nigrofasciata apresentam fertilizacdo externa. J4 Poecilia reticulata apresenta fertilizacdo
interna.

Os ovos de Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi sdo menores, medindo
cerca de 0,5 mm, translicidos e demersais, sendo os de Tanichthys albonubes pouco adesivos
e os de Gymnocorymbus ternetzi nao adesivos, sendo que estes ultimos sofrem pequena
hidratacdo pos-fertilizacdo (Fig. 1). Em ambas as espécies, 12 horas pds-fertilizagdo o embrido
torna-se visivel no interior do ovo, envolvido pelo cérion. O desenvolvimento embriondrio é
rapido e 24h poés-fertilizacao, as larvas com pouco mais de 1,0mm eclodem, permanecendo
aderidas ao substrato por mais 24h, quando se tornam livre-natantes, apds o saco vitelinico ser
totalmente consumido. Mesmo apds a diferenciacdo larval, o juvenil com cerca de 20 dias
ainda apresenta apenas o primdrdio gonadal em processo de diferenciacdo.

Os ovos de Corydoras schwartzi sdo extremamente grandes, medindo em torno de 2,5
mm, sdo esbranquicados, opacos e bastante adesivos (Fig. 1). Apresentam cdrion bastante
resistente. Os ovos sdo depositados em uma superficie lisa, como uma pedra ou planta, e
imersos em uma secre¢do que rapidamente solidifica-se prendendo fortemente o ovo ao
substrato. Nao sofrem hidratacdo e eclodem em torno de 4 a 5 dias. As larvas ndo aderem a
superficie e permanecem no fundo, junto ao substrato. Apds 3 a 4 dias o saco vitelinico
diminui e as larvas tornam-se livre-natantes.

Os ovos de Amatitlania nigrofasciata medem em torno de 1,5 mm, sdo fortemente
amarelados pela presenca de vitelo, translicidos, demersais e bastante adesivos (Fig. 1). Nao
sofrem hidratacdo e entre 6 e 8 horas pds-fertilizagdo € possivel observar a formacdo de um
disco embriondrio no pélo animal. A clivagem é merobl4stica, resultando na formagdo de uma

blastoderme sobre o saco vitelino. No 3° dia pds-fertilizacdo, apos o periodo de organogénese,
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a vesicula Optica torna-se evidente. Os somitos diferenciam-se e o embrido torna-se cada vez
maior.

Ao final da primeira semana pds-fertilizacdo, o saco vitelino torna-se menor e as larvas
deixam de se ligar ao substrato. Estas passam a apresentar movimentos vigorosos da cauda até
se tornarem livre-natantes.

Apbs desenvolvimento e diferenciacdo larval, ao final da quarta semana pés-
fertilizac@o, o animal juvenil adquire padrdo corpéreo semelhante ao adulto. Nesse periodo, o
juvenil apresenta cerca de 0,5 cm e, diferente de outros 6rgdos, suas gdnadas ainda ndo estao
formadas. Nos cortes histolégicos detectou-se a presenca apenas do primdrdio gonadal em
desenvolvimento.

A fertilizacdo dos ovos de Poecilia reticulata ocorre no meio interno, sendo
intrafolicular, apds a insemina¢do da fémea pelo macho. O desenvolvimento embriondrio é
interno e totalmente intrafolicular. Ap6s um periodo gestacional de 30 dias, os juvenis nascem
com tamanho em torno de 0,8 cm de comprimento (Fig. 1). Os animas recém-nascidos ja
apresentam todos os 6rgdos diferenciados, incluindo as gdnadas, sejam elas masculinas ou
femininas. Dessa forma, a morfogénese gonadal, que envolve o desenvolvimento do tecido
gonadal a partir de um primérdio gonadal, ocorre completamente durante o periodo
gestacional, no interior do ovério materno, originando uma gdénada diferenciada no animal
recém-nascido.

Durante o desenvolvimento embriondrio de Poecilia reticulata, as gbnadas femininas
em diferenciacdo fundem-se originando um ovario Unico. J4 os machos apresentam uma fusao
parcial das gdonadas masculinas, originando um par de testiculos que confluem na porcao

medial, regido correspondente a um ducto espermatico Unico.

II. MORFOGENESE GONADAL
1. O PRIMORDIO GONADAL
Os primordios gonadais das cinco espécies estudadas Tanichthys albonubes,
Gymnocorymbus  ternetzi, Corydoras schwartzi, Poecilia reticulata e Amatitlania
nigrofasciata so inicialmente bastante semelhantes (Fig. 2). Apresentam-se aos pares sobre o

peritonio ao longo da cavidade celomatica, presos por uma fina camada de mesentério
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gonadal. Cada primdrdio gonadal localiza-se ventralmente ao rim e dorsalmente a bexiga
natatéria. Em Tanichthys albonubes (Fig. 2A-C), Gymnocorymbus ternetzi (Fig. 2D-E),
Corydoras schwartzi (Fig. 2G-1) e Amatitlania nigrofasciata (Fig. 2M-0), o primérdio
gonadal se estende ao longo de toda cavidade celomadtica, desde a regido posterior até a regiao
anterior. Em Poecilia reticulata (Fig. 2J-L), o primdrdio gonadal ocupa uma &drea menor,
ficando restrito a porcdo final (regido posterior) da cavidade celomatica.

Histologicamente, os primordios gonadais sdo semelhantes, formados por apenas
células germinativas primordiais (CGPs) e células sométicas. As células somadticas apresentam
forma variada, sendo predominantemente pavimentosas, com nucleo baséfilo e citoplasma
escasso (Fig. 2). Ja as CGPs sdo grandes células arredondadas com nicleo descondensado e
volumoso (Fig. 2). Apresentam um nucléolo bastante evidente e citoplasma escasso, rico em
nilage, a qual apresenta resposta positiva ao Amarelo Metanil, indicando a presenca de
proteinas na sua constituicdo.

As células germinativas primordiais (CGPs) distribuem-se ao longo de todo o
primordio gonadal, que se apresenta filiforme, longo e delgado, composto apenas por uma ou
duas camadas de CGPs. Ocasionalmente pode-se encontrar atividade mitética das CGPs.

Neste estdgio, em qualquer uma das espécies, ndo hd diferencas morfolégicas que
sugiram tratar-se de uma gonada masculina ou feminina. O nimero de células germinativas e
somdticas aumenta gradualmente ao longo do desenvolvimento gonadal. Como resultado, tem-
se um aumento do tamanho do tecido gonadal, que passa a constituir uma gonada
indiferenciada. Esta apresenta abundante quantidade de CGPs e intensa atividade mitética. A
gbdnada indiferenciada passa a apresentar pequenas mudangas estruturais que constituem o0s
primeiros indicios da formacdo de uma gonada masculina ou feminina. A partir dai, o tecido

gonadal entre as cinco diferentes espécies passa a apresentar diferencas significativas.

2. A GONADA INDIFERENCIADA NOS OTOPHYSI
As gonadas indiferenciadas de Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi foram
observadas em animais medindo entre 0,5 e 0,7 cm com até 30 e 35 dias pds-fertilizacdo,

respectivamente (Fig. 3A-E).
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Em Corydoras schwartzi as gonadas permanecem indiferenciadas (Fig. 3F-G) por um
longo periodo, até 120 dias pds-fertilizacdo, quando os animais ja apresentavam 2,5 cm de
comprimento.

Nas trés espécies, as gonadas indiferenciadas sdo pares, longas e delgadas, ocupando
2/3 da cavidade celomdtica a partir da papila urogenital. Sdo formadas por células
germinativas primordiais (CGPs) dispersas por entre células sométicas (Fig. 3). Neste periodo
nao ha qualquer diferenca que indique um tecido gonadal supostamente masculino ou
feminino.

Nas seccOes parassagitais, as gonadas indiferenciadas sdo mais espessas quando
comparadas ao primérdio gonadal, principalmente pela maior quantidade de células somaticas,
que apresentam formatos irregulares e pavimentosos (Fig. 3).

As células germinativas primordais (CGPs), com formato ovalado e nucléolo evidente,
mantém-se em numero reduzido e encontram-se inicialmente isoladas entre as células

somadticas ao longo de toda a gdnada (Fig. 3).

3. A GONADA INDIFERENCIADA NO PERCOMORPHA

Em Amatitlania nigrofasciata, as gonadas indiferenciadas foram observadas em
animais com até 30 dias pos-fertilizacdo, em individuos supostamente femininos. Entretanto,
em torno de 50% dos individuos, supostamente masculinos, permaneceram indiferenciados até
80 dias pds-fertilizagdo. Macroscopicamente, quando passivel de disseccdo, as godnadas
indiferenciadas sdo extremamente longas e delgadas, percorrendo toda cavidade celomatica
desde a papila urogenital.

Histologicamente, o tecido gonadal masculino e feminino diferem-se no que se refere a
disposicdo das células germinativas primordiais (CGPs) (Fig. 4). Este fato pode ser
confirmado associando-se o tamanho da gonada em processo de diferenciacio com o tamanho
e idade do animal. A diferenciacdo ovariana em Amatitlania nigrofasciata precede a
diferenciacdo testicular, sendo este intervalo bastante significativo. Nas fémeas, os primeiros
indicios da diferenciacdo gonadal ocorrem por volta de 35 dias pos-fertilizagdo, quando os

animais apresentam em torno de 0,7 cm de comprimento, enquanto que nos machos, o periodo
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¢ bastante longo e os primeiros indicios manifestam-se somente apds 90 dias pds-fertilizacao,
em animais com tamanho entre 1,5 e 2,0 cm de comprimento.

Assim, nos cortes histolégicos pode-se detectar dois tipos de gdnadas indiferenciadas —
gonada indiferenciada supostamente feminina (Fig. 4A-B) e gbnada indiferenciada
supostamente masculina (Fig. 4C-D).

Nas secgdes parassagitais do pressuposto ovério, o tecido gonadal é extremamente
delgado, apresentando uma ou duas camadas de células germinativas primordiais (CGPs)
enfileiradas e delimitadas perifericamente por células somaticas (Fig. 4A-B). No pressuposto
testiculo, as CGPs permanecem concentradas proximas a periferia do tecido gonadal, na regido
ventral. Na regidao dorsal, hd um actimulo de grande quantidade de células sométicas (Fig. 4C-
D).

As células germinativas primordiais (CGPs) sdo mais esféricas no tecido gonadal
supostamente feminino e inicialmente ovais na gonada indiferenciada supostamente masculina
(Fig. 4). Ambas tem nuicleo volumoso, basofilico, um nucléolo bastante evidente e grande

quantidade de niiage em seu citoplasma.

4. A GONADA INDIFERENCIADA NO ATHERINOMORPHA

As gdnadas indiferenciadas foram observadas nos cortes histolégicos em animais nos
estagios 3 e 4, correspondente ao periodo entre 13 e 24 dias pos-fertilizacdo. Sao estruturas
ovaladas e/ou alongadas, que ocupam a por¢ao posterior da cavidade celomadtica.

O tecido gonadal, agora mais espesso, € formado por células somaticas dispostas entre
as células germinativas primordiais (CGPs), que ainda mostram-se como células
indiferenciadas. Essas, s@o células ovaladas com nucleo irregular e fortemente basofilico,
apresentando um ou dois nucléolos evidentes.

Nos cortes histologicos pode-se detectar dois tipos de gonadas indiferenciadas —
gbnada indiferenciada supostamente feminina (Fig. 5) e gonada indiferenciada supostamente
masculina (Fig. 6). Nas seccoes longitudinais e parassagitais do pressuposto testiculo, notam-
se duas porcdes distintas no tecido gonadal: a primeira, na regido caudal, proxima a papila
urogenital é formada apenas por células somdticas, enquanto que o restante da gonada

apresenta células germinativas primordiais e células somaticas (Fig. 6). No pressuposto ovario,
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o tecido gonadal ndo apresenta concentracdo de células somadticas na porcao caudal, como nos

machos, e as células germinativas primordiais distribuem-se por todo tecido gonadal (Fig. 5).

III. DIFERENCIACAO GONADAL

1. A DIFERENCIACAO GONADAL NOS OTOPHYSI

As gonadas de Tanichthys albonubes e Corydoras schwartzi diferenciam-se
diretamente em um ovdrio ou testiculo, apresentando, portanto, desenvolvimento
gonocoristico direto.

Em ambas as espécies, gradualmente e préximo ao periodo que antecede a
diferenciacdo gonadal, parece haver uma pequena diferenca na distribuicdo das células
germinativas primordais (CGPs) ao longo do tecido gonadal, entre as gdnadas supostamente
femininas e as gonadas supostamente masculinas.

Em Tanichthys albonubes, a diferenciacido ovariana precede a diferenciagdo testicular e
ocorre por volta de 37 dias pds-fertilizacdo, em animais que apresentam pouco mais de 1,0 cm
de comprimento. A diferenciacdo testicular ocorre em animais com mais de 50 dias pods-
fertilizacdo, quando estes ja apresentam entre 1,5 e 2,0 cm. Isso faz com que suas gdnadas
tenham um tamanho maior, proporcionalmente ao tamanho do animal. Porém, essas gonadas
ainda mostram-se totalmente indiferenciadas até 50 dias pds-fertilizacdo. Fémeas com esse
mesmo tamanho e idade ja apresentam um ovério totalmente diferenciado.

Dessa forma, pode-se antecipar por comparagdo, que as células germinativas
primordiais (CGPs) apresentam uma organizacdo que distinguem goénadas supostamente
femininas de gdnadas supostamente masculinas.

A gbOnada supostamente feminina tem um menor tamanho em relagdo a gobnada
supostamente masculina. A propor¢do entre células germinativas primordiais (CGPs) e células
somdticas € mais equilibrada nas fémeas, enquanto que nas gonadas supostamente masculinas,
as CGPs sdo escassas e encontram-se dispersas por entre inimeras células somdticas que faz
da gbnada masculina, um 6rgdo mais espesso do que a gonada feminina. Além disso, nas
gbdnadas supostamente femininas, por apresentarem uma espessura menor, geralmente hd uma

unica fileira de CGPs delimitadas perifericamente por células somaticas. As células
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somdticas, em ambas as goOnadas, sdao geralmente pavimentosas, t€ém nucleo baséfilo e
citoplasma escasso, podendo apresentar também diferentes formatos nucleares desde
fusiformes até sinuosos.

Em Corydoras schwartzi, a diferenciacdo ovariana e a diferenciagdo testicular ocorrem
simultaneamente por volta de 130 a 150 dias pds-fertilizagdo, em animais que apresentam
entre 3,0 e 4,0 cm de comprimento. O primeiro indicio da diferenciacdo gonadal, refere-se a
organizacdo das células germinativas, em gonadas supostamente masculinas e femininas. Nas
gbonadas femininas, as oogOnias formam pequenos cistos germinativos, separados por um
tecido intersticial bastante desenvolvido. Nas gonadas masculinas, os cistos desenvolvem-se
rapidamente, enquanto que o tecido intersticial é ainda reduzido.

Ja Gymnocorymbus ternetzi apresenta desenvolvimento gonocoristico indireto, ou seja,
em todos os individuos desta espécie, o tecido gonadal desenvolve-se inicialmente em ovario,
independente do sexo genotipico. Entre 37 e 42 dias pds-fertilizacdo, todos os individuos
apresentam desenvolvimento de um tecido ovariano. Entre 42 e 50 dias pds-fertilizagao, 50%
dos individuos apresentam degeneracdo do tecido ovariano e remodelacio em um tecido
testicular. O restante dos individuos, supostamente femininos, apresenta uma continua
progressdo no desenvolvimento do tecido ovariano. Assim, metade da populacdo tem gdnadas
totalmente desenvolvidas em um ovdrio e gobnadas em transicio com caracteristicas

masculinas e femininas.

2. A DIFERENCIACAO GONADAL NO PERCOMORPHA

As gbnadas de Amatitlania nigrofasciata diferenciam-se diretamente em um ovério ou
testiculo, apresentando, portanto, desenvolvimento gonocoristico direto, com precedéncia da
diferenciacdo ovariana sobre a testicular. Macroscopicamente, 0s ovarios sdo ligeiramente
mais achatados e o tecido gonadal inicialmente é extremamente delgado. Ja os testiculos sdo
mais cilindricos em toda sua extensdo. Ambas as gonadas sdo Orgdos pares, alongados que
percorrem longitudinalmente toda cavidade celomdtica desde a papila urogenital, na regidao
dorsal. Estdo presos a parede dorsal desta cavidade por uma fina membrana de tecido

conjuntivo, colocando-se ventro-lateralmente a bexiga natatdria.
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As fémeas analisadas atingiram os primeiros sinais de maturidade sexual aos 120 dias
pos-fertilizacdo, com 3,0 cm de comprimento, enquanto que os machos aos 150 dias,
apresentando em torno de 4,0 cm de comprimento. O adiantamento da maturidade sexual
masculina € possivel, quando induzida pela presenca de uma fémea apta a desovar.

Em ambos os sexos, somente apds as caracteristicas gonadais estarem totalmente
definidas e suas gdnadas apresentarem produgdo continua de gametas, é que os animais

passam a exibir caracteristicas sexuais morfolégicas secunddrias e dimorfismo sexual.

3. A DIFERENCIACAO GONADAL NO ATHERINOMORPHA

As gonadas de Poecilia reticulata diferenciam-se diretamente em um ovdrio ou
testiculo, apresentando, portanto, desenvolvimento gonocoristico direto, com precedéncia da
diferenciag@o ovariana sobre a testicular.

Na gonada indiferenciada, as células germinativas primordiais (CGPs) iniciam sua
diferenciacdo, tornando-se maiores; sdo esféricas, possuem um niicleo volumoso, ovalado e
pouco basofilico com um nucléolo evidente. Essas células sdo recrutadas para meiose
originando futuramente os gametas masculinos (espermatozdides) e femininos (0dcitos).

A diferenciagdo gonadal parece ocorrer nos estdgios 4 e 5, correspondente aos 10
ultimos dias de gestacdo intrafolicular. Ao nascerem, as f€émeas apresentam uma gonada ainda
compacta, mas com a presenca de odcitos pré-vitelogénicos, enquanto que nos machos, as
células germinativas ainda ndo entraram em meiose.

As fémeas analisadas atingiram os primeiros sinais de maturidade sexual aos 90 dias
pos-fertilizacio, enquanto que os machos aos 70 dias. Assim, apesar da diferenciagdo gonadal

feminina preceder a masculina, o processo completo de espermatogénese antecede a oogénese.

IV. DIFERENCIACAO OVARIANA
Nos trés grupos analisados, Otophysi, Percomorpha e Atherinomorpha, os eventos
envolvidos na diferenciagdo ovariana sdo bastante semelhantes, distinguindo-se entre as
espécies apenas a cronologia e a forma como os processos ocorrem para se chegar a um
mesmo resultado final — a formagdo de um Orgdo cavitdrio delimitado por um epitélio

germinativo. Assim, as primeiras etapas da diferenciacio ovariana, caracterizadas pela entrada
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das células germinativas em meiose e inicio do processo de foliculogénese, ndo apresentam

diferencas significativas entre as espécies.

1. A FOLICULOGENESE NOS OTOPHYSI, PERCOMORPHA E ATHERINOMORPHA

O tecido gonadal das cinco espécies analisadas € delgado, alongado e formado por
células germinativas primordiais (CGPs), agora diferenciadas em oogonias, e células
somadticas (Fig. 7A, 8A-E).

As oogodnias, imersas no tecido gonadal, podem estar associadas ou ndo as células
somdticas. Oogodnias isoladas proliferam por mitose dando origem a novas oogonias (Fig.
7B,0).

Quando associadas as células somdticas formam um cisto de oogdnias, que ao entrar
em meiose originam os odcitos profdsicos iniciais (Fig. 7D-H, 8). Durante as sucessivas
divisoes celulares, no interior do cisto, a citocinese € incompleta, podendo observar-se pontes
citoplasmaticas entre as células germinativas, sejam estas oogodnias (Fig. 8E,F) ou odcitos
profasicos iniciais.

Uma vez que cada oogdnia da origem a um cisto e tendo inicio as divisdes celulares,
formam-se diferentes cistos préximos um do outro, originando grupamentos (conjuntos
celulares), delimitados gradativamente por uma mesma membrana basal em formacgdo (Fig.
8C). Assim, ao longo de toda gdnada, observam-se oogonias isoladas individualmente entre
células somadticas, e cistos delimitados por células somaticas derivadas do epitélio, contendo
oogodnias e/ou odcitos proféasicos iniciais.

As oogoOnias sdo células arredondadas que apresentam citoplasma escasso com
granulacOes correspondentes as “niiages”, e nicleo grande, esférico com um ou mais nucléolos
bem evidentes (Fig. 7). Seu citoplasma apresenta mitocOndrias esféricas com cristas tubulares,
frequentemente associadas as “ntiages” (Fig. 8).

Os odcitos, presentes nos cistos sdo também arredondados, com nucleo contendo
cromatina em distintas formas de organizacdo de acordo com a etapa da profase em que se
encontram, porém seus citoplasmas ndo os diferem, mantendo-se sempre ligeiramente

acidéfilo e escasso (Fig. 7).
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Os odcitos profasicos apresentam inicialmente niicleo mais baséfilo do que as oogdnias
e hd uma diminui¢do na quantidade de niiage no citoplasma. O odcito leptoténico apresenta
nicleo fortemente baséfilo, com ao menos um nucléolo bastante evidente. Com a progressao
da préfase, ocorre perda gradual da basofilia nuclear do odcito (Fig. 7). O odcito em zigéteno
apresenta maior condensacdo cromossdmica, dando um aspecto granular ao nucleo. Os
complexos sinaptonémicos comecam a ser formados permitindo o pareamento dos
cromossomos homologos (Fig. 8J). Em paquiteno, os complexos sinaptonémicos estdao
totalmente formados e no nicleo do odcito percebe-se uma forte basofilia préxima ao
envoltorio nuclear.

Os cistos agora contendo odcitos diploténicos sdo invadidos pelas células somaticas
epiteliais — as agora células pré-foliculares. As células pré-foliculares, unidas fortemente por
inimeros desmossomos envolvem total e gradativamente cada odcito que se separa do cisto,
dando origem a um foliculo ovariano. Durante esse processo conhecido como foliculogénese,
as células pré-foliculares, apds se diferenciarem em células foliculares, iniciam a formagao da
membrana basal. Gradativamente, a membrana basal € sintetizada individualizando cada
foliculo ovariano.

Com a entrada e permanéncia do odcito em dipléteno, os cromossomos plumosos
tornam-se visiveis. O citoplasma dos odcitos aumenta em volume tornando-se gradualmente
mais basoéfilo, dando inicio ao crescimento primdrio, ainda no interior dos cistos (Fig. 7). O
odcito diploténico agora isolado no foliculo ovariano, e em crescimento primdrio apresenta
nicleo com um ndmero varidvel de nucléolos, os quais inicialmente localizados na regido
central do nicleo (odcitos com miultiplos nucléolos) tornam-se posteriormente periféricos
(odcitos perinucleolares).

Nessa etapa da diferenciacdo ovariana, a gbnada mostra-se ainda compacta em todas

as espécies.

1.1. O tecido gonadal nos Otophysi durante a Foliculogénese
Os primeiros indicios da diferenciagdo ovariana nos Otophysi foram observados em
animais com 37 dias pds-fertilizagdo em Tanichthys albonubes, 42 dias pos-fertilizacdo em

Gymnocorymbus ternetzi e 130 dias pos-fertilizagdo em Corydoras schwartzi.
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Durante todo o periodo de diferenciacdo ovariana, os ovérios dos Otophysi mantém-se
como Orgdos pares, alongados e difusos, localizados longitudinalmente na regido dorsal da
cavidade celomdtica. Estdo presos a parede dorsal desta cavidade por uma fina membrana de
tecido conjuntivo — o mesovario. Macroscopicamente, esse padrdo estrutural € mantido até a
completa diferenciacdo da gonada, variando apenas na coloracdo do tecido gonadal conforme
os diferentes graus de desenvolvimento, sendo mais translicido inicialmente, tornando-se mais
esbranquicado e/ou amarelado e vascularizado, conforme a progressdo do desenvolvimento
oocitério.

Em Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi a etapa que compreende a
primeira foliculogénese € bastante rapida. Assim, com apenas 44 e 50 dias pds-fertilizagdo,
respectivamente, a gbénada apresenta uma espessura ainda delgada quando os odcitos
diploténicos iniciais, ja individualizados pelas células foliculares, entram em crescimento
primério (Fig. 9, 10).

Em Corydoras schwartzi este processo mostra-se mais lento. A gonada permanece por
um longo periodo, de 130 a 150 dias p6és-fertilizagao, apresentando apenas cistos de oogdnias
(Fig. 11A,B) e de odcitos profasicos (Fig. 11C,D). Estes cistos, espacados entre si por um
tecido intersticial desenvolvido que responde positivamente ao PAS, aumentam em ndmero,
aumentando a espessura e volume da gonada (Fig. 11A-E). Com 160 dias pds-fertilizagdo, os
odcitos diploténicos entram em crescimento primario, porém ainda hd predominancia dos

cistos germinativos e a gdnada ainda é compacta (Fig. 11F,G).

1.2. O tecido gonadal no Percomorpha durante a Foliculogénese

Os primeiros indicios da diferenciagdo ovariana nos Percomorpha foram observados
em animais com 30 dias pos-fertilizacao.

Durante todo o periodo de diferenciacdo ovariana, os ovérios de Amatitlania
nigrofasciata mantém-se como Orgaos pares, alongados, levemente achatados, localizados
longitudinalmente na regido dorsal da cavidade celomdtica. Estdo presos a parede dorsal desta
cavidade pelo mesovdario. Macroscopicamente, esse padrao estrutural ¢ mantido até a completa

diferenciacdo da gonada, variando apenas na coloracdo do tecido gonadal conforme os

47



diferentes graus de desenvolvimento, sendo mais translicido inicialmente, tornando-se mais
amarelado e vascularizado, conforme se d4 a progressdao do desenvolvimento oocitério.

Nos cortes histologicos, o tecido gonadal feminino, em animais com 30 dias pds-
fertilizacdo, é uma estrutura filiforme, delgada e compacta, formada por oogdnias dispersas
por toda a gdnada entre células somdticas (Fig. 12, 13A). Nao hd nenhuma cavidade ovariana
formada nesta fase (Fig. 12). Na regido posterior, proxima a papila urogenital, o tecido
gonadal desemboca no ducto renal (Fig. 12).

As oogbnias que se comprometem com a gametogénese sdo envolvidas por processos
citoplasmaticos das células somdticas formando um cisto. As oogdnias no interior do cisto
proliferam e entram em préfase meidtica, originando os primeiros odcitos leptoténicos (Fig.
13A,B).

Em animais com 37 dias pds-fertilizacdo, os cistos de oodcitos aumentam em
quantidade, bem como a espessura e comprimento da gonada. As oogdnias apresentam-se em
menor quantidade e odcitos leptoténicos, zigoténicos, paquiténicos e diploténicos iniciais sao
facilmente identificaveis (Fig. 13C-G).

A gonada ainda compacta passa a apresentar uma grande quantidade de odcitos em
crescimento primdrio e se mantém com as mesmas caracteristicas histologicas, até o animal

completar 90 dias pds-fertilizacao (Fig. 14).

1.3.0 tecido gonadal no Atherinomorpha durante a Foliculogénese

Os primeiros indicios da diferenciagdo ovariana em Poecilia reticulata foram
observados em animais no estigio 4, entre 18 e 24 dias pds-fertilizacdo, nos quais as gonadas,
compostas apenas por oogonias distribuidas de forma homogénea por todo tecido gonadal,
mantém-se ainda como 6rgaos pares (Fig. 15A,B).

O tecido gonadal € alongado e retilineo na regides periféricas, sendo delimitado por
células somdticas. Ao final do estdgio 4, em cortes histolégicos transversais, as gbnadas pares
sofrem fusdo parcial, tendo inicio pela regido posterior, proxima a papila urogenital (Fig.
15C,D). Na por¢do anterior, nota-se ainda duas gonadas separadas (Fig.15F,G). A entrada das
oogdnias em meiose coincide com o inicio da fusdo das gonadas em desenvolvimento (Fig.

15H-K).
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No estdgio 5, durante a uUltima semana de gestacdo, as gonadas ainda parcialmente
separadas sofrem fusdo total nos tultimos dias antes do nascimento. Nas gbOnadas ainda
separadas notam-se um aumento do nimero de odcitos diploténicos iniciais em relagdo ao
estagio anterior (Fig. 16).

A fémea, ao nascer, 30 dias pos-fertilizacdo, apresenta um ovdrio dnico, alongado,
maior, formado por oogoOnias indiferenciadas, oogdnias diferenciadas, cistos de odcitos
profésicos, e odcitos em crescimento primdrio nos foliculos ovarianos (Fig. 17). A gdnada

ainda € uma estrutura compacta, ndo apresentando limen, tampouco epitélio germinativo

definido (Fig. 17).

2. FORMACAO DO CISTO-OVARIO

A constituicao do ovdrio como um 6rgdo cavitdrio e, portanto, a formacdo do limen
ovariano ¢é anterior a formacdo completa das lamelas ovigeras em todas as espécies analisadas.
Porém, dependendo da espécie, pode ser concomitante a constituicao do epitélio germinativo.
Em todos os casos, o fechamento do 6rgao € gradual e pode ser acompanhado através de
seccoes transversais, apresentando variacdes dos eventos envolvidos, de acordo com a espécie
estudada.

2.1. Formacgao da cavidade ovariana nos Otophysi

Em Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi, 44 e 50 dias p6s-fertilizagdo,
respectivamente, concomitante ao inicio da entrada do odcito em crescimento primario, o
tecido gonadal, até entdo compacto, passa a apresentar projecoes teciduais laterais a partir da
proliferacao de células somaticas na periferia do tecido gonadal.

Em Tanichthys albonubes, através dos cortes transversais, pode-se acompanhar o
crescimento de 1dminas teciduais, em ambos os lados do ovério, em direcdo a por¢do dorsal da
gbnada (Fig 18). Durante o crescimento das laminas teciduais, estas acabam por encontrar o
epitélio do mesentério, na regido dorsal, no qual a gonada encontra-se apoiada (Fig. 18A-D).
Dessa forma, as laminas teciduais fundem-se ao mesotélio e encerram o ovario em um espago
— antes cavidade celomdtica — agora, cavidade ovariana. Nesta etapa, nota-se que as oogonias e
0s cistos germinativos imersos no tecido gonadal ainda compacto, concentram-se na periferia,

junto a cavidade ovariana recém-formada, enquanto que os odcitos em crescimento primario
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ocupam a regido oposta (Fig. 18E-L). Este € o primeiro indicio da formacdo do epitélio
germinativo em Tanichthys albonubes.

Em Gymnocorymbus ternetzi, as laminas teciduais crescem a partir de um tnico lado
da gobnada (Fig. 18M-P). Assim, ocorre proliferacdo das células somdticas formando uma
lamina tecidual que cresce ventralmente até encontrar o outro lado da gonada, fechando parte
da cavidade celomadtica e delimitando agora uma cavidade ovariana.

Em Corydoras schwartzi, a formacdo da cavidade ovariana € resultado de uma
reorganizacdo de componentes somdaticos no interior do tecido gonadal, durante a formacao
das lamelas ovigeras. Dessa forma, nesta espécie, a formacdo da cavidade ovariana ¢é

concomitante a formagao das lamelas ovigeras e ocorre aos 180 dias pds-fertilizacao.

2.2. Formagao da cavidade ovariana no Percomorpha
Em Amatitlania nigrofasciatus, aos 90 dias pos-fertilizacdo, nota-se em cortes
transversais, o inicio da formacdo do limen ovariano (Fig. 19). Células somdticas epiteliais
acumulam-se e projetam-se lateralmente em ambos os lados do ovério, formando laminas que
gradativamente aumentam em comprimento em direcdo a regido ventral do ovdrio. Esses
apéndices laterais na periferia do tecido gonadal, ao se contatarem, fundem-se e encerram

parte da cavidade celomadtica, agora, a cavidade ou limen ovariano (Fig. 19).

2.3.Formacao da cavidade ovariana no Atherinomorpha

No periodo entre 1 e 12 dias pds-nascimento, que antecede a formacdo da cavidade
ovariana o ovario aumenta significativamente em tamanho. Torna-se uma estrutura ovalada e
pouco alongada. A proliferacdo de oogOnias € intensa, assim como a entrada das células
germinativas em meiose. Os cistos germinativos aumentam consideravelmente e os odcitos em
crescimento primdrio atingem seu tamanho maximo.

Ha uma reorganizacio estrutural das células no interior da gonada. Os odcitos em
crescimento primdrio se estabelecem na regido periférica e ventral do ovdrio, enquanto que as
oogonias e cistos germinativos concentram-se na porcao central, voltadas para a regidao dorsal

(Fig. 20A,B).
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Aos 12 dias pds-nascimento, inicia-se a formacdo da cavidade ovariana em Poecilia
reticulata e consequentemente o epitélio germinativo comeca a ser definido (Fig. 20). Em
cortes transversais, nota-se a proliferacdo de células somédticas em ambos os lados periféricos
do tecido gonadal, formando laminas teciduais que crescem para a regido dorsal do ovério
(Fig. 20A,B), em direcdo a bexiga natatdria, encerrando parte da cavidade celomdtica (Fig.
20). Na regido dorsal, uma das laminas teciduais de células sométicas fecha-se sobre a metade
do ovério, originando uma cavidade ovariana (Fig. 20C,D). A lamina tecidual do lado oposto
continua seu crescimento, fechando-se dorsalmente até encontrar a outra lamina tecidual (Fig.
20E,F). Com isso, formam-se duas cavidades ovarianas, as quais correspondem aos dois
ductos ovarianos, um esquerdo e um direito, correspondente aos ovarios que se fusionaram
durante a morfogénese gonadal e que agora encontram-se fundidos em uma Unica estrutura
(Fig. 20F).

Este septo de células somdticas que divide as duas cavidades ovarianas rompe-se na
regido caudal do ovdrio, dando origem a um ducto ovariano unico (Fig. 20G-J). O ducto
ovariano torna-se continuo até a papila urogenital, porém apresenta duas porcdes com
formacoes distintas. A primeira, no interior da gonada, forma-se a partir das laminas teciduais
do ovdrio, e a segunda, externa a gonada, forma-se também por fechamento de laminas

teciduais, porém, a partir da proliferacio de células do mesentério (Fig. 21).

3. FORMACAO DAS LAMELAS OVIGERAS E O ESTABELECIMENTO DO EPITELIO

GERMINATIVO

3.1. Formagao das lamelas ovigeras nos Otophysi
Tanto em Tanichthys albonubes como em Gymnocorymbus ternetzi a formagdo das
lamelas ovigeras inicia-se aos 60 dias pds-fertilizacdo. Nesta fase, em ambas as espécies, ha
grande quantidade de odcitos em crescimento primdrio, além de oogodnias e cistos de odcitos
profasicos. Durante a formacgdo das lamelas ovigeras, perpendicularmente ao tecido gonadal,
células somaticas na regido dorsal da gbnada em Tanichthys albonubes (Fig. 22) e da regido
ventral em Gymnocorymbus ternetzi (Fig. 23) reorganizam-se, criando fileiras paralelas entre

si no interior da gonada. Estas fileiras de células, ao se afastarem, formam invaginagdes ao
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longo do oviério, delimitando, assim, as lamelas ovigeras. Esses espacos interlamelares
formados tornam-se cada vez mais profundos. Gradualmente, as lamelas aumentam em
tamanho e projetam-se para a regido dorsal nos Tanichthys albonubes e para a regido ventral
nos Gymnocorymbus ternetzi. Na regido de projecdo e formacdo das lamelas ovigeras, células
somadticas periféricas ao tecido gonadal reorganizam-se formando um epitélio que margeia as
lamelas recém-formadas. Este epitélio recém-formado isola as células germinativas do limen
interlamelar. Assim, oogOnias aprisionadas entre as células epiteliais constituem agora o
epitélio germinativo feminino (Fig. 22, 23).

Em Corydoras schwartzi, 180 dias apds a fertilizagdo, os componentes somaticos, no
interior do tecido gonadal, sofrem uma reorganiza¢ado, originando um alinhamento das células
somadticas que percorre toda a extensao longitudinal da gonada (Fig. 24A-C). Assim, em cortes
longitudinais, notam-se diversas fileiras duplas paralelas entre si e longitudinais ao tecido
gonadal, desde a regido cranial até a regido caudal da gbnada. Essas fileiras afastam-se
gradativamente entre si (Fig. 24D), originando um pequeno espaco que se torna cada vez mais
proeminente (Fig 24E). Com o afastamento de diversas fileiras paralelas longitudinais de
células somadticas para formac¢do do limen ovariano, o tecido gonadal € separado
longitudinalmente em sua regido centro-medial (Fig. 24F-H), tornando-se pregueado. Assim,
formam-se diversas pregas paralelas longitudinais, cada qual delimitada pelas células
somadticas que as originaram, compondo os primordios das lamelas ovigeras.

No interior de cada lamela ovigera recém-formada, as oogdnias e cistos germinativos
reorganizam-se € migram para a periferia lamelar, associando-se as células somaéticas epiteliais
que compdem a borda de cada lamela ovigera, constituindo, assim, o epitélio germinativo

feminino de Corydoras schwartzi (Fig. 24H-J).

3.2. Formacao das lamelas ovigeras no Percomorpha
Aos 100 dias pos-fertilizagdo as lamelas ovigeras de Amatitlania nigrofasciatus
comecam a ser definidas. Células somaticas presentes no tecido gonadal organizam-se de
modo a criar espacos interlamelares entre o tecido gonadal (Fig. 25A). Inicialmente, as
lamelas ovigeras t€ém formato pouco acentuado, porém aumentam gradativamente no tecido

gonadal, formando lamelas ovigeras bastante proeminentes. Com a reorganiza¢do do tecido
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gonadal, passando de uma gdnada compacta para uma gonada provida de lamelas ovigeras, o
epitélio germinativo feminino € estabelecido. Entre células somaticas epiteliais, aprisionam-se
oogdnias que irdo compor o epitélio germinativo (Fig. 25B). A partir dai, novos nichos de

proliferac@o celular encontram-se definidos.

3.3.Formacao das lamelas ovigeras no Atherinomorpha

Em Poecilia reticulata ndo ocorre o desenvolvimento de lamelas ovigeras como nos
demais Teleostei aqui estudados.

As células somdticas que delimitam o limen ovariano sdo, inicialmente, pavimentosas,
mas tornam-se gradativamente cuibicas e posteriormente cilindricas (Fig. 26 A-D). No tecido
gonadal voltado para a cavidade ovariana, a reorganizacdo que se segue faz com que oogonias
se associem as células somdticas pavimentosas — pré-foliculares — que se interpdem entre as
células somadticas cilindricas do epitélio do ducto ovariano. Como consequéncia dessa
reorganizacao, o epitélio germinativo feminino em Poecilia reticulata esta estabelecido.

A cavidade ovariana, revestida por um epitélio simples prismético, até entdo retilinea,
passa gradualmente a apresentar criptas ao longo de todo ovario. Essas criptas formam
indmeras invaginacdes e reentrancias que terminam em fundo cego e que se projetam em
direc@o aos ninhos de células germinativas. Assim, o epitélio germinativo passa a margear a

cavidade e ducto ovariano (Fig. 26E-H, 27).

4. FORMACAO DO ESTROMA OVARIANO

Em todas as espécies, o estroma ovariano inicia sua diferenciacdo apds a entrada dos
odcitos em meiose e inicio do crescimento primdrio, portanto, apds a formagdo do lumen
ovariano e concomitante a formacao das lamelas ovigeras (Fig. 28). Embora algumas espécies
como Corydoras schwartzi € Gymnocorymbus ternetzi apresentem componentes interesticiais
j& bastante desenvolvidos em etapas iniciais do processo de diferenciagdo, ainda assim o
estroma ovariano so € estabelecido posteriormente.

O tecido gonadal, nesta etapa, é formado por oogbnias isoladas, cistos de oogdnias e

odcitos, foliculos ovarianos e uma grande quantidade de células somaéticas.
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As células somdticas com aspecto fusiforme, ndcleo baséfilo e citoplasma escasso,
localizam-se em duas regides especificas: na periferia do tecido gonadal, delimitando-o, € no
interior do tecido gonadal, dispersas entre as células germinativas. As células somaticas
dispersas no interior das lamelas afastam-se gradativamente uma das outras resultando na
formacdo de espacos extravasculares (Fig. 28C,D), preenchidos por uma substancia que
responde levemente ao PAS e ao Azul de Toluidina, portanto, de natureza polissacaridica.
Forma-se assim o estroma ovariano, constituido por um tecido conjuntivo frouxo, no qual
além das células somdticas inicialmente presentes, sdo encontradas células mesenquimais
indiferenciadas, fibrilas de coldgeno e vasos sanguineos. As células mesenquimais de formato
estrelado conectam-se uma as outras por prolongamentos citoplasméaticos formando uma rede
no interior do tecido gonadal.

Estas células, apés a formagcdo da membrana basal, projetam-se em direcdo aos
foliculos recém-formados até os contatarem, circundando-os e dando origem as células pré-
tecais, formando a teca ao redor de cada foliculo (Fig. 28E,F; 29), exceto na regido em que a
membrana basal das células foliculares e do epitélio germinativo estdo unidas. Dessa forma,

entre as células foliculares e a teca encontra-se a membrana basal (Fig. 29).

5. O COMPARTIMENTO INTERSTICIAL E O COMPARTIMENTO GERMINATIVO

Nas cinco espécies analisadas, o compartimento germinativo € separado do
compartimento intersticial desde as primeiras etapas da diferenciagdo gonadal feminina. Em
Tanichthys albonubes (Fig. 30), Gymnocorymbus ternetzi (Fig. 31) e Amatitlania
nigrofasciatus (Fig. 33) uma membrana basal circunda os componentes germinativos,
constituidos por oogdnias e odcitos profdsicos de forma continua.

Em Corydoras schwartzi, as oogdnias e cistos de odcitos profasicos, circundados por
células somadticas, sdo individualizados pela membrana basal em varios conjuntos distintos ao
longo do tecido gonadal (Fig. 32).

Em todas as espécies, durante a formac¢do do foliculo ovariano, a membrana basal é
sintetizada gradativamente individualizando cada foliculo. Observa-se com frequéncia uma

membrana basal tnica sendo compartilhada por dois foliculos ovarianos (Fig. 32J, 33F).
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Em Tanichthys albonubes, as células foliculares do odcito em crescimento primario
iniciam a deposicdo da membrana basal de forma pontual. Assim, sob cada célula folicular,
nota-se a formacdo de pequenos segmentos de membrana basal, que, posteriormente, ao se
unirem, circundam completamente o odcito (Fig. 30A-G).

Em todas as espécies, apds a formacdo do limen ovariano e das lamelas ovigeras,
células somadticas periféricas ao tecido gonadal reorganizam-se formando um epitélio que
margeia as lamelas recém-formadas. Este epitélio recém-formado, agora apoiado sobre uma
membrana basal, isola as células germinativas do limen interlamelar e as separa do estroma
ovariano. Assim, oogOnias aprisionadas entre as células epiteliais constituem agora o epitélio
germinativo feminino (Fig. 301, 31F, 32H.,I, 33F, 35D ). Oogdnias em proliferacdo formam
aglomerados celulares que sdo invadidos por células derivadas do epitélio. Nestes
aglomerados celulares as oogdnias sdo circundadas pelas células epiteliais formando cistos.
Nos cistos, as oogdnias dividem-se por mitose e entram em meiose dando origem aos odcitos.
Estes sitios de proliferacdo e diferenciacdo celular e posterior formacdo dos foliculos
ovarianos constituem ninhos de células germinativas.

Neste periodo de diferenciacdo ovariana, a membrana basal torna-se continua ao longo
do epitélio, sendo compartilhada em uma pequena extensdao entre os foliculos ovarianos
recém-formados e o epitélio germinativo propriamente dito recém-formado. Os foliculos
ovarianos projetam-se gradativamente para o estroma ovariano, abandonando os cistos.
Abaixo do epitélio, dispdem-se os componentes do estroma ovariano como células
mesenquimais, fibroblastos e vasos sanguineos. Dessa forma, a membrana basal separa os dois
compartimentos ovarianos: o germinativo, composto pelas células somadticas epiteliais e
células germinativas; e o intersticial, formado pelos componentes do estroma ovariano.

J4 na gbénada compacta de Poecilia reticulata, inicialmente uma membrana basal
circunda os primeiros cistos germinativos de forma incompleta (Fig. 34A-F). Com o avanco
da diferenciacdo gonadal, os cistos, circundados por células somadticas, sdo individualizados
em vdrios conjuntos ao longo do tecido gonadal. Com a entrada em crescimento primario, os
odcitos deixam os cistos, mas ainda continuam envoltos pela mesma membrana basal que ora
circundava seu cisto de origem (Fig. 34). Gradativamente, cada odcito envolto pelas células

foliculares, € circundado individualmente por uma membrana basal (Fig. 34, 35).
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6. A ESTRUTURA OVARIANA APOS A DIFERENCIACAO GONADAL: O EPITELIO

GERMINATIVO PERMANENTEMENTE ATIVO E DESENVOLVIMENTO OOCITARIO

Apés a diferenciacdo gonadal, o epitélio germinativo feminino € encontrado
margeando tanto as lamelas ovigeras nos Otophysi e Percomorpha, como o ducto ovariano no
Atherinomorpha. Apoiado sobre uma membrana basal, o epitélio germinativo, em todas as
espécies, € formado por células somadticas epiteliais, com nicleo baséfilo e as células
germinativas femininas, as oogonias. Estas estdo localizadas, ao longo do epitélio germinativo,
isoladas ou formando aglomerados celulares, resultantes da proliferacdo celular. As oogdnias
sdo circundadas pelas células epiteliais formando cistos. Nos cistos, as oogdnias dividem-se
por mitose e entram em meiose dando origem aos odcitos. Nestes sitios de proliferacdo e
diferenciacdo celular dar-se-4 a formacdao dos foliculos ovarianos, em um epitélio, agora,
permanentemente ativo.

Ao fim do crescimento primdrio, a zona peldicida € sintetizada entre o odcito e as
células foliculares. O odcito encontra-se agora envolto pela zona pelicida, células foliculares,
membrana basal e células da teca, oriundas do estroma ovariano. Assim, o complexo folicular
estd totalmente formado. A zona pelicida € uma camada acelular, glicoproteica que responde

positivamente ao PAS em todas as espécies.

6.1. Desenvolvimento Qocitdrio nos Otophysi

Nos animais totalmente diferenciados, os ovarios dos Otophysi estudados mantém-se
como Orgdos pares, alongados, localizados longitudinalmente na regido dorsal da cavidade
celomadtica, presos a parede dorsal da cavidade, pelo mesovario.

Cada um dos ovdérios apresenta uma cavidade ovariana, a qual é continua com os
gonoductos. Estes se unem caudalmente e desembocam na papila urogenital, caracterizando
um ovdério do tipo cisto-ovério. Os ovdrios apresentam externamente uma capsula de tecido
conjuntivo — a tunica albuginea — que se projeta em direcdo a cavidade ovariana, sendo
delimitado pelas lamelas ovigeras.

Em cortes transversais, Tanichthys albonubes apresenta lamelas ovigeras apenas em

um dos lados do ovério, na regido ventral, voltadas para a regido dorsal do animal.
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Em Gymnocorymbus ternetzi e Corydoras schwartzi as lamelas ovigeras ocupam toda
a extensdo circular do ovdrio, mostrando-se mais proeminentes em Gymnocorymbus ternetzi.

Durante o desenvolvimento oocitario dos Otophysi (Fig. 36, 37, 38) pequenas vesiculas
comecam a ser formadas no citoplasma, junto a membrana do odcitos, constituindo os
alvéolos corticais. Os alvéolos corticais, inicialmente dispersos pelo citoplasma dos odcitos,
ocupam posi¢ao periférica quando o odcito atinge seu crescimento secundario. Em Tanichthys
albonubes e Corydoras schwartzi os alvéolos corticais apresentam resposta bastante intensa ao
PAS, devido a sua natureza polissacaridica. Ao entrar em crescimento secunddrio, o nicleo do
odcito apresenta contorno irregular e nucléolos junto as chanfraduras do envoltério nuclear
(Fig. 36E-H, 37J-K). Gradualmente inicia-se a deposicdo de granulos de vitelo (Fig. 36F-H,
37J-K).

Em Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi durante todo o desenvolvimento
oocitdrio, as células foliculares permanecem pavimentosas, enquanto que em Corydoras
schwartzi tornam-se cubicas e colunares. Ao final do crescimento secundario, o 00cito
aumenta drasticamente seu tamanho pelo crescente actimulo de granulos de vitelo,
especialmente em Corydoras schwartzi. O nicleo torna-se excéntrico, posicionando-se sob a
micrépila. Ao final da maturacdo, o odcito € liberado do complexo folicular. As células
foliculares e tecais permanecem conectadas ao epitélio germinativo, constituindo o complexo
pos-ovulatério (ver Fig. 36, 37, 38).

As fémeas de Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi estdo aptas a desovar
apos 180 dias pds-fertilizagdo. Porém, a desova em Gymnocorymbus ternetzi € altamente

influenciada pelas condi¢cOes ambientais. Ja para Corydoras schwartzi nao foi possivel detectar

com que idade este se torna apto a desovar.

6.2. Desenvolvimento Qocitdrio no Percomorpha
Os oviarios de Amatitlania nigrofasciata de animais com mais de 120 dias pos-
fertilizacdo mantém-se como 6rgaos pares, alongados e cilindricos, sendo levemente achatados
dorso-ventralmente. Cada um dos ovarios apresenta uma cavidade ovariana, a qual € continua
com os gonoductos. Estes se unem caudalmente e desembocam na papila urogenital. Os

ovarios apresentam externamente uma cdpsula de tecido conjuntivo — a tinica albuginea —
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bastante espessa e resistente que se projeta em direcio a cavidade ovariana, sendo delimitados
pelas lamelas ovigeras.

Durante o desenvolvimento oocitdrio (Fig. 39, 40), pequenas vesiculas comecam a ser
formadas no citoplasma, junto a membrana do odcitos de Amatitlania nigrofasciata,
constituindo os alvéolos corticais, PAS positivos (Fig. 39B). Apés o aparecimento de alvéolos
corticais, ocorre um acimulo de goticulas de lipideos no odcito em crescimento secundério
que se sucede, posteriormente, junto a deposi¢cao de vitelo (Fig. 40C), distribuindo-se por todo
o citoplasma do odcito, por entre os granulos de vitelo (Fig. 40D-F).

Ao entrar em crescimento secundério, o nicleo do odcito apresenta contorno irregular
e nucléolos periféricos (Fig. 40D-F). Gradualmente inicia-se a deposicao de granulos de vitelo
(Fig. 40D-F). O epitélio germinativo, como nas outras espécies, ¢ permanentemente ativo, e a
foliculogénese ocorre a semelhanca a que ocorre na gonada em diferenciagao (Fig. 39).

Com 150 dias pos-fertilizacdo, as fémeas de Amatitlania nigrofasciata estao aptas a

desovar.

6.3.Desenvolvimento Qocitdrio no Atherinomorpha

Os ovdrios de adultos de Poecilia reticulata sao 6rgdos unicos (Fig. 41A-C),
arredondados, localizados longitudinalmente na regido dorsal da cavidade celomadtica,
ocupando, principalmente a regido caudal. Um ovdrio Unico apresenta duas cavidades
ovarianas, as quais tornam-se Unicas na por¢ao caudal e continua com o gonoducto.

Nesta espécie, 0s odcitos em crescimento primdrio iniciam a deposi¢do de goticulas de
lipideo (Fig 41D). Vesiculas citoplasmédticas com resposta negativa ao PAS — os alvéolos
corticais — também se formam na periferia do odcito. Em contrapartida, os granulos de vitelo
respondem fortemente ao PAS e a eosina, devido a sua natureza glicoprotéica; estes se
acumulam gradativamente no citoplasma do odcito (Fig. 41). Ao final da maturagdo oocitaria,
os granulos de vitelo de Poecilia reticulata fundem-se e se tornam fluidos, formando uma
massa homogénea de vitelo (Fig. 41N). Ao final do crescimento secundario do odcito, as gotas
de lipideos que ora espalhavam-se por entre os granulos de vitelo, concentram-se agora ao
redor do nidcleo (Fig. 41M), unindo-se, posteriormente em gotas maiores, porém,

individualizadas (Fig. 41N).
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Com 90 dias pds-fertilizacao, as fémeas estdo aptas a desovar. Em fémeas fecundadas,
os embrides desenvolvem-se no interior dos foliculos ovarianos e o limen ovariano torna-se

temporariamente obliterado (Fig. 41C) até o nascimento dos filhotes.

V. DIFERENCIACAO TESTICULAR

1. ASPECTOS ESTRUTURAIS E ULTRAESTRUTURAS DAS CELULAS TESTICULARES

Nos trés grupos analisados, Otophysi, Percomorpha e Atherinomorpha, os processos
envolvidos na diferenciacdo testicular sdo bastante distintos entre si quando se considera os
mecanismos que levam a formagdo dos diferentes tipos de organizacdo testicular. Porém, os
tipos celulares envolvidos em qualquer um dos processos, bem como suas caracteristicas
morfolégicas e interacdes célula-célula, sdo bastante semelhantes. Assim, as caracteristicas
morfolégicas que distinguem os tipos celulares presentes no tecido gonadal nas cinco espécies
estudadas sao:

Espermatogonias Primdrias: sdo células esféricas ou ovaladas, extremamente grandes
sendo as maiores células da linhagem germinativa masculina. Seu citoplasma é acidéfilo
apresentando mitocondrias esféricas com cristas tubulares, frequentemente associadas as
granulacdes eletron-densas correspondentes as ‘“niiages”. Tém nucleo grande, esférico,
volumoso com cromatina finamente granulada, geralmente com um udnico nucléolo bem
evidente. Apresentam também uma grande quantidade de reticulo endoplasmaético e vesiculas
dispersas em seu citoplasma (Fig. 42A,B).

Espermatogonias Secunddrias: sdo células menores do que as espermatogOnias
primdrias e ocorrem em grupos de nimero varidvel no interior dos cistos, resultantes da
divisdo mitdtica da espermatogbnia primdria. Possuem nucleo esférico com cromatina difusa
também finamente granulada, com dois ou mais nucléolos (Fig. 42A,C).

Células Pré-Sertoli: apresentam nucleo basofilo, triangular, citoplasma escasso e estao
fortemente unidas umas as outras por inimeros desmossomos. Apresentam projecdes
citoplasmaticas que se interpdem gradativamente entre as espermatogdnias. Dessa forma, as

espermatogOnias sdo gradual e individualmente envolvidas por expansdes citoplasméticas das
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agora células de Sertoli, formando cistos delimitados, portanto, pelos prolongamentos
citoplasmaticos das células de Sertoli.

Células de Sertoli: apresentam as mesmas caracteristicas nucleares da célula pré-
Sertoli. Sdo as responsdveis pela formagdo e sustentacdo do cisto germinativo. Seus
prolongamentos citoplasmdticos conectam-se através de complexos juncionais, principalmente
desmossomos, formando gradativamente uma barreira hemato-testicular. Possuem sistema de
endomembranas desenvolvido e mitocOndrias eletron-densas alongadas (Fig. 42A,D).

Células de Leydig: sao células intersticiais (Fig. 42A-inset) que apresentam
heterocromatina difusa, nucléolo evidente e reticulo endoplasmético desenvolvido. Sao
identificadas por suas mitocondrias caracteristicas com grande quantidade de cristas tubulares,
lembrando o formato de favo de mel (Fig. 42E).

Espermatocitos: sdo ainda menores que as espermatogdnias secunddrias, t€ém nucleo
basofilico com cromatina caracteristicamente compactada e nao possuem nucléolo. Podem ser
identificados pelas figuras de divisdo celular. Encontram-se geralmente em zigéteno e
paquiteno da préfase I, ou em metdfase I da meiose. Seu citoplasma escasso apresenta
mitocondrias alongadas e bastante eletron-densas, reticulo endoplasmético e complexo de
Golgi. Os espermatdcitos em zigéteno possuem nucleo central, cromatina heterogénea e
observam-se a formacgdo de elementos laterais do complexo sinaptonémico junto ao envoltdrio
nuclear. Nos espermatdcitos em paquiteno, notam-se os complexos sinaptonémicos ja
formados e os cromossomos tornam-se mais compactados (Fig. 42A,F).

Espermdtides: sao pequenas células esféricas com citoplasma bastante reduzido e
flagelo em formagdo. Seu niicleo, com cromatina em compactacio, decresce gradualmente em
didmetro ao longo da espermatogénese, sendo encontradas em diferentes etapas da
espermiogénese (Fig. 42A,G).

Espermatozdides: sao as menores células da linhagem germinativa. Caracterizam-se
por apresentar um longo flagelo e niicleo arredondado nos Otophysis e Percomorpha (Fig.
42A), e nucleo alongado no Atherinomorpha todos com cromatina altamente compactada, a

qual se cora intensamente pela hematoxilina.
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2. A DIFERENCIACAO TESTICULAR NOS OTOPHYSI

As trés espécies analisadas apresentam diferenciacdo gonadal bastante distintas, sendo
Tanichthys albonubes e Corydoras schwartzi gonocoristicos diretos, enquanto que
Gymnocorymbus ternetzi € gonocoristico indireto do tipo protoginico.

Durante o inicio da diferenciacdo gonadal, os testiculos de Tanichthys albonubes,
Corydoras schwartzi e Gymnocorymbus ternetzi sdo Orgdos pares, bastante delgados,
alongados e filiformes. Tém o formato de um tubo e localizam-se longitudinalmente na regiao
dorsal da cavidade celomdtica. Estdo presos a parede dorsal desta cavidade por uma fina
membrana de tecido conjuntivo — o mesdrquio.

Ao longo do processo de diferenciacdo, os testiculos de Tanichthys albonubes e
Gymnocorymbus ternetzi apresentam pequenas mudangas na morfologia e coloracao. Tornam-
se mais achatados com pequenas reentrancias ao longo dos testiculos, as quais se acentuam
gradativamente com o desenvolvimento gonadal. Sua coloracio passa de um tecido
transparente para uma coloracdo homogénea esbranquicada. Na extremidade caudal os
testiculos unem-se em um gonoducto tnico o qual desemboca na papila urogenital.

Ja os testiculos de Corydoras schwartzi mantém uma morfologia tubular, ao longo da
diferencia¢do gonadal, passando a um formato saculiforme, livre de reentrancias, no final da
diferenciacdo gonadal. Apresenta uma coloracdo esbranqui¢ada e opaca. Na por¢do caudal,
préoximo a papila urogenital, surge gradualmente uma dilatacdo, de coloracdo translicida,

correspondendo a um par de vesiculas seminais conectadas ao restante do tecido gonadal.

2.1. Formagdo do Tiibulo Testicular e o Epitélio Germinativo em Tanichthys albonubes

Os primeiros indicios da diferenciacdo testicular em Tanichthys albonubes foram
observados em animais com 60 dias pés-fertilizagdo.

Nos cortes histologicos, a gonada indiferenciada (Fig. 43), ainda filiforme, aumenta
gradualmente em espessura e comprimento. Com o processo de diferenciacdo gonadal, as
células germinativas primordiais (CGPs), bem como as células somadticas, proliferam e se

diferenciam em espermatogonias e células pré-Sertoli, respectivamente (Fig. 43A-D).
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Apresentando uma intensa atividade mit6tica nesta fase, as espermatogdnias aumentam
em quantidade e se reorganizam no tecido gonadal, formando grupamentos celulares de
espermatogonias (Fig 43E-QG).

As células pré-Sertoli apresentam projecdes citoplasmaticas que se interpdem
gradativamente entre as espermatogonias. Assim, as espermatogOnias sdo gradual e
individualmente envolvidas por expansdes citoplasmdticas das agora células de Sertoli,
formando cistos, delimitados, portanto, pelos prolongamentos citoplasmaticos das células de
Sertoli. As células de Sertoli podem participar da forma¢ao de mais de um cisto, ou ainda, um
Unico cisto pode ser envolvido por mais de uma célula de Sertoli, que prolifera conforme este
aumenta em volume.

Aos 70 dias pds-fertilizagdo, os cistos recém-formados agrupam-se em indmeros
conjuntos de células que se distribuem ao longo da gonada, interpostos por células somaticas.
Gradativamente, os cistos de espermatogdnias que constituem um mesmo conjunto, afastam-se
uns dos outros, criando um pequeno espaco central entre eles, formando assim os primeiros
tdbulos testiculares (Fig. 44). Pequenos tubulos testiculares, formados por cistos de
espermatogonias podem se anastomosar com tubulos testiculares adjacentes, formando um
espaco tnico e pouco maior, denominado agora de compartimento luminal. O compartimento
luminal, portanto, passa agora a ser delimitado por cistos de espermatogdnias, apoiados em
uma membrana basal. Consequentemente, o epitélio germinativo masculino é estabelecido

(Fig. 44).

2.2. Espermatogénese em Tanichthys albonubes

As espermatogdnias encontram-se agora localizadas no epitélio germinativo ja
estabelecido. Assim, apds essa organizagdo das células espermatogénicas em cistos no epitélio
germinativo, inicia-se a espermatogénese, em animais com 73 dias pds-fertilizagao.

No inicio da espermatogénese, nota-se a presenca de cistos contendo apenas
espermatogOnias e espermatdcitos (Fig. 44). Nao ha ainda a formacgdo de espermatozodides e os
tabulos testiculares encontram-se vazios.

Nos animais com 75 dias pds-fertilizacdo o numero de cistos contendo diversas células

germinativas em uma mesma etapa de desenvolvimento (espermatogodnias, espermatdcitos e
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espermatides) aumenta consideravelmente, em razdao de uma atividade meidtica intensa. A
espermiogénese completa-se. Esta etapa é extremamente rdpida e o inicio da producdo de
espermatozéides € bastante precoce, sendo os espermatozodides liberados para o limen
testicular (Fig. 45).

Em animais com mais de 80 dias pds-fertilizacdo, os testiculos apresentam um maior
tamanho em comprimento, porém sua espessura ainda € reduzida. Notam-se cistos em
diferentes fases da espermatogénese. As espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides
ocorrem em quantidade moderada. O limen dos tidbulos testiculares passa a ser totalmente
preenchido por espermatozéides, porém o epitélio germinativo € continuo (Fig. 46, 47A-D).

Aos 90 dias pds-fertilizagdo, apds intensa espermiogénese, gradativamente os cistos se
rompem; o epitélio germinativo torna-se descontinuo e o compartimento luminal é totalmente
preenchido por espermatozdides. Os tubulos testiculares tornam-se anastomosados
principalmente na regido dorsal do testiculo, formando o ducto espermitico (Fig. 47E-QG).
Nesses testiculos, o compartimento intersticial € ainda bastante reduzido e pouco

desenvolvido, porém o animal ja se encontra apto a reproducao.

2.3. Formagdo do Tiibulo Testicular e o Epitélio Germinativo em Gymnocorymbus ternetzi

Gymnocorymbus ternetzi apresenta diferenciagdo gonadal gonocoristica indireta do
tipo protoginica, ou seja, todos os individuos, inicialmente, apresentam desenvolvimento de
um tecido ovariano.

Nesta etapa, entre 37 e 42 dias pos-fertilizacdo, observam-se dois tipos de tecidos
ovarianos: o primeiro, caracteristicamente feminino, e o segundo, com uma grande quantidade
de granuldcitos no tecido intersticial (Fig. 48A,B). Nestas gonadas, progressivamente, entre 42
e 50 dias pos-fertilizagdo, em torno de 50% dos individuos apresentaram remodela¢do do
tecido gonadal, caracterizado pela redu¢do do nimero de odcitos, odcitos irregulares e odcitos
em degeneracdo (Fig. 48D-G). Nestas gonadas, as células somaticas aumentam
consideravelmente, fazendo com que os odcitos tornem-se cada vez mais distantes uns dos
outros (Fig 48D).

Em animais com 50 dias pos-fertilizacdo, os primeiros sinais de apoptose aparecem ao

longo de todo tecido gonadal e células fagociticas infiltram-se cada vez mais por entre as
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células estromais (Fig. 48). O restante dos individuos da populacdo apresenta ovarios com
desenvolvimento gonadal sem sinais de alteracdes, com nimero crescente de odcitos,
crescimento oocitdrio normal e aumento da gdénada. Dessa forma, o tecido gonadal
supostamente masculino mostra-se com um tamanho menor, quando comparado aos ovarios
claramente femininos de individuos com uma mesma idade.

Apbés 55 dias pos-fertilizagdo, foram observadas godonadas em transicdo, com
caracteristicas femininas e masculinas, em um mesmo tecido gonadal (Fig. 49). Cistos de
odcitos leptoténicos misturam-se aos primeiros cistos de espermatogdnias. Os o0dcitos
diploténicos diminuem cada vez mais e surgem pequenos espacos intra-teciduais (Fig. 49).
Esses espacgos sdo originados pela acdo dos granuldcitos, que depletam o tecido causando uma
remodelacdo gonadal (Fig. 49C-G), na qual os odcitos sofrem degeneracdo e as células
somadticas adjacentes reorganizam-se delimitando o espaco formado (Fig. 49G). Proximo aos
espacos recém-formados, espermatogonias encistadas ficam aprisionadas e sdo posteriormente
incorporadas ao epitélio, entre células somaticas, formando o epitélio germinativo masculino
(Fig. 50). O espago formado € o primérdio de um compartimento luminal e, muitas vezes, esta
preenchido por uma substancia acelular PAS positiva (Fig. 50C,D). Este compartimento, aos
60 dias pds-fertilizagdo, passa agora a ser delimitado por cistos de espermatogdnias. As
espermatogonias proliferam ao longo do epitélio germinativo e os cistos de espermatogdnias
primdrias e secunddrias aumentam significativamente, resultando em um aumento
considerdvel do comprimento e espessura do tecido gonadal (Fig. 51A-C). Como resultado da
proliferacao celular, o epitélio germinativo torna-se totalmente continuo e, portanto, o epitélio
germinativo masculino estd totalmente estabelecido, consequentemente, os tibulos testiculares
também (Fig. 51A-C). No epitélio germinativo dos tubulos, os primeiros cistos de
espermatocitos sdo identificados. Esta € a primeira etapa em que a gOnada apresenta
caracteristicas especificas de um testiculo.

Entre 60 e 65 dias pos-fertilizagdo, células somdticas, possivelmente pré-Sertoli, proliferam
consideravelmente entre os cistos no epitélio germinativo, aumentando o seu perimetro (Fig.
51D-G). Essas células somaticas formam um epitélio que varia de cibico a colunar e
apresentam nucleos com formatos varidveis, muitas vezes, em formato de “U” (Fig. 51G).

Uma vez que o aumento dos cistos, inicialmente, ndo acompanha este aumento da extensao
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dos tdbulos testiculares, em algumas regides testiculares, o epitélio germinativo torna-se
descontinuo (Fig. 51F,G). Como consequéncia, o compartimento luminal torna-se bastante
amplo e desprovido de qualquer tipo celular (Fig. 51D-G), porém pode apresentam ainda uma
substancia amorfa, PAS positiva. Os tdbulos testiculares tornam-se bastante anastomosados

(Fig. 51D).

2.4. Espermatogénese em Gymnocorymbus ternetzi

A partir de 65 dias pds-fertilizacdo, as espermatogonias proliferam, tornando o epitélio
germinativo novamente continuo (Fig. 51H-J). A espermatogénese ocorre continuamente,
aumentando a quantidade de cistos nos tibulos testiculares e inicia-se a produ¢do de pequena
quantidade de espermatozéides (Fig. 51K-M, 52A-C).

Com 70 dias pés-fertilizacdo, novamente o tecido gonadal apresenta um aumento
considerdvel, pelo aumento da quantidade de cistos germinativos. Os espermatozodides
comegcam a ser produzidos em grande quantidade e preenchem todo o limen testicular (Fig.
52D-H).

A remodelacdo e diferenciacdo testicular parecem ocorrer de forma gradual no tecido
gonadal, comegando pela por¢do caudal e se estendendo a por¢ao cranial.

Durante todo o processo de diferenciacdo gonadal masculina, pode-se observar alguns
odcitos no epitélio germinativo masculino (Fig. 52D-H, 53A-D). Estes odcitos remanescentes
chegam a entrar em crescimento primdrio, porém ndo atingem seu crescimento secunddrio.
Observou-se também notédvel quantidade de filamentos basofilicos no tecido gonadal, durante
o processo de remodelacdo gonadal. Apds a primeira maturacdo sexual e entrada no ciclo
reprodutivo, ndo se observou mais a presenca de odcitos remanescentes nestes animais (Fig.

53E).

2.5. Formacao do Tubulo Testicular e o Epitélio Germinativo em Corydoras schwartzi

Os primeiros indicios da diferenciagdo testicular em Corydoras schwartzi foram
observados entre 130 a 150 dias pds-fertilizacdo. A gonada indiferenciada, ainda filiforme,
aumenta gradualmente em espessura e comprimento (Fig. 54). E formada por células

germinativas primordiais e células somadticas, que, com a progressao do processo de
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diferenciacdo gonadal, proliferam e se diferenciam em espermatogdnias e células pré-Sertoli,
respectivamente. As espermatogonias, aqui denominadas de espermatogdnias-tronco, sao
ovaladas e apresentam grande quantidade de “niiages” em seu citoplasma. Tém niicleo grande,
irregular, bastante basofilico com um nucléolo bem evidente (Fig. 54).

As células pré-Sertoli apresentam nucleo baséfilo, variando de pavimentoso a
triangular e citoplasma escasso. Apresentam projecdes citoplasmaticas que se interpdem
gradativamente entre as espermatogodnias-tronco, envolvendo-as individualmente, formando
cistos (Fig. 54).

A primeira e principal caracteristica gonadal que distingue pressupostos machos e
fémeas, neste periodo, refere-se ao compartimento intersticial, sendo pouco desenvolvido nas
génadas supostamente masculinas, quando comparado ao compartimento intersticial das
gbonadas femininas.

Neste periodo, as espermatogdnias encistadas e distribuidas isoladamente ao longo do
tecido gonadal passam a apresentar uma intensa atividade mitdtica, aumentando em
quantidade e formando corddes celulares no tecido gonadal (Fig. 54F,G). Esses corddes sao
separados entre si por um tecido intersticial e constituidos por grupamentos de
espermatogonias. Em cada grupamento, hd um niimero varidvel de espermatogdnias-tronco,
entre 3 e 6 células germinativas, as quais estdo todas encistadas individualmente.

Com as divisdes celulares, aos 160 dias pds-fertilizacdo, o nimero de espermatogdnias
aumenta e os grupamentos celulares passam a ter um formato mais esférico (Fig. 54H.I),
sendo circundados pelas proprias células de Sertoli que o compdem e, externamente, por um
tecido intersticial.

Em cada grupamento celular, nota-se a presenca de dois tipos de espermatogonias,
origindrias da espermatogonia-tronco: espermatogonias primarias, que permanecem encistadas
individualmente, junto a periferia do grupamento celular e neste momento ndo entram em
divisdo celular, e espermatogbnias secundérias, que se multiplicam no interior deste
grupamento, originando uma grande quantidade de células (Fig. 55).

Uma vez que as espermatogdnias secunddrias sdo originadas de uma unica
espermatogoOnia encistada, apds a divisao celular, as espermatogonias secundérias acabam por

preencher todo o grupamento celular, estando ainda no interior de um tunico cisto (Fig. 55).
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Dessa forma, cada grupamento celular passa agora a apresentar cistos na periferia, com
uma Unica espermatogonia primdria, € um cisto com muitas espermatogonias secunddrias (Fig.
55F).

As espermatogOnias primdrias sdo esféricas e maiores do que as espermatogOnias-
tronco. Tém nucleo grande, esférico e basofilico com um nucléolo bastante evidente e
permanecem quiescentes nesta etapa. As espermatogdnias secunddrias sao menores e
arredondadas. Seu nucleo € arredondado, fortemente basofilico e pode apresentar um ou mais
nucléolos, os quais sdo pequenos e pouco evidentes (Fig. 55).

Com 180 dias poés-fertilizacdo, os grupamentos celulares aumentam de tamanho no
interior do tecido gonadal e as espermatogdnias secunddrias entram em divisdo celular,
originando, no centro dos cistos, células com nicleos apoptéticos e/ou identificados pelas
figuras de divisdo celular (Fig. 56 A-D). Essas células, ao entrar em apoptose, afastam-se umas
das outras, apresentando citoplasma com formato irregular, vacuolizado e cromatina
fragmentada, formando, frequentemente, corpos apoptéticos (Fig. S6C-F).

Uma substancia amorfa PAS positiva comeca a surgir por entre estas células, e
aumenta progressivamente sua quantidade. Concomitantemente, o tecido gonadal aumenta em
comprimento e espessura, devido ao aumento de cistos em seu interior (Fig. 57A,B).

Os grupamentos celulares, que apresentam degeneracdo, perdem progressivamente
todas as células que compdem os cistos de espermatogdnias secunddrias (Fig. 57C,D). O
espaco ocupado anteriormente pelo cisto de espermatogonias secunddrias, agora é ocupado por
pela substincia amorfa PAS positiva (Fig. S7E-I). Este espaco € delimitado pelas células
somdticas que agora compdem um epitélio simples pavimentoso. Concomitante a este
processo, as células somdticas, pavimentosas e delgadas, que delimitam o grupamento celular,
sofrem modificacOes estruturais, passando a apresentar nucleo mais espesso e basofilico,
tornando-se gradualmente cubicas (Fig. 57C-F). Essas células sdao células de Sertoli, que
constituem agora um epitélio que delimita um compartimento luminal, antes ocupado por
espermatogoOnias secunddrias.

A partir dai, dois eventos sdo identificados aos 200 dias pds-fertilizacdo: o primeiro
que dara origem aos tubulos testiculares, e o segundo que originard porgdes secretoras no

tecido testicular.
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Formacao dos tibulos testiculares: o epitélio que delimita o compartimento luminal é
formado por células de Sertoli e por espermatogdnias primdrias remanescentes, que nao
sofreram degeneracdo no interior dos grupamentos celulares. Essas espermatogonias,
entrepostas as células de Sertoli, formam agora um epitélio germinativo, que delimita um
Iimen testicular. Desta forma, estdo formados os tibulos testiculares e o epitélio germinativo
masculino em Corydoras schwartzi estd estabelecido (Fig. 58A,B).

Formacgdo de porgoes secretoras: na porcdo caudal do tecido gonadal, observam-se
alguns grupamentos celulares, nos quais o epitélio germinativo que os delimita € totalmente
depletado, incluindo as espermatogdnias primdrias. Dessa forma, o compartimento luminal
passa a ser delimitado apenas e somente por células de Sertoli, que se tornam secretoras.
Inicialmente, a secre¢do € rica em proteina, dando uma resposta positiva a eosina e ao
Amarelo Metanil (Fig. 58C), e posteriormente, apds o inicio da espermatogénese, torna-se rica
em polissacarideos neutros e dcidos, respondendo positivamente ao PAS e ao azul de
toluidina. Essas porcdes passam a ser de agora em diante estritamente secretoras, sendo

constituidas agora por um epitélio secretor e nao mais germinativo (Fig. 58D-F).

2.6. Espermatogénese em Corydoras schwartzi

Nos tibulos testiculares, as espermatogdnias primdrias proliferam, originando novas
espermatogoOnias, tornando o epitélio germinativo totalmente continuo, formado agora por
indmeros cistos (Fig. 59A-C). Com o inicio da espermatogénese, aos 210 dias pos-fertilizacdo,
as espermatogOnias entram em meiose no interior dos cistos, dando origem a cistos de
espermatocitos, os quais apresentam cromatina granulada (Fig. 59D-K). A espermatogénese
prossegue, porém, diferente dos outros Otophysis aqui descritos, em Corydoras schwartzi, o
processo ndo ocorre completamente no interior dos cistos. Dessa forma, os espermatdcitos
secundarios, ao originar as espermdtides, sdo liberados para o lumen testicular, pelo
rompimento do cisto germinativo. Assim, a espermiogé€nese se dd no limen testicular,
caracterizando uma espermatogénese do tipo semi-cistica. Com isso, observam-se na luz dos
tabulos testiculares células esféricas, com nucleo basofilico e citoplasma evidente,
caracterizando as espermdtides. Apresentam nicleo com cromatina em compactacdo, que

decresce gradualmente em didmetro ao longo do processo de espermiogénese.
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Dentre as espermatides, nota-se a presenca de poucos espermatozdides, originados pelo
término da espermiogénese.

Na por¢do caudal do testiculo, as por¢des constituidas agora por tibulos estritamente
secretores tornam-se mais definidas, formando camaras totalmente preenchidas por uma
secrecdo rica em polissacarideos neutros e dcidos. Essas camaras passam a constituir uma
vesicula seminal. Apresentam epitélio secretor e ductos que se conectam ao gonoducto
testicular. Dessa forma, o esperma € incorporado a esta secre¢do durante a extrusdao dos

espermatozoéides.

2.7. O Compartimento Intersticial e 0 Compartimento Germinativo nos Otophysi

Os testiculos de Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi e Corydoras
schwartzi sdo formados, desde as primeiras etapas da diferenciacdo gonadal, por dois
compartimentos: o intersticial e o germinativo, separados entre si por uma membrana basal,
detectada pelo método de Reticulina.

O compartimento intersticial € formado por células do tecido conjuntivo, fibroblastos,
fibras coldgenas, vasos sanguineos e células de Leydig.

O compartimento germinativo organiza-se em tuibulos que sofrem anastomoses em
diferentes regides do testiculo, logo apds o estabelecimento do epitélio germinativo.

Em Tanichthys albonubes, a gbénada indiferenciada apresenta corddes de
espermatogOnias parcialmente delimitados por uma membrana basal, extremamente delgada
(Fig. 60A-C). Com a progressdao da diferenciacio gonadal, a membrana basal mantém-se ao
redor dos conjuntos de espermatogobnias, que se distribuem ao longo da gdnada, porém esta
ndo circunda todo o grupamento celular (Fig. 60D-I). Dessa forma, varios grupamentos
celulares que originardo os tubulos testiculares apresentam-se circundados por uma mesma
membrana basal continua, fazendo com que as regides que futuramente sofrerdo anastomoses,
sejam previamente desprovidas da membrana basal (Fig. 60E-M). Assim, a membrana basal,
nos animais totalmente diferenciados, contorna o tibulo anastomosado como um todo (Fig.
61).

Em Gymnocorymbus ternetzi a membrana basal esta ausente nos tecidos gonadais que

apresentam caracteristicas morfoldgicas femininas, bem como durante a remodelacdo gonadal
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para uma gonada masculina (Fig. 62A,B). A membrana basal forma-se gradualmente e é
estabelecida somente apds a diferenciacido testicular ocorrer € o epitélio germinativo
masculino estar totalmente estabelecido (Fig. 62C-E).

A membrana basal € sintetizada ao redor dos tibulos testiculares ja estabelecidos,
podendo ser continua ou incompleta nas regides em que ocorrerdo anastomoses (Fig. 62F-H),
como em Tanichthys albonubes. Ao redor dos odcitos remanescentes, em qualquer etapa da
diferenciacdo gonadal, a membrana basal estd ausente, sendo, portanto uma importante
ferramenta que pode contribuir para a distingdo de gonadas supostamente masculinas e
femininas (Fig. 621-L).

Nos animais totalmente diferenciados, a membrana basal contorna o tdbulo
anastomosado como um todo.

Em Corydoras schwartzi nas primeiras etapas da diferenciacdo gonadal, o
compartimento germinativo, formado por corddes de espermatogdnias e células de Sertoli,
encontra-se ja totalmente separado das demais células somdticas por uma membrana basal
(Fig. 63A).

Com a reorganizacao que se segue das espermatogonias, formando conjuntos esféricos
ao longo do tecido gonadal, a membrana basal passa a contornar por completo estes conjuntos
celulares (Fig. 63B-D). Apds a degeneracdo dos cistos de espermatogdnias secunddrias, as
células somdticas remanescentes no tibulo testicular recém-formado permanecem apoiados
sobre a membrana basal j4 existente, assim como espermatogdnias primdrias, que irdo povoar
o epitélio germinativo recém-formado (Fig. 63E,F). Como nos outros Otophysis aqui
estudados, a membrana basal mostra-se ausentes entre alguns tuibulos adjacentes, regides
correspondentes as anastomoses. Dessa forma, a membrana basal contorna o tdbulo
anastomosado como um todo (Fig. 63H,[LK,L).

Assim, a organizagdo testicular de Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi

Corydoras schwartzi € classificada como tubular anastomosada.
3. A DIFERENCIACAO TESTICULAR NO PERCOMORPHA

Durante todo o periodo de diferenciacdo testicular, os testiculos de Amatitlania

nigrofasciata mantém-se como Orgdos pares, alongados, cilindricos, localizados
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longitudinalmente na regifo dorsal da cavidade celomatica. Estdo presos a parede dorsal desta
cavidade por uma fina membrana de tecido conjuntivo — o mesérquio. No inicio da
diferenciacdo testicular, ambos os testiculos repousam sobre a bexiga natatdria, dispostos
paralelamente e préximos um ao outro. Macroscopicamente, esse padrdo estrutural ¢ mantido
até a completa diferenciacdo da gdonada, apresentando pequena variagdo apenas ha espessura
do tecido gonadal. Porém, durante este periodo de diferenciacdo gonadal, os testiculos

apresentam mudancas histolégicas bastante significativas.

3.1. Formagdo do Lébulo Testicular e o Epitélio Germinativo em Amatitlania
nigrofasciata

Os primeiros indicios da diferenciacdo testicular em Amatitlania nigrofasciata foram
observados em animais com 90 dias pds-fertilizagao.

Em animais com 90 dias pds-fertilizacdo, o pressuposto testiculo, ainda filiforme,
aumenta em espessura (Fig. 64). Em cortes parassagitais, o tecido gonadal em processo de
diferenciacdo, apresenta células germinativas primordiais, diferenciadas agora em
espermatogonias, predominantemente na regido ventral da génada (Fig. 64B,C). Na regiao
dorsal, inicialmente encontram-se somente células somdticas pavimentosas formando algumas
poucas camadas (Fig. 64B,C).

Em animais com 100 dias pds-fertilizagcdo, a gdnada, até entdo compacta, apresenta as
mesmas caracteristicas de distribuicdo de células germinativas e células somdticas que ao
etapa anterior, porém este padrio mostra-se agora mais acentuado (Fig. 65). O niimero de
camadas compostas por células somdticas aumenta na por¢cdo dorsal da gonada. As células
somdticas que compdes duas camadas adjacentes adquirem formato pavimentoso,
reorganizam-se e se afastam, criando um pequeno espaco na regido dorsal da gonada. E o
inicio da formacgdo do ducto testicular, reconhecivel como um primérdio do gonoducto (Fig.
65B,C,F,G).

As espermatogdnias, na por¢ao ventral do testiculo, tém formato ovalado e estdo
sempre associadas as células somaticas (células pré-Sertoli), formando grupamentos em
corddes de espermatogodnias na regido periférica do tecido gonadal (Fig. 65A-C, 67A,B). As

células pré-Sertoli apresentam nucleo basoéfilo, triangular e citoplasma escasso. Apresentam
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projecdes citoplasmdticas que se envolvem gradualmente cada uma das espermatogonias,
formando os cistos (Fig. 67A,B), compostos, portanto, por uma espermatogdnia e células de
Sertoli. As espermatogdnias sdo células extremamente grandes, e globulosas. Tém niicleo
grande, esférico, com um Unico nucléolo bem evidente (Fig. 65, 67A,B).

Entre 110 e 120 dias pods-fertilizacdo, nota-se intensa proliferacdo mitdtica de
espermatogonias € os vasos sanguineos tornam-se mais evidentes na regido dorsal do testiculo.
Os cistos de espermatogdnias recém-formados agrupam-se em inimeros conjuntos celulares
que se distribuem ao longo da godnada, nas regides periféricas (porcdo ventro-lateral),
formando estruturas semelhantes a dcinos (Fig. 66A-C, 67C-E).

As espermatogOnias proliferam a partir da regido periférica da gonada, seguindo para a
regido central. Agora, nesta porcdo testicular, formam-se também novos grupamentos
celulares de espermatogbénias. Os grupamentos de espermatogdnias aumentam
consideravelmente, distribuindo-se por toda a gdnada, exceto numa delgada regido periférica,
na porcao dorsal, regido na qual se encontra o ducto testicular.

No tecido gonadal, gradativamente, os cistos de espermatogonias que constituem um
mesmo conjunto afastam-se uns dos outros no interior do acino, criando um pequeno espago
central entre os cistos (Fig. 65H). Este espaco torna-se maior, formando um compartimento
luminal (Fig 67F). Este compartimento passa agora a ser delimitado por cistos de
espermatogbnias apoiados em uma membrana basal. Como consequéncia do processo de
formacdo de um compartimento luminal, formam-se os primeiros primérdios de um I6bulo
testicular, e o epitélio germinativo masculino em Amatitlania nigrofasciata € estabelecido.

Os grupamentos celulares de espermatogbnias, que agora compdem o primordio do
16bulo testicular, deixam de ter um formato arredondado e tornam-se mais ovalados. Com isso,
o compartimento luminal, antes menor e esférico, torna-se agora longo e ovalado. Tem-se,
assim, a formacdo dos 16bulos testiculares (Fig. 66D,F).

Na regido dorsal do testiculo, os 16bulos testiculares conectam-se ao ducto testicular e
percorrem todo o tecido gonadal em direcdo a regido ventral da gonada, terminando em fundo
cego na periferia testicular. Dessa forma, os l6bulos testiculares passam a ter um formato

digitiforme (Fig. 68A,B,E,F). As espermatog6nias distribuem-se por todo o l6bulo, porém, na
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regido periférica, os cistos de espermatogdnias mantém-se ainda agrupados em estruturas

semelhantes a 4cinos (Fig. 68B).

3.2. Espermatogénese em Amatitlania nigrofasciata

As espermatogbnias agora no epitélio germinativo ja estabelecido continuam se
multiplicando e entram em meiose, iniciando a espermatogénese (Fig. 68). O processo ocorre
no interior de cada cisto de forma sincronica, ou seja, em cada cisto, as células germinativas
encontram-se em uma mesma fase de desenvolvimento.

Nas gonadas de animais com 120 a 130 dias pds-fertilizacdo, os espermatdcitos em
estdgios iniciais da préfase meidtica tornam-se numerosos no testiculo, agora, diferenciado.
Nos cortes histologicos, nota-se que a espermatogonese e formacao dos primeiros cistos de
espermatdcitos inicia-se na regido medial do testiculo (Fig. 68A).

O processo de espermatogénese torna-se continuo. Entre 130 e 150 dias pos-
fertilizacdo, o testiculo aumenta em tamanho, pela grande quantidade de cistos germinativos.
Ao longo do I6ébulo, no epitélio germinativo, surgem os primeiros cistos de espermaétides.
Como consequéncia do aumento de cistos, ocorre um aumento no comprimento do I6bulos
(Fig. 69). As espermatogOnias encontram-se agora distribuidas ao longo de todo o l6bulo
testicular por entre os cistos de outras células germinativas, como espermatdcitos e
espermadtides, caracterizando a organizacdo testicular como do tipo lobular irrestrita (Fig. 69).
Os 16bulos testiculares adjacentes sdo separados uns dos outros por tecido intersticial ainda
pouco diferenciado.

Animais com 150 dias pods-fertilizacdo apresentam um limen testicular, preenchido
agora por espermatozoides. Estes l6bulos acabam por desembocar no ducto testicular (Fig.
70A). Cada testiculo apresenta um ducto testicular que confluem na por¢do caudal, formando
um gonoducto Unico, o qual se comunica com a papila urogenital. A partir de 150 dias pos-
fertilizacdo, todas as caracteristicas de um testiculo sexualmente maduro estdo agora
estabelecidas nestes animais, que se encontram aptos a reproducao (Fig. 70).

Durante a diferenciacdo testicular, células somadticas, isoladas do compartimento
germinativo, diferenciam-se dando origem ao compartimento intersticial. O compartimento

intersticial € bastante reduzido em todo o periodo de diferenciacdo gonadal, tornando-se mais
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evidente apés o total desenvolvimento da goénada. E composto principalmente por fibras de
colageno, fibroblastos e vasos sanguineos. As células de Leydig ndo foram identificadas na
microscopia de luz, somente na Microscopia Eletronica de Transmissdo, durante a
diferenciacdo, mas foram facilmente identificiveis apds o desenvolvimento da génada (ver

Fig. 42A-inset).

3.3. O Compartimento Intersticial e o Compartimento Germinativo em Amatitlania
nigrofasciata

As andlises histolégicas mostram que as gonadas coradas com o método de Reticulina,
apresentam um compartimento germinativo - formado pelas espermatogonias e células de
Sertoli - separado das demais células somadticas, por uma membrana basal (Fig. 71). Porém
esta membrana basal estabelece-se somente apds o aparecimento dos primeiros indicios da
diferenciacdo testicular, quando a gonada indiferenciada apresenta uma segregacio entre as
células somdticas que irdo compor o ducto espermatico e as espermatogdnias. Assim, a
membrana basal € sintetizada inicialmente na regido dorsal da gonada, correspondente a regiao
do ducto testicular (Fig. 71A,B).

Posteriormente, a membrana basal passa a ser sintetizada de forma discreta ao redor
dos conjuntos de espermatogdnias que formam estruturas acinares (Fig. 71C,D).

Conforme se da a formacdo dos primeiros l6bulos testiculares, a membrana basal
conflui na porcao dorsal do testiculo, tornando-se continua entre os I6bulos e o ducto testicular
(Fig 71C,D). Apo6s a formacao dos 16bulos recém-formados, a membrana basal mostra-se mais
intensamente corada nas regides dos lobulos préximas ao ducto testicular, sendo ainda
bastante discreta nas regiOes periféricas do testiculo (Fig. 71E). Nestas regides, as
espermatogOnias ainda se organizam em 4cinos.

Nos testiculos totalmente diferenciados, a membrana basal permanece ao redor de cada
l6bulo testicular, contornando-o e separando o compartimento germinativo do compartimento
intersticial (Fig. 71F,G). Essa disposi¢do mantém-se durante todo o processo de diferenciacdao

gonadal, bem como nas gdonadas de peixes aptos a reproducdo.
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4. A DIFERENCIACAO TESTICULAR NO ATHERINOMORPHA

Durante o inicio da diferenciacio gonadal, os testiculos de Poecilia reticulata, sdao
orgdos pares, alongados e filiformes. Localizam-se longitudinal e caudalmente na regido
dorsal da cavidade celomatica. Estdo presos a parede dorsal desta cavidade por uma fina
membrana de tecido conjuntivo — o mesdrquio.

Ao longo do processo de diferenciacdo, os testiculos de Poecilia reticulata aumentam
consideravelmente, especialmente em sua espessura. Deixam de ser uma estrutura alongada e
passa a ser ovalada. Com esta mudanca morfolégica, os dois testiculos aproximam-se e se

unem a partir da regido medial até a porcdo caudal. Na extremidade caudal os testiculos

confluem em um gonoducto tnico o qual desemboca na papila urogenital.

4.1. Formagcdo Primdria do Loébulo Testicular e o Epitélio Germinativo em Poecilia
reticulata

Os primeiros indicios da diferenciacdo testicular em Poecilia reticulata foram
observados em animais no estagio 5, correspondente a ultima semana de gestacao.

As gonias indiferenciadas multiplicam-se e ao se diferenciarem, dao origem as
espermatogoOnias. Estas sdo envoltas por processos citoplasmaticos das células somdticas que
compdem o tecido gonadal — as células de Sertoli — ainda em processo de diferenciagdo.

Durante o periodo de diferenciagcao testicular, os testiculos de Poecilia reticulata
mantém-se como 6rgdos pares totalmente separados até o nascimento (Fig. 72A).

Durante a ultima semana de gestacdo, o tecido gonadal masculino, inicialmente
ovalado, formado por espermatogdnias e células somadticas, muda seu formato, conforme
aumenta em tamanho, adquirindo um aspecto de cachos (Fig. 72), diferentemente da fémea,
que apresenta um tecido gonadal retilineo.

A gdnada passa por uma reorganizagdo estrutural e as espermatogonias ja encistadas
formam conjuntos celulares semelhantes a acinos ao longo de toda a gonada (Fig. 72F). Na
regido dorsal da gbnada, junto ao peritdnio, ocorre proliferacdo de células somaticas (Fig.

72D-F).
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No periodo entre 01 e 12 dias pds-nascimento, o testiculo aumenta significativamente
em comprimento, tornando-se mais alongado. A proliferacdo de espermatogdnias e € intensa,
assim como das células somdticas na regido dorsal da gonada.

Aos 12 dias pds-nascimento, essas células somdticas da regido dorsal atingem um
ndmero significativamente maior do que no estigio anterior e sofrem diferenciacdo celular.
Deixam de ser irregulares e/ou pavimentosas e assumem um formato cilindrico (Fig. 73A). Ao
se reorganizarem em fileiras duplas, afastam-se formando um espaco entre duas fileiras de
células cilindricas, dando origem ao ducto testicular principal, na por¢do dorsal, que percorre
todo testiculo. Estes ductos se interconectam com as células somdticas acumuladas sobre os
dcinos de espermatogoénias, criando, pela mesma forma de reorganizacdo, intensas
ramificacdes de ductos secunddrios curtos, interconectados agora entre si, pelo ducto testicular
principal (Fig. 73). Ao adquirirem essa organizagao, as células sométicas acabam por definir
os primeiros l6bulos testiculares, sendo formado inicialmente por um ducto testicular
secunddrio e um conjunto de espermatogonias (Fig. 73C,D). Os l6bulos nio apresentam um
limen, portanto, o epitélio germinativo constitui, na verdade, um tecido epitelidide, apoiado
em uma membrana basal.

Os dois testiculos com seus ductos testiculares principais ja formados fundem-se pela
regido dorsal, originando um testiculo alongado, porém mais ovalado, formado agora por
conjuntos de espermatogdnias na periferia de todo o testiculo, e ductos testiculares principais
na porcdo central da gonada (Fig. 73F,G). Estes ductos principais confluem, formando um

gonoducto Unico que se comunica com a papila urogenital.

4.2. Formacdo Secunddria do Loébulo Testicular e Espermatogénese em Poecilia
reticulata
Apo6s a formacdo dos ductos e estabelecimento dos 16bulos testiculares, inicia-se a
espermatogénese em animais com 14 dias pds-nascimento.
Nos I6bulos testiculares recém-formados, as espermatogdnias primdrias, encistadas
pelas células de Sertoli, entram em mitose, originando um cisto de espermatogdnias
secunddrias (Fig. 74A,B). Este cisto é delimitado por células de Sertoli que agora ocupam

somente a regido periférica de cada cisto, delimitando a parede lobular.
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As células de Sertoli que apresentavam nucleo até entdo triangular, tornam-se agora
pavimentosas e proliferam conforme o tamanho do cisto aumenta, de acordo com sua
capacidade suporte. As espermatogonias diferenciadas no interior do cisto entram em meiose
dando origem a um cisto dnico de espermatécitos que ocupa toda a largura do l6bulo testicular
(Fig. 74C,D). O cisto de espermatogdnias que permanecem como células-tronco para a
proliferacdo continua de novas espermatogbénias ¢é agora empurrado pelo cisto de
espermatdcitos, ocupando, portanto, a regido mais periférica da gonada (Fig. 74E,F). Dessa
forma, os cistos de espermatogonias deixam de estar adjacentes aos ductos secunddrios, sendo
que estes agora se conectam com os cistos de espermatdcitos (Fig. 74D).

Envolvendo os cistos de espermatdcitos, as projecdes citoplasmadticas das células de
Sertoli continuam se estendendo por todo o 16bulo, formando um cisto tnico que ocupa toda a
largura dos 16bulos, nao havendo, portanto, em momento algum, luz em seu interior.

A espermatogénese prossegue, ocorrendo de forma centripeta. Como consequéncia, os
cistos de espermatogbnias sofrem um movimento antagdnico — centrifugo. Assim, entre 14 e
18 dias pds-nascimento, os cistos de espermatdcitos aumentam em nimero, empurrando cada
vez mais os cistos de espermatogdnias que ficam restritos a por¢ao periférica da gonada. Com
esse aumento dos cistos, o testiculo aumenta radialmente, tornando-se cada vez mais
arredondado, e menos alongado (Fig. 75A,B).

Apds 18 dias pds-nascimento, observam-se os primeiros cistos de espermaétides,
resultantes da divisdo meidtica dos espermatdcitos. Agora, os cistos de espermadtides € que
fazem contato com os ductos secunddrios, enquanto que os cistos de espermatdcitos ocupam
uma posicdo intermedidria no testiculo, colocando-se entre cistos de espermdtides e cistos de
espermatogoOnias na periferia da gonada (Fig. 75C-E).

Essa disposi¢ao celular ao longo da gébnada masculina de Poecilia reticulata faz com
que o compartimento germinativo nestes animais apresente uma organiza¢do do tipo lobular.
Ou seja, os lobulos, dispostos de forma radial por todo o testiculo, tornam-se digitiformes,
terminando em fundo cego na regido periférica testicular (Fig. 75C-E). Além disso, o testiculo
de Poecilia reticulata € classificado como lobular restrito, uma vez que essa organizagao
celular mantém-se no animal sexualmente maduro, sendo caracterizado por cistos de

espermatogonias restritos na regido periférica dos l6bulos testiculares (Fig. 75D).
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Concomitante ao aumento dos cistos de espermadtides, aos 26 dias pds-fecundagdo, os
ductos testiculares comegam a produzir uma secre¢do de natureza glicoprotéica, que responde
positivamente ao PAS e a eosina (Fig. 76 A,B). Esse produto de secrecdo passa a ocupar toda a
luz da rede de ductos testiculares.

No periodo que se segue, entre 30 e 80 dias, o testiculo permanece com as mesmas
caracteristicas e, a partir de 90 dias pds-nascimento, a espermiogénese é concluida, originando
os primeiros espermatozdides e o animal encontra-se apto a reproducao (Fig. 76C,D).

Na espermiagdo, os cistos contendo os espermatozdides maduros agora se tornam
continuos com o ducto espermatico (Fig. 77A). Os espermatozdides organizam-se em pacotes
esféricos constituindo os espermatozeugmatas (Fig. 77B,H). Nestes, os nicleos dos
espermatozéides encontram-se voltados para a regido externa, constituindo a regido periférica
do espermatozeugmata. Diferente das outras espécies aqui estudadas, os espermatozdides de
Poecilia reticulata apresentam nicleo alongado.

Os cistos contendo espermatozdides, na regido proximal dos lébulos, confluem para os
ductos espermaticos. Assim, as células de Sertoli, até entdo pavimentosas, que compunham o
cisto tornam-se também colunares e passam a integrar o epitélio dos ductos testiculares (Fig.
771).

No ducto espermdtico, hd uma grande quantidade de secre¢do glicoprotéica que
envolve os espermatozeugmatas (Fig. 771).

Agora, ao longo do testiculo, sdo encontradas espermatogdnias na regido basal do
l6bulo, seguidas de espermatdcitos, espermdtides e espermatozdides no interior do ducto
testicular (Fig. 77A,B). Anatomicamente, o testiculo agora arredondado pelo crescimento
radial dos lobulos, apresenta-se como uma estrutura Unica, parcialmente segmentada somente
nas porgoes periféricas anteriores e ventrais.

Na por¢do caudal do testiculo, o gonoducto formado pelos ductos principais,
desemboca na papila urogenital, junto a nadadeira anal. Os machos dessa espécie apresentam
nadadeira anal modificada em um 6rgao copulatério, o gonopddio, utilizado durante a copula

para inseminagdo da fémea.
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4.3. O Compartimento Intersticial e o Compartimento Germinativo em Poecilia
reticulata

Através do método de Reticulina, pode-se acompanhar a formag¢do da membrana basal
e a segregacdao dos componentes intersticiais e germinativos, desde o inicio da diferenciacdo
gonadal (Fig. 78).

Em gonadas masculinas ainda indiferenciadas, que apresentam somente
espermatogonias e células somaticas que compdem o futuro ducto testicular, a membrana
basal estd presente sob as células somdticas, portanto o epitélio do ducto testicular ja se
encontra estabelecido (Fig. 78 A-G).

Gradativamente, nesta etapa, a membrana basal € sintetizada pelas células de Sertoli
que estdo em contato com a regido periférica do primérdio do 16bulo testicular, desenhando
uma estrutura saculiforme (Fig. 78A-G). Ao longo da godnada, vdrios conjuntos de
espermatogonias vao esbocando os primeiros l6bulos testiculares. Estes l6bulos passam a ser
delimitados individualmente por uma membrana basal (Fig. 78G). A membrana basal que
contorna cada lébulo € continua com a membrana basal do ducto secundério. Este, por sua
vez, também apresenta uma menbrana basal continua ao ducto espermatico (Fig. 78H-Q). Essa
disposi¢do mantém-se durante todo o processo de diferenciacdo gonadal (Fig. 78H-Q), bem
como nas gonadas de peixes aptos a reproducao.

Assim, a membrana basal permanece ao redor de cada I6bulo testicular, contornando-o
e separando o compartimento germinativo do compartimento intersticial (Fig. 79). Entre um
cisto germinativo e outro, dentro de um mesmo l6bulo, a membrana basal estd ausente (Fig.
79C-I). Assim, cada cisto € sustentando apenas pelos prolongamentos citoplasmaticos das
células de Sertoli, que se apoiam na membrana basal da parede do 16bulo. Estes dados foram
confirmados pela Microscopia Eletronica de Transmissao (Fig. 80).

Durante a espermatogénese e producdo de espermatozdides, na regido de confluéncia

do l6bulo com o ducto testicular, a membrana basal mantém-se dnica, contornando os l6bulos.
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VI.  DETECCAO DE PROTEINAS POR IMUNOHISTOQUIMICA DURANTE
A DIFERENCIACAO GONADAL FEMININA E MASCULINA

1. DETECCAO DA PROTEINA VASA

A presenga da proteina Vasa foi observada exclusivamente nas células germinativas
durante todas as etapas da diferenciacdo gonadal, bem como nas gdnadas ja diferenciadas (Fig.
81A-D, 82A-C, 83A-D, 85A,G,K). Durante a morfogénese, as células germinativas
primordiais apresentavam marcacdo para proteina Vasa, durante o estabelecimento do
primérdio gonadal. Em todas as espécies, as células germinativas primordiais foram
detectadas, apresentando uma reagdo Vasa-positiva, nas etapas de gonada indiferenciada.

A partir da diferenciacdo gonadal, houve diferencas na intensidade das respostas a
proteina-Vasa. As células ainda indiferenciadas, como as céluas germinativas primordiais, e
também oogOnias e espermatogdnias apresentavam uma resposta mais intensa. Conforme
ocorreu a diferenciacdo das células germinativas e entrada em meiose, a marcacdo foi
gradualmente decrescendo. Dessa forma, os odcitos profasicos iniciais nos ovarios, e
espermatdcitos nos testiculos apresentaram uma expressio inferior em comparacdo as etapas
celulares anteriores, de oogdnia e espermatogdnia, respectivamente. Da mesma forma, a
resposta a marcacao foi ainda menor nos odcitos em crescimento primario e nas espermatides.
Os espermatozdéides ndo apresentaram marcagdo (Fig. 81C,D, 82C).

Células somaticas indiferenciadas, bem como células foliculares e células de Sertoli,
ndo apresentaram nenhuma resposta a proteina-Vasa durante qualquer uma das fases da

diferenciacdo gonadal feminina e masculina (Fig. 81A-D, 82A-C, 83A-D, 85A,G,K).

2. PROLIFERACAO CELULAR
Em todas as espécies analisadas, as células germinativas primordiais localizadas nos
primordios gonadais nao apresentaram resposta a0 PCNA. Porém, esporadicamente, observou-
se células somdticas marcadas.
Nas gonadas indiferenciadas, as células germinativas primordiais (Fig. 81E, 82F,

83F,G, 84A,P) apresentam uma intensa marcagdo, bem como as células sométicas (Fig. 81E,

82D,E, 83E, 84J,P).
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Ap6s a associacao entre célula germinativa e célula somédtica, nota-se uma proliferacao
celular em momentos distintos, de modo que quando uma célula germinativa estd marcada, as
células somaticas a ela associadas nao estio, e vice-versa.

Nas gonadas indiferenciadas, supostamente masculinas de Percomorpha e
Atherinomorpha, as células somdticas na regido dorsal, correspondente a regido do futuro
ducto testicular, apresenta uma grande resposta ao PCNA, enquanto o restante da gdonada
apresenta esporaticamente (Fig. 82D,E, 83E).

O mesmo ocorre no tecido gonadal masculino de todas as espécies: os grupamentos de
espermatogonias mostram-se marcados, porém as células de Sertoli a elas associadas ndo tem
resposta. Sua proliferacio celular ocorre em momentos diferentes, intercalados.

Nas fémeas, as células somdticas, pré-foliculares que envolvem um cisto de oogonias
proliferam alternada ou concomitantemente as oogdnias. A proliferacdo das células sométicas
também € intensa durante a entrada em meiose das células germinativas. Assim, nota-se com
frequéncia a marcagao de células pré-foliculares durante o periodo de foliculogénese (Fig. 84).
Apbs a entrada em crescimento primdrio dos odcitos, as células foliculares continuam
proliferando, acompanhando o crescimento do foliculo ovariano, bem como as oogdnias, nos
nichos de proliferacio (Fig. 84).

Nas gobnadas, masculinas, femininas ou indiferenciadas, observou-se também uma
proliferacdo celular das células somdticas no epitélio que delimita a gonada. Células

mesenquimais também apresentaram resposta ao PCNA.

3. DETECCAO DA ENZIMA CYP19A1A (AROMATASE)

A enzima Cypl9ala foi detectada em células somdticas de todas as gOnadas
supostamente femininas nas cinco espécies analisadas (Fig. 85).

A intensidade da drea de resposta diminui progressivamente conforme ocorreu a
diferenciac@o ovariana. No inicio da diferenciacao, tanto células somaticas como o citoplasma
de células germinativas apresentaram resposta positiva. Com o progresso da diferenciagdo, a
deteccdo foi localizada em células somadticas, tanto foliculares, quanto células intersticiais.

Além disso, alguns odcitos apresentaram marcagdo em seu citoplasma (Fig. 85B-F, H-J).
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Em Poecilia reticulata, ap6s a diferenciacdo e desenvolvimento gonadal, detectou-se a
presenca da enzima Cypl9ala em células somdticas abaixo do epitélio germinativo, bem
como no citoplasma de alguns odcitos em crescimento primdrio, em células foliculares e nas
células da teca (Fig. 85L-P).

Nas gonadas supostamente masculinas, ndo foi detectada reacdo positiva. Apds a
diferenciacdo testicular, posterior a entrada em meiose e inicio da espermiogénese, detectou-se
uma reacdo positiva. As células somaticas marcadas positivamente estavam localizadas no
intersticio gonadal, entre 16bulos e tibulos testiculares que ja apresentavam espermatocitos,
espermatides e/ou espermatozdides.

Em Gymnocorymbus ternetzi todas as gdnadas, femininas, masculinas e de transi¢ao,

apresentaram resposta positiva a enzima CYp19ala (dados ndo mostrados).

4. DETECCAO DA ENZIMA 3f3-HSD

Durante as primeiras etapas da morfogénese gonadal, ndo houve resposta positiva para
a deteccao da enzima 3 B-HSD. Assim, o primérdio gonadal ndo apresentou nenhuma
marcagdo, tampouco as gonadas indiferenciadas (Fig. 811, 82N).

Nas fémeas, as primeiras marcagdes de 3 B-HSD foram fracamente detectadas em
gonadas que jd apresentavam seu epitélio germinativo estabelecido e meiose ativa, em
algumas células do tecido estromal. A marcacdo tornou-se mais intensa somente apds a
diferenciagdo completa da gdonada, em ovdrios de animais que apresentavam odcitos em
crescimento secundario em células foliculares e células da teca (dados nao mostrados).

Nos machos, a marcacdo foi observada durante todas as etapas apds o inicio da
diferenciacdo gonadal, iniciando-se durante o estabelecimento do epitélio germinativo, ou
seja, concomitante a formagdo de tubulos ou lébulos testiculares, porém antecedendo a
espermatogénese (Fig. 81J, 820, 83M,N) .

Em todas as espécies, as gonadas masculinas mostraram as primeiras marcagdes em
células somadticas intersticiais, proximas aos vasos sanguineos, de gdonadas contendo apenas
espermatogOnias, porém ja encistadas e organizadas em grupamentos, conforme o padrao de
cada espécie. Esse padrao manteve-se durante todo o processo de diferenciagdo gonadal,

tornando-se mais intenso em gonadas masculinas apds o inicio da espermatogénese (Fig. 81K-
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N, 820,P, 830,P). Em Tanichthys albonubes, apds a espermatogénese tornar-se intensa,
grande parte do intersticio mostrou-se marcada, sendo esta intensificada conforme o

desenvolvimento testicular (Fig. 81M,N).

VII. ESTRUTURA TESTICULAR DOS ADULTOS APOS A REPRODUCAO

Os testiculos de Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartzi,
Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata pertencentes a animais recém-extrusados (24h
pos-reprodugdo) apresentam tibulos e l6bulos com grande quantidade de espermatozdides,
porém com limen reduzido (Fig. 86), quando comparado com animais em desova ativa (dados
nao mostrados).

Em Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi os tibulos apresentam-se com
espermatozoéides, porém seu intersticio mostra-se bastante espesso e com grande quantidade de
granuldcitos (Fig. 86A-F). Ja Corydoras schwartzi apresenta tibulos com espermdtides e
espermatozoéides residuais e limen amplo (Fig. 86G-I).

Amatitlania nigrofasciata apresenta espermatozoéides residuais nos lébulos testiculares
e grande concentragdo de espermatogdnias em estruturas acinares na por¢ao final dos 16bulos,
por toda a periferia testicular (Fig. 86J-L).

Poecilia reticulata apresenta uma estrutura testicular mais desorganizada,
especialmente na regido do ducto testicular, no qual se encontram espermatozeugmatas
residuais (Fig. 86M,N). A secrecdo dos ductos, caracteristicamente PAS positiva durante a
fase de desova ativa, mostra-se gradativamente positiva ao Amarelo Metanil (Fig. 86N). Nesta
fase, os lobulos testiculares apresentam uma extensdo menor do comprimento, havendo um
menor nimero de cistos no interior de cada 16bulo (Fig. 86N,0).

A diferenciacdo gonadal masculina até o desenvolvimento completo do testiculo de

Tanichthys albonubes, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata foi sumarizada nas

Figuras 87, 88 e 89.
VIII. CRONOLOGIA DA DIFERENCIACAO GONADAL

Os principais eventos da diferenciacio gonadal feminina e masculina das cinco

espécies estudadas foram sumarizados nas Figuras 90, 91, 92, 93 e 94.
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Figura 1: Ovos, embrides, larvas e juvenis de Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus

ternetzi, Corydoras schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata.
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Figura 1
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Figura 2: Desenvolvimento do primdrdio gonadal. Corte histologico parassagital de
Tanichthys albonubes (A-C), Gymnocorymbus ternetzi (D-E), Corydoras schwartzi (G-I),
Poecilia reticulata (J-L) e Amatitlania nigrofasciata (M-O). Os primérdios gonadais sao
formados por poucas células germinativas primordiais, circundadas por células somdticas em
um corddo bastante delgado de células somaticas. Em todas as espécies o primdrdio gonadal
encontra-se apoiado sobre um mesentério gonadal, ventralmente ao rim. Notar a auséncia de
vasos sanguineos nos primordios gonadais de todas as espécies. Legenda: CGP: célula
germinativa primordial, seta: indicacdo do primérdio gonadal, S: célula somadtica, cabeca de

seta: divisdo celular de células sométicas. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 3: Corte histoldgico parassagital da gdnada indiferenciada nos Otophysi Tanichthys
albonubes (A-B), Gymnocorymbus ternetzi (C-E) e Corydoras schwartzi (F-G) formada por
células germinativas primordiais e células somdticas em constante proliferacdo (D). Legenda:
CGP: célula germinativa primordial, S: célula somética, cabeca de seta: divisdo celular de

células somadticas. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 3
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Figura 4: Corte histolégico parassagital da gonada indiferenciada supostamente feminina (A-
B) e masculina (C-D) de Amatitlania nigrofasciata. Notar a distingdo da organizacdo em
ambas as gonadas. Na gonada indiferenciada supostamente feminina (A-B), as células
germinativas primordiais (CGPs) distribuem-se de forma homogénea por todo o tecido,
enquanto que na gonada indiferenciada supostamente masculina (C-D), as CGPs concentram-
se na regido ventral da gonada. Legenda: CGP: célula germinativa primordial, S: célula

somadtica, VS: vaso sanguineo, V: regido ventral. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 5: Corte histolégico parassagital da gonada indiferenciada supostamente feminina de
Poecilia reticulata (A-C). Notar a organizacdo de células germinativas primordiais (CGPs)
distribuidas por todo o tecido gonadal e divisdo celular das CGPs (C). Legenda: CGP: célula
germinativa primordial, S: célula somadtica, cabeca de seta: divisdo celular de células

somadticas, i: intestino, V: regidao ventral. Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 6: Corte histologico longitudinal da gonada indiferenciada supostamente masculina de
Poecilia reticulata na cavidade celomdtica do animal (gonadas em destaque). Notar a
organizacdo de células na gonada. As células germinativas primordiais (CGPs) localizam-se
na regido ventro-cranial, enquanto que na regido dorso-caudal hd um acimulo de células
somdticas (A-D). Notar a intensa proliferacio de CGPs (C-D). Legenda: CGP: célula
germinativa primordial, S: célula somadtica, cabeca de seta: divisdo celular de células

somadticas, seta: gobnadas, i: intestino, r: rim. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 6
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Figura 7: Corte histolégico parassagital de ovarios dos Otophysi e Neoteleostei, mostrando
diferentes etapas da primeira foliculogénese durante a diferenciacdo gonadal. As oogbdnias
proliferam no tecido gonadal (A-C) formando cistos de oogdnias que entram em meiose,
originando odcitos profasicos (D-H), que deixam os cistos, porém continuam imersos no
tecido gonadal (F-H). Estes, agora envoltos pelas células foliculares, entram em crescimento
primdrio (I-K). A profileracio das oogdnias € bastante intensa nesta etapa da diferenciacdo
gonadal (I-K). Legenda: cabeca de seta: divisdo celular, pf: célula pré-folicular, o: odcitos
profasicos, g: oogdnias, op: odcito em crescimento primdrio, n: nucleo, nu: nucléolo.

Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 8: Eletromicrografia de ovérios de Amatitlania nigrofasciata. Detalhes do processo de
foliculogénese. No tecido gonadal, as oogOnias encontram-se envolvidas pelas células
somadticas, pré-foliculares, formando cistos (A-C), delimitados por uma membrana basal (C-
D). No interior dos cistos, as oogdnias estdo interligadas por pontes citoplasmaticas (E-F). Os
cistos de oogodnias, odcitos e oogdnias isoladas encontram-se imersos no tecido gonadal,
separados dos demais componentes somdticos por uma membrana basal em formacao (G-K).
Apés a foliculogénese se completar, os odcitos em crescimento primdrio completam a
formacdo do complexo folicular (L-N). Legenda: pf: célula pré-folicular, o: odcitos profasicos,
g: oogdnias, op: odcito em crescimento primdrio, n: nicleo, nu: nucléolo, VS: vaso sanguineo,
m: mitocondria, MB: membrana basal, pc: ponte citoplasmaética, f: célula folicular, cabeca de

seta: complexos sinaptonémicos, seta: niiage.
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Figura 9: Corte histolégico parassagital das gdonadas femininas de Tanichthys albonubes
mostrando o desenvolvimento da gonada ainda compacta, formada por oogdnias e odcitos
proféasicos em diferentes etapas da foliculogénese, até a entrada dos odcitos em crescimento
primdrio. Legenda: célula pré-folicular, o: odcitos profasicos, g: oogbnias, op: odcito em
crescimento primdrio, V: regido ventral, me: mesentério, f: figado, i: intestino, pa: pancreas,

bx: bexiga natatéria. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 10: Corte histolégico parassagital das gdnadas femininas de Gymnocorymbus ternetzi
mostrando o desenvolvimento da gonada ainda compacta, formada por oogdnias e odcitos
proféasicos em diferentes etapas da foliculogénese, até a entrada dos odcitos em crescimento
primdrio. Legenda: seta: célula pré-folicular, o: odcitos profasicos, g: oogdnias, op: odcito em
crescimento primdrio, gr: granuldcito, e: estroma, f: célula folicular, VS: vaso sanguineo.

Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 11: Corte histolégico parassagital das gonadas femininas de Corydoras schwartzi
mostrando o desenvolvimento da gonada ainda compacta, formada por oogdnias e odcitos
proféasicos em diferentes etapas da foliculogénese, até a entrada dos odcitos em crescimento
primdrio. Notar o tecido intersticial bastante desenvolvido nas primeiras etapas da
diferenciacdo gonadal (A-F) e atividade mitética das oogodnias (E,F). Legenda: G: gonada, r:
rim, V: regido ventral, seta: célula pré-folicular, o: odcitos profasicos, g: oogdnias, op: odcito
em crescimento primdrio, e: estroma (tecido intersticial), f: célula folicular, cabeca de seta:

divisdo celular de oogdnias. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 12: Corte histoldgico parassagital das gdnadas femininas de Amatitlania nigrofasciata
em inicio de diferenciacdo gonadal, mostrando a gonada feminina com grande quantidade de
oogodnias e ainda baixa atividade meiética. C-D) Porcdo caudal da gdnada funde-se ao ducto
renal, os quais desembocam na papila urogenital. Legenda: seta: regido de conexdo entre a
génada e o rim, g: oogdnia, RV: regido ventral, s: célula somdtica, i: intestino, ol: odcito
leptoténico, oz: odcito zigoténico, dr: ducto renal, pf: células pré-foliculares, a: andfase.

Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 13: Corte histologico parassagital das gdnadas femininas de Amatitlania nigrofasciata
em inicio de diferenciacdo gonadal, mostrando odcitos profasicos iniciais. Legenda: pf: célula
pré-folicular, s: célula somdtica, od: odcito diploténico, ol: odcito leptoténico, oz: odcito
zigoténico, opq: odcito paquiténico, V: regido ventral, G: gonada, i: intestino. Coloragdo:

Amarelo Metanil.
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Figura 14: Corte histologico parassagital das gdnadas femininas de Amatitlania nigrofasciata
em inicio de diferenciacdo gonadal, mostrando odcitos profdsicos iniciais e entrada em
crescimento primdrio. Legenda: pf: célula pré-folicular, cp: odcito em crescimento primario,

g: oogonias, 0: odcitos profasicos, vs: vaso sanguineo. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 15: Corte histolégico longitudinal (A-B) e transversal (C-K) das gdnadas femininas de
Poecilia reticulata em inicio de diferenciacdo gonadal, mostrando odcitos profdsicos iniciais.
Legenda: seta: gbnadas, pf: célula pré-folicular, od: odcito diploténico, ol: odcito leptoténico,
0z: odcito zigoténico, opq: odcito paquténico, s: célula somdtica, tn: tubo neural, V: regidao

ventral, f: figado, i: intestino. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 16: Corte histolégico longitudinal das gonadas femininas de Poecilia reticulata em
inicio de diferenciacdo gonadal, mostrando odcitos profdsicos iniciais. Notar que a gdonada
ainda € um Orgdo par (A). Legenda: seta: gonadas, pf: célula pré-folicular, od: odcito
diploténico, ol: odcito leptoténico, 0z: odcito zigoténico, opq: odcito paquiténico, V: regido
ventral, nu: nucléolo, cp: odcito em crescimento primdrio, f: célula folicular, g: oogonia.

Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 17: Corte histologico parassagital das gonadas femininas de Poecilia reticulata em
inicio de diferenciagdo gonadal, mostrando odcitos profdsicos iniciais e entrada em
crescimento primdrio. Legenda: pf: célula pré-folicular, s: célula somdtica, od: odcito
diploténico, ol: odcito leptoténico, 0z: odcito zigoténico, opq: odcito paquiténico, n: nicleo,
nu: nucléolo, cp: odcito em crescimento primdrio, f: célula folicular, g: oogdnia. Coloracdo:

Amarelo Metanil.
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Figura 18: Corte histolégico transversal das gdnadas femininas de Tanichthys albonubes.
Formacdo da cavidade ovariana em direcdo a regido dorsal da gbnada. Ovério ainda compacto
(B) e com projecdes laterais (C-D). Fechamento da cavidade ovariana (E-G). Notar a cavidade
ovariana separada de cada um dos ovérios (E, H), formando uma unica cavidade na regiao
caudal do animal (I-K). G6nada j4 diferenciada com cavidade ovariana na regido dorsal (L).
M: Corte histolégico transversal das gdnadas femininas de Gymnocorymbus ternetzi
mostrando gdnada compacta (N) e o fechamento da cavidade ovariana a partir da proliferacao
de células somdticas apenas em um dos lados do ovério (O,P). Legenda: cabeca de seta:
localizagcdo dos ovdrios, me: mesentério, i: intestino, ov: ovdrio, ca: cavidade ovariana, seta:
laminas teciduais, bx: bexiga natatéria, lu: [imen ovariano, seta sinuosa: limen ovariano.

Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 19: Corte histolégico transversal das gonadas femininas de Amatitlania nigrofasciata.
Ovdério ainda compacto (B,C) e com projecdes laterais (D-E). Fechamento da cavidade
ovariana (F) e a estrutura na gonada ja diferenciada (G), com epitélio germinativo definido
(H). Legenda: cabeca de seta: localizacdo dos ovdrios, me: mesentério, i: intestino, ca:
cavidade ovariana, seta: laminas teciduais, bx: bexiga natatéria, cp: odcito em crescimento
primdrio, op: o6cigo paquiténico, g: oogdnia, eg: epitélio germinativo. Coloracdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 20: Corte histologico transversal das gonadas femininas de Poecilia reticulata.
Formacdo da cavidade ovariana em direc@o a regido dorsal da gonada. Ovério com projecdes
laterais (A-B). Fechamento da cavidade ovariana apenas em um dos lados (C-D). Fechamento
da cavidade ovariana em ambos os lados (E-F). Fusdao das cavidades, formando um limen
ovariano (G-H). Porcao final da gonada, préxima ao gonoducto (I-J). Legenda: cabeca de seta:
localizagcdo dos ovdrios, me: mesentério, i: intestino, ov: ovdrio, ca: cavidade ovariana, seta:
laminas teciduais, bx: bexiga natatdria, seta sinuosa: limen ovariano. Coloragdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 21: Corte histolégico transversal (A,B) e parassagital (C-F) das gonadas femininas de
Poecilia reticulata, mostrando a formacdo do gonoducto que se conecta a papila urogenital.
Legenda: cabeca de seta: localizacdo do gonoducto, me: mesentério, i: intestino, ov: ovario,
seta: laminas teciduais, bx: bexiga natatdria, pu: papila urogenital, du: gonoducto. Coloracdo:

Amarelo Metanil.

124



Figura 21

125




Figura 22: Corte histolégico parassagital das gonadas femininas de Tanichthys albonubes.
Formacdo das lamelas ovigeras (A-D) e estabelecimento do epitélio germinativo. Estrutura ja
diferenciada em corte transversal, mostrando regido ventral livre de lamelas (E-F). Legenda:
seta: formacdo das lamelas ovigeras, ci: cistos, cp: odcito em crescimento primdrio, seta

sinuosa: delimitacdo da cavidade ovariana. Colorac¢do: Amarelo Metanil.
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Figura 23: Corte histologico parassagital das gdnadas femininas de Gymnocorymbus ternetzi.
Formacdo das lamelas ovigeras mostrando a formacao de invaginacdes no tecido gonadal, pela
movimentacdo das células somdticas e estabelecimento do epitélio germinativo. Legenda:

seta: regido de formacdo das lamelas ovigeras pela invaginacdo das células somaticas.

Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 24: Corte histologico parassagital (A-H), longitudinal (I) e transversal (J) das gdnadas
femininas de Corydoras schwartzi. Formacdo da cavidade ovariana e primordio das lamelas
ovigeras pelo afastamento de fileiras das células somadticas longitudinalmente ao tecido
gonadal. Lamelas ovigeras desenvolvidas com cavidade ovariana definida e epitélio
germinativo estabelecido (I, J). Legenda: seta: células somdticas organizadas em fileiras
paralelas no interior do ovério para formacdo do limen e lamelas ovigeras, seta sinuosa:
espacamento formado pelo afastamento das células somadticas, ca: cavidade ovariana, la:

lamela ovigera, r: rim, eg: epitélio germinativo. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 25: Corte histologico parassagital das gonadas femininas de Amatitlania nigrofasciata.
Formacdo das lamelas ovigeras pela movimentacdo das células somadticas e estabelecimento
do epitélio germinativo. Legenda: La: lamelas ovigeras, lu: limen ovariano, eg: epitélio

germinativo. Colorag¢do: Amarelo Metanil.
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Figura 26: Corte histolégico longitudinal das gonadas femininas de Poecilia reticulata.
Formacdo da cavidade ovariana e estabelecimento do epitélio germinativo. Legenda: ca:
cavidade ovariana, eg: epitélio germinativo, cp: odcito em crescimento primério, cs: odcito em

crescimento secunddrio. Coloragcdo: Amarelo Metanil.

134



Figura 26

135



Figura 27: Cortes longitudinais de ovario de Poecilia reticulata com odcitos ja em
crescimento secunddrio. O epitélio germinativo encontra-se totalmente estabelecido, porém,
inicialmente o epitélio do ducto ovariano € retilineo, apresentando, posteriormente, criptas e
reentrancias que ligam a cavidade ovariana aos odcitos. Legenda: du: gonoducto, eg: epitélio
germinativo, cp: odcito em crescimento primdrio, cs: odcito em crescimento secundario, seta:

criptas ovarianas, ci: cistos, g: oogonias, ce: células epiteliais. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 28: Corte histolégico parassagital das gonadas femininas de Otophysi e Neoteleostei.
Formacdo do estroma ovariano, pelo aparecimento de espacos extravasculares (A-D).
Formacdo da teca, a partir de células mesenquimais do estroma ovariano (E-F). Legenda: seta:
regido do estroma ovariano, e: estroma, ex: espaco extravascular, seta sinuosa: células

mesenquimais, pt: célula pré-tecal, t: teca. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 29: Corte histologico de ovario de Corydoras schwartzi — Método de Reticulina
(A,D,G) e Eletromicrografia de Amatitlania nigrofasciata. Formac¢do da teca a partir de
células mesenquimais do estroma ovariano. A célula pré-tecal aproxima-se do foliculo
ovariano, apoia-se sobre sua membrana basal e diferencia-se em teca. Legenda: seta: células
pré-tecais e tecais, MB: membrana basal, cp: odcito em crescimento primdrio, pt: célula pré-

tecal, t: teca, f: célula folicular, n: nicleo, nu: nucléolo.
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Figura 30: Corte histolégico das gonadas femininas de Tanichthys albonubes — Método de
Reticulina. Estabelecimento do epitélio germinativo a partir da formagcdo da membrana basal.
Os componentes germinativos encontram-se separados dos demais componentes somaticos
que irdo formar o tecido intersiticial de forma pontual, porém a membrana basal torna-se
continua ao final do processo de diferenciacdo gonadal. Legenda: seta: membrana basal, cp:
odcito em crescimento primdrio, pf: célula pré-folicular, f: célula folicular, o: odcitos

profésicos.
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Figura 31: Corte histolégico das gdnadas femininas de Gymnocorymbus ternetzi — Método de
Reticulina. Estabelecimento do epitélio germinativo a partir da formagcdo da membrana basal.
A membrana basal mostra-se bastante sutil no inicio da diferenciacdo, porém torna-se continua
ao final do processo de diferenciacdo gonadal. Legenda: seta: membrana basal, cp: odcito em

crescimento primdrio, s: célula somdtica, o: odcitos profésicos, eg: epitélio germinativo.
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Figura 32: Corte histologico das gonadas femininas de Corydoras schwartzi — Método de
Reticulina. Os componentes germinativos encontram-se totalmente separados dos demais
componentes somdticos que irdo formar o tecido intersiticial desde as primeiras etapas da
diferenciagdo gonadal. Notar o compartilhamento da membrana basal entre dois odcitos (J).
Legenda: seta: membrana basal, cp: odcito em crescimento primdrio, o: odcitos profdsicos, g:

oogonias, eg: epitélio germinativo, pf: célula pré-folicular, f: célula folicular, ci: cistos.
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Figura 33: Corte histolégico das gonadas femininas de Amatitlania nigrofasciata — Método de
Reticulina. A membrana basal mostra-se bastante sutil no inicio da diferenciacdo, porém
torna-se continua ao final do processo de diferenciacdo gonadal. Legenda: seta: membrana
basal, cp: od6cito em crescimento primdrio, o: odcitos profdsicos, g: oogdnias, eg: epitélio

germinativo, pf: célula pré-folicular, f: célula folicular.

148



Figura 33

149



Figura 34: Corte histolégico das goénadas femininas de Poecilia reticulata — Método de
Reticulina. Estabelecimento do epitélio germinativo a partir da formacdo da membrana basal.
Os componentes germinativos encontram-se separados dos demais componentes somaticos
que irdo formar o tecido intersiticial desde as primeiras etapas da diferenciacdo gonadal.
Legenda: seta: membrana basal, cp: odcito em crescimento primdrio, g: oogdnia, 0: 0dcito

profésico, ci: cistos, ca: cavidade ovariana, du: gonodicto, eg: epitélio germinativo.
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Figura 35: Corte histoldégico das gbénadas femininas de Poecilia reticulata — Método de
Reticulina. Epitélio germinativo totalmente estabelecido, mostrando continuidade entre o
epitélio e a membrana basal dos odcitos. Legenda: seta: membrana basal, cp: odcito em
crescimento primdrio, cs: odcito em crescimento secunddrio, ca: cavidade ovariana, eg:

epitélio germinativo, cr: criptas.
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Figura 36: Corte histolégico de ovério de Tanichthys albonubes. A) Corte histolégico
longitudinal da gonada feminina. B) Corte histolégico longitudinal do ovario mostrando o
desenvolvimento oocitario no interior das lamelas. C) Odcito em inicio de crescimento
primério, individualizado pelas células foliculares. D) Odcito em crescimento primario com
citoplasma basofilico. E-G) Odcitos em final de crescimento primario mostrando a formacdo e
aumento gradual dos alvéolos corticais PAS positivos. H) Odcitos em crescimento secundario
em final de vitelogénese com nicleo ainda central. Notar que os granulos de vitelo
permanecem integros e a auséncia de goticulas de gordura. Legenda: la: lamela ovigera, n:
ndcleo, gv: granulos de vitelo, ac: alvéolos corticais, cp: odcito em crescimento primario.

Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 37: Corte histolégico de ovario de Gymnocorymbus ternetzi mostrando o
desenvolvimento oocitdrio no interior das lamelas (A-F). G) Oogodnia e odcito profisico no
epitélio germinativo envoltos por células pré-foliculares. H) Odcito em inicio de crescimento
primdrio, individualizado pelas células foliculares. I) Odcito em crescimento primdrio com
citoplasma basofilico e citoplasma com aspecto gretado pela distribuicdo de organelas. J)
Od6cito em crescimento secunddrio com vitelogénese intermedidria. Notar a presenca de
granulos de vitelo e de alvéolos corticais que ndo respondem ao PAS. K) Odcito em
crescimento secunddrio em final de vitelogénese com nicleo ainda central. Notar que os
granulos de vitelo permanecem integros e a auséncia de goticulas de gordura. Legenda: la:
lamela ovigera, n: nicleo, gv: granulos de vitelo, ac: alvéolos corticais, g: oogdnia, 0: 0odcitos
profésicos, eg: epitélio germinativo, seta: célula pré-folicular, f: célula folicular. Coloragdo:

Amarelo Metanil (A-F,J,K); Hematoxilina-Eosina (G-I).
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Figura 38: Corte histolégico de ovario de Corydoras schwartzi mostrando o desenvolvimento
do odcitos e aumento das lamelas ovigeras. Legenda: la: lamela ovigera, g: oogdnia, o:
odcitos profésicos, cp: odcito em crescimento primdrio, cs: odcito em crescimento secunddrio,

ca: cavidade ovariana. Colora¢do: Amarelo Metanil.
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Figura 39: Foliculogénese em ovdrio de Amatitlania nigrofasciata totalmente diferenciado.
A-B) Ninhos celulares no epitélio germinativo. C) Oogonia diferenciada, isolada no epitélio
germinativo. D-E) Cistos de oogdnias. F-G) Cisto de odcitos leptoténicos. H) Cisto de odcitos
zigoténicos. I-J) Cisto de odcitos paquiténicos. K) Cisto de odcitos paquiténicos tardios com
as células pré-foliculares invadindo o cisto e individualizando os odcitos. L) Odcito
diploténico inicial com um nucléolo. M) Odcito em crescimento primdrio conectado ao
epitélio germinativo. N) Detalhe de M, mostrando regido de compartilhamento da membrana
basal entre o odcito e o epitélio germinativo. Legenda: g: oogdnia, la: lamela ovigera, ni:
ninhos, c: cistos, s: célula somadtica, 16: limen ovariano, ol: odcito leptoténico, 0z: odcito
zigoténico, pf: célula pré-folicular, op: odcito paquiténico, opt: odcito paquiténico tardio, od:
odcito diploténico inicial, cp: odcito em crescimento primdrio, ce: célula epitelial, MB:
membrana basal, f: célula folicular, eg: epitélio germinativo, nu: nucléolo, n: nicleo.

Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 40: Corte histolégico de ovario de Amatitlania nigrofasciata mostrando o
desenvolvimento oocitdrio no interior das lamelas (A). B) Oogdnia e odcito em crescimento
primério no epitélio germinativo envoltos por células foliculares. C) Odcito em inicio de
crescimento primdrio, com inicio de deposi¢ao de glébulos de vitelo no citoplasma. D) Odcito
em crescimento secunddrio com vitelogénese intermedidria. E-F) Odcito em crescimento
secunddrio em final de vitelogénese com nicleo ainda central (E) e niicleo excéntrico (F).
Notar que os granulos de vitelo permanecem integros dispostos entre as goticulas de gordura.
Legenda: la: lamela ovigera, Iu: limen ovariano, n: nicleo, v: granulos de vitelo, cp: odcito
em crescimento primdrio, ac: alvéolos corticais, g: oogonia. Coloracdo: Amarelo Metanil (A-

F.,J.K). Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 41: Corte histoldégico de ovario de Poecilia reticulata. A-C) Cortes histologicos
transversais do ovdrio mostrando: a presenca de dois gonoductos no interior do ovério, em
porcao dorsal (A); a por¢do caudal do ovério, na qual os gonoductos se fundem, formando um
unico gonoducto continuo com a cavidade ovariana (B); e um ovério inseminado (C). Notar a
auséncia da cavidade ovariana por conta do desenvolvimento intra-folicular dos embrides. D)
Corte histolégico transversal do ovario mostrando o desenvolvimento oocitdrio no interior das
lamelas. E) Detalhe do epitélio prismético do gonoducto, continuo com o epitélio germinativo,
composto por células epiteliais e oogonias. F-G) Ninhos de oogdnias ao longo do epitélio
germinativo. H) Cistos de odcitos profdsicos no epitélio germinativo, junto as criptas do
gonoducto. 1) Cistos de oogOnias e de odcitos paquiténicos. J) Odcitos em inicio de
crescimento primdrio mostrando a mudanca na basofilia citoplasmdtica. Notar o inicio da
deposicdo de goticulas de lipideos. K) Odcito em crescimento secunddrio com inicio de
vitelogénese. Notar os granulos de vitelo PAS positivos. L) Odcitos em crescimento
secunddrio em vitelogénese intermedidria. Nesta etapa, as goticulas de lipideos se acumulam
proximas ao nidcleo. M) Odcitos em crescimento secunddrio em final de vitelogénese. Os
granulos de vitelo ainda mostram-se integros. N) Odcito em maturagdo, que apresenta
granulos de vitelo fundidos, formando uma massa homogénea. Na regido periférica, alguns
granulos permanecem integros. Notar a presenga de grandes gotas lipidicas, na regido
periférica do odcito. Legenda: g: oogdnia, o: odcitos profasicos,op: odcitos paquiténicos, cp:
odcito em crescimento primario, cs: odcito em crescimento secunddrio, ca: cavidade ovariana,
du: gonoducto, n: nucleo, gl: goticulas de lipideo, gr: granulos de vitelo, v: vitelo, eg: epitélio
germinativo, seta: células pré-foliculares, cabeca de seta: criptas, EM: embrido. Coloragdo:

Amarelo Metanil.
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Figura 42: Corte histologico de testiculo de Amatitlania nigrofasciata mostrando os tipos de
células presentes no compartimento germinativo e intersticial, comum aos Teleostei (A).
Célula de Leydig de Amatitlania nigrofasciata (A-inset). Eletromicrografia de testiculo de
Neoteleostei, dos tipos celulares encontrados nos demais Teleostei (B-G). Legenda: gl:
espermatogoOnias primdria, g2: espermatogonia secunddria, c: espermatdcito, st: espermatide,
z: espermatozodide, seta: célula de Sertoli, S: célula de Sertoli, pS: célula pré-Sertoli, n: niicleo,
nu: nucléolo, cs: célula somdtica, L: célula de Leydig, f: flagelo em formacdo, vs: vaso
sanguineo, mi: mitocondria, d: desmossomos, po: ponte citoplasmética, Le: célula de Leydig.

Coloragcdo: Amarelo Metanil (A, A-inset).
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Figura 43: Corte parassagital de testiculo de Tanichthys albonubes. Notar a disposi¢do das
espermatogonias no tecido gonadal. Aumento do nimero de espermatogbnias em (E-G),
quando comparado a etapa anterior (A-D) pela intensa proliferacdo celular (F,G). Legenda:
CGP: célula germinativa primordial, s: célula somadtica, i: intestino, f: figado, g:
espermatogOnia, seta: célula pré-Sertoli, cabeca de seta: divisdes celulares de

espermatogonias. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 44: Corte parassagital de testiculo de Tanichthys albonubes. Inicio da formacao dos
tdbulos testiculares, pelo afastamento dos cistos de espermatogbnias e estabelecimento do
epitélio germinativo. Tubulos testiculares formados e inicio da espermatogénese. Notar os
primeiros cistos de espermatdcitos. Em D, detalhe de dois tdbulos testiculares adjacentes
sofrendo anastomose. Legenda: f: figado, g: espermatog0nia, seta: célula de Sertoli, asterisco:
formacdo do compartimento luminal. Coloracdo: Amarelo Metanil (A,B,E,F); Método de

Coello (C,D).
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Figura 45: Corte parassagital de testiculos de Tanichthys albonubes. Inicio da producdo de
espermatozoéides. Grande quantidade de espermatogonias, e alguns tdbulos testiculares ainda
vazios. Legenda: g: espermatogOnia, seta: célula de Sertoli, asterisco: limen dos tibulos

testiculares, c: espermatdcito, z: espermatozdide. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 46: Corte parassagital de testiculos de Tanichthys albonubes. Tubulos testiculares
preenchidos por grande quantidade de espermatozoéides. Cistos de células germinativas em
diferentes etapas da espermatogénese, porém com predominio de espermatogonias. Legenda:
g: espermatogbnia, seta: célula de Sertoli, c: espermatdcito, st: espermdtide, z:

espermatozoéide, f: figado. Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 47: Corte histolégico de testiculo de Tanichthys albonubes. A-D) Corte histolégico
longitudinal da gobénada masculina, formada pelo compartimento germinativo e pelo
compartimento intersticial. E) Tubulo testicular anastomosado, totalmente preenchido por
espermatozoéides, formado por cistos de espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides. F)
Cistos de espermatogonia e cistos de espermatdcitos. G) Espermatogdnia em metédfase ao lado
de uma unica espermatogdnia encistada pela célula de Sertoli. Legenda: g: espermatogoOnia,
seta: célula de Sertoli, c: espermatdcito, st: espermatide, z: espermatozdide, i: intersticio, lu:
limen testicular, ta: tdbulos anastomosados. Coloracdo: Amarelo Metanil (A-D); Azul de

Toluidina-Bérax (E-F).
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Figura 48: Corte histolégico de tecido ovariano supostamente masculino em Gymnocorymbus
ternetzi (A). Tecido gonada com grande quantidade de granulécitos (B,C). A degeneracdo
causa afastamento dos odcitos (D) e aparecimento de substancias amorfas pelo tecido (E).
Regides de degeneracdo tecidual, com corpos apoptéticos (F,G). Legenda: to: tecido ovariano,
cabeca de seta: granuldcitos, i: intersticio, cp: odcito em crescimento primdrio, f: célula
folicular, seta: regides de degeneracdo do tecido ovariano, o: odcitos profasicos. Coloragdo:

Amarelo Metanil.
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Figura 49: Corte histologico de gdnada de Gymnocorymbus ternetzi. Tecido gonadal de
transicdo com caracteristicas femininas e masculinas (A-G). Primeiros tibulos testiculares a se
formarem (A-C,G). Grande quantidade de macréfagos pelo tecido gonadal, causando
desorganizacdo estrutural (D-G). Notar granulécito no interior de um cisto germinativo (E)
causando sua desorganizacdo (F). Legenda: to: tecido ovariano, tt: tecido testicular, cabeca de
seta: macréfagos, cp: odcito em crescimento primdrio, seta: regides de degeneracao do tecido
ovariano, o: odcitos profésicos, ci: cistos, tu: tidbulos testiculares. Coloracdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 50: Corte histolégico de gdnada de Gymnocorymbus ternetzi. Tecido gonadal com
caracteristicas predominantemente masculinas (A-B). Notar a diminuicdo da quantidade de
odcitos. Tubulos testiculares estabelecidos (C) e espermatogdnias compondo o epitélio
germinativo masculino (D). Legenda: S: células somadticas, cp: odcito em crescimento
primdrio, tu: tibulos testiculares, c: espermatdcito, g: espermatogonia. Coloracdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 51: Corte histolégico de testiculo de Gymnocorymbus ternetzi. Epitélio germinativo
totalmente estabelecido (A-C). Aumento da extensao do epitélio germinativo pela proliferacdao
celular (D-G). Notar células de Sertoli compondo um epitélio descontinuo, pela intensa
proliferacdo celular descompassada com o aumento das espermatogdnias (F-G). Aumento da
quantidade de cistos germinativos ao longo do epitélio, tornando-o continuo (H-M). Legenda:
tt: tecido testicular, cabeca de seta: divisao de célula de Sertoli, seta: célula de Sertoli (S), eg:
epitélio germinativo, cp: odcito em crescimento primdrio, tu: tdbulos testiculares, c:
espermatdcito, g: espermatogdnia, lu: limen testicular, ta: tibulos anastomosados, o: odcitos.

Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 52: Corte histolégico de testiculo de Gymnocorymbus ternetzi. Aumento da quantidade
de cistos germinativos ao longo do epitélio, reduzindo o limen testicular (A-C) que passa a ser
preenchido por grande quantidade de espermatozéides (D-H). Notar odcitos remanescentes no
epitélio. Legenda: seta: célula de Sertoli, eg: epitélio germinativo, cp: odcito em crescimento
primdrio, tu: tdbulos testiculares, c: espermatdcito, g: espermatogbnia, ta: tdbulos
anastomosados, st: espermadtides, i: intersticio, z: espermatozdides. Coloracdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 53: Corte histolégico de testiculo de Gymnocorymbus ternetzi, formado pelo
compartimento germinativo e pelo compartimento intersticial. Notar a grande quantidade de
espermatozéides nos tdbulos testiculares. O epitélio germinativo formado por cistos de
espermatogoOnias, espermatdcitos e espermadtides, organiza-se em tidbulos testiculares
anastomosados. Legenda: eg: epitélio germinativo, cp: odcito em crescimento primadrio, tu:
tdbulos testiculares, c: espermatdcito, g: espermatogdnia, ta: tdbulos anastomosados, st:

espermatides, z: espermatozéides. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 54: Corte parassagital (A,B,F-I) e transversal(C-E) de testiculo de Corydoras
schwartzi. Notar a disposi¢do das espermatogdnias no tecido gonadal, inicialmente em corddes
e posteriormente organizando-se em 4cinos. Legenda: G: gdnada, g: espermatogdnia, seta:
célula pré-Sertoli, cabeca de seta: divisdes celulares de espermatogdnias, co: corddes

continuos de espermatogdnias, i: intersticio. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 55: Corte parassagital de testiculo de Corydoras schwartzi mostrando organizacdo das
espermatogOnias em estruturas acinares. Notar os diferentes tipos de espermatogoOnias.
Legenda: G: gdnada, glind: espermatogdnia primdria indiferenciada, gldif: espermatogdnia
primdria diferenciada, g2: espermatogdnia secunddria, seta: célula pré-Sertoli, a: 4cinos.

Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 56: Corte parassagital de testiculo de Corydoras schwartzi. A regido dos 4cinos
comeca a sofrer processo de degeneracdo. Legenda: G: gbdnada, glind: espermatogdnia
primdria indiferenciada, gldif: espermatogdnia primdria diferenciada, g2: espermatogdnia
secunddria, seta: célula de Sertoli, a: 4cinos, cabeca de seta: figuras de divisdes celulares, seta

sinuosa: células com aspecto de apoptose. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 57: Corte parassagital de testiculo de Corydoras schwartzi. Testiculo com aspecto
desorganizado, causado pela remodelacdo tecidual, apds degeneracdo dos &4cinos (A-D).
Epitélio dos tibulos desprovido de células germinativas e substancia PAS positiva no interior
dos tdbulos (E-I). Legenda: G: gbdnada, f: filamentos, a: 4cinos, glind: espermatogdnia
primdria indiferenciada, g2: espermatogdnia secunddria, seta: célula de Sertoli, tu: tibulos

testiculares, RS: regido secretora, RE: regido espermatogénica. Coloragcdo: Amarelo Metanil.
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Figura 58: Corte parassagital de testiculo de Corydoras schwartzi. A-B) Estabelecimento do
epitélio germinativo. Ocorre repovoamento do epitélio tubular, definindo o epitélio
germinativo, a partir de cistos de espermatogdnias remanescentes. C-F) Formagao das caimaras
secretoras pelo acimulo de substancia, constituindo a por¢do secretora do testiculo. Notar o
epitélio desprovido de células germinativas. C) substancia secretada no tecido gonadal rica em
proteina (positiva ao Amarelo Metanil). Legenda: g: espermatog0Onia, seta: célula de Sertoli,
tu: tdbulos testiculares, RS: regido secretora, S: células somdticas, sc: secre¢do. Coloragdo:

Amarelo Metanil.
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Figura 59: Corte transversal (A-G) e parassagital (H-K) de testiculo de Corydoras schwartzi.
Inicio da formacdo dos tibulos testiculares (A-C) e aumento da quantidade de tibulos que se
tornam gradativamente anastomosados (B-G). Epitélio germinativo constituido principalmente
por espermatogdnias. H) Inicio da espermatogénese com intensa atividade mitética (I) e
meidtica (J,K) aumentando os cistos germinativos. As espermatides comecam a preencher os
tdbulos testiculares (H). Legenda: G: gbnada, g: espermatogoOnia, seta: célula de Sertoli, tu:
tdbulos testiculares, c: espermatdcito, st: espermdtides, i: intersticio. Coloragcdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 60: Corte histoldgico de testiculo de Tanichthys albonubes — Método de Reticulina.
Cordodes de células germinativas sdo separados por uma membrana basal discreta dos demais
componentes intersticiais, ja no inicio da diferenciacdo gonadal (A-D). Os tubulos testiculares
adjacentes sdo circundados de forma incompleta pela membrana basal, permitindo a
anastomose dos mesmos. Legenda: g: espermatogbnia, seta: membrana basal, tu: tdbulos

testiculares, ta: tibulos anastomosados, z: espermatozdides.
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Figura 61: Corte histolégico de testiculo totalmente desenvolvido de Tanichthys albonubes —
Método de Reticulina. A membrana basal torna-se mais espessa com o progresso da
diferenciagdo testicular e crescimento do tecido. Legenda: seta: membrana basal, tu: tibulos

testiculares, ta: tibulos anastomosados, z: espermatozéides, ci: cistos, i: intersticio.
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Figura 62: Corte histolégico de testiculo totalmente desenvolvido de Gymnocorymbus ternetzi
— Método de Reticulina. Tecido gonadal ovariano, supostamente masculino ndo apresenta
marcacdo (A-B). A membrana basal € detectada a partir do estabelecimento do epitélio
germinativo e dos tubulos testiculares que ja mostram-se anastomosados (C-E). Com o
aumento da extensdo do epitélio, a anastomose entre os tdbulos torna-se maior (F,G). Os
tdbulos testiculares em gdnadas plenamente desenvolvidas, sdo totalmente circundados pela
membrana basal, exceto em regides que irdo ocorrer anastomoses (I-L). Notar que nao ha
membrana basal ao redor dos odcitos remanescentes (J,L.) a despeito de estes apresentarem
células foliculares ao seu redor. Legenda: seta: membrana basal, to: tecido ovariano, eg:
epitélio germinativo, tu: tdbulos testiculares, ta: tibulos anastomosados, z: espermatozoéides, c:

espermatocitos.
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Figura 63: Corte histolégico de testiculo totalmente desenvolvido de Corydoras schwartzi —
Método de Reticulina. Tanto os corddes continuos de espermatogdnias, como as estruturas
acinares sdo totalmente circundadas por uma membrana basal, separando o compartimento
germinativo do intersticial (A-C). Os tubulos testiculares adjacentes apresentam auséncia de
membrana basal na regido que ocorrerd anastomose (D-E). A organizagdo testicular tubular
anastomosada é formada desde as primeiras etapas da diferenciacdo (F-I) e segue este padrao
até o desenvolvimento completo da gonada (K-L). Ao redor das camaras secretoras, o epitélio
também € sustentado por uma membrana basal e os tibulos também sofrem anastomoses (J).
Legenda: seta: membrana basal, co: corddes continuos de espermatogdnias, a: acinos, tu:
tdbulos testiculares, ta: tdbulos anastomosados, RS: regido secretora, RE: regido

espermatogénica.
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Figura 64: Corte histolégico parassagital de gonada indiferenciada masculina de Amatitlania
nigrofasciata formada por espermatogbnias e células somadticas. Presenca do ducto
espermatico. B) Detalhes de A, mostrando a disposicdo das espermatogdnias na regidao
periférica da gonada (porcdo ventral). Legenda: DU: ducto testicular, g: espermatogdnia, S:

células somadticas. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 65: A) Corte histolégico parassagital de testiculo de Amatitlania nigrofasciata,
mostrando presenca de ducto testicular na porcdo dorsal (B,C) e concentracio de
espermatogonias na por¢ao ventral (B-D). E) Corte longitudinal de testiculo, mostrando
presenca de ducto testicular e espermatogdnias na periferia da gonada. F-H) Corte parassagital
de testiculo, mostrando presenca de ducto testicular na por¢ao dorsal (G) e 16bulo testicular se
formando (H). Legenda: DU: ducto testicular, g: espermatogdnia, CS: células sométicas, vs:

vaso sanguineo, lo: I6bulo testicular. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 66: A) Corte histolégico parassagital de testiculo de Amatitlania nigrofasciata
mostrando grande quantidade de espermatogdnias associadas as células pré-Sertoli. As
espermatogoOnias organizam em conjuntos celulares semelhantes a 4cinos (B,C). D-E) Inicio
da formacgdo dos l6bulos testiculares. Notar o compartimento luminal se formando entre as
espermatogonias de um conjunto celular. Legenda: DU: ducto testicular, g: espermatogonia,
lo: 16bulo testicular, pS: célula pré-Sertoli, sinal de +: formagdo do limen testicular, S: célula

de Sertoli. Coloragcdo: Amarelo Metanil (A-C,E); Hematoxilina-Eosina (D,F).
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Figura 67: Eletromicrografia de testiculo de Amatitlania nigrofasciata mostrando a
disposicdo das espermatogdnias em corddes continuos na regido periférica da gonada (A).
EspermatogoOnias associadas as células pré-Sertoli, formando um cisto (B). Espermatogonias
na regido periférica deixando de se organizarem em corddes e passando a formar estruturas
acinares (C,D). Conjunto de espermatogdnias formando estruturas assinares, todas envolvidas
por células de Sertoli (D,E). Limen testicular, delimitado por células somaéticas (F). Legenda:
g: espermatogdnia, lu: ldmen testicular, cs: célula somadtica, pS: célula pré-Sertoli, lu: limen

testicular, S: célula de Sertoli.
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Figura 68: A) Corte histolégico parassagital de testiculo de Amatitlania nigrofasciata
mostrando inicio da espermatogdnese. A espermatogdénese tem inicio na regido central do
testiculo (A-E). Notar os cistos de espermatécitos (A-F), a presenca de ductos (C,D) e de
I6bulos testiculares (C-F). Legenda: DU: ducto testicular, g: espermatogdnia, lo: l6bulo

testicular, S: célula de Sertoli, c: espermatdcito. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 69: A) Corte histolégico parassagital de testiculo de Amatitlania nigrofasciata
mostrando inicio da producdo de espermatozdides. B) Detalhe de A. Notar o tipo de
organizagdo testicular — lobular irrestrita. C-D) Lobulos testiculares digitiformes, com fundo
cego — regido de concentracdo de espermatogdnias. Legenda: DU: ducto testicular, lo: 16bulo
testicular, g: espermatogdnia, c: espermatdcito, z: espermatozdide. Coloracdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 70: Corte histolégico longitudinal de um testiculo de Amatitlania nigrofasciata
totalmente diferenciado (A,E). Notar distribui¢do das espermatogonias na regido periférica da
gonada. O testiculo € formado por I6bulos testiculares, constituidos por cistos de
espermatogoOnias, espermatdcitos e espermatides. No limen do 16bulo, nota-se a presenca dos
espermatozoéides. Legenda: DU: ducto testicular, lo: I6bulo testicular, g: espermatogonia, c:
espermatdcito, z: espermatozdide, T: espermdtide, seta: célula de Sertoli. Coloracdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 71: A) Corte histologico parassagital de testiculo de Amatitlania nigrofasciata —
Meétodo de Reticulina. Diferentes fases da diferenciacdo, mostrando a forma¢dao da membrana
basal. A) Antes da formacdo total dos l6bulos testiculares, a membrana basal € observada na
porcdo central do testiculo, estando ausente na regido periférica, na qual concentram-se os
conjuntos de espermatogonias. B-C) Inicio da sintese de membrana basal ao redor dos &cinos.
D-E) Formacao dos l6bulos testiculares e estabelecimento do epitélio germinativo, suportado
pela membrana basal. F-G) Testiculo com inicio de espermatogénese. Os l6bulos estdo
formados e sdo delimitados pela membrana basal, desde a regido periférica até o ducto
testicular. H-I) Testiculo com produgdo de espermatozdides. A membrana basal estd ausente
somente na regido na qual o I6bulo testicular desemboca no ducto testicular e delimita os
I6bulos testiculares. Legenda: seta: membrana basal, DU: ducto testicular, lo: 16bulo testicular,
g: espermatogdnia, z: espermatozoide, vs: vaso sanguineo, c: cistos, a: 4cinos, os: célula pré-

Sertoli.
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Figura 72: Corte histolégico transversal (A-B) e parassagital (C-F) de testiculo de Poecilia
reticulata. Inicio da diferenciacdo testicular. Notar o acimulo de células somdticas na regiao
dorsal do tecido gonadal (A-B). Nos cortes parassagitais, notar o acimulo de células somdticas
na regido dorsal do tecido gonadal e a estrutura gonadal formando conjuntos de
espermatogonias, na forma de cachos ou acinos (C-F). Legenda: g: espermatogdnia, S: célula

somadtica, seta: célula pré-Sertoli, a: 4&cino, me: mesentério. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 73: Corte histologico longitudinal de testiculo de Poecilia reticulata. Formagdo do
ducto testicular e os primeiros 16bulos testiculares, compostos apenas por espermatogonias e
ductos testiculares ramificados (A-E). Cortes longitudinais da regido do ducto principal (F,G).
Legenda: ci: cistos, du: ducto testicular, g: espermatogonia, pS: célula pré-Sertoli, seta: 4cinos

- formagdo dos primeiros 16bulos testiculares. Coloracdo: Azul de Toluidina-Bdérax.
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Figura 74: Corte histologico longitudinal de testiculo de Poecilia reticulata, mostrando os
primeiros 16bulos testiculares com cistos de espermatdcitos e ramificacdo do ducto testicular.
Legenda: du: ducto testicular, g: espermatogdnia, S: célula de Sertoli, seta: lobulos

testiculares, c: espermatdcitos. Coloracdo: Azul de Toluidina-Bérax.
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Figura 75: Corte histolégico longitudinal de testiculo de Poecilia reticulata ja mais
desenvolvido. Notar o maior nimero de cistos de espermatdcitos (A-B), inicio da formacao de
espermatides (C), o 16bulo totalmente formado (D) e a organizagdo testicular que caracteriza o
tipo lobular restrito (E). Notar o aumento de cistos de espermdtides e auséncia de
espermatozoéides (E). Legenda: du: ducto testicular, g: espermatog0dnia, c: espermatdcitos, st:

espermatides, i: intersticio. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 76: Corte histolégico longitudinal de testiculo de Poecilia reticulata. A-B) regido do
ducto testicular preenchido por secrecdo. Notar a presenca de espermadtides finais e auséncia
de espermatozoéides. C) Inicio da producdo de espermatozdides. D) Regido de ducto testicular
preenchido com secre¢do que envolve os espermatozdides. Legenda: du: ducto testicular, g:
espermatogOnia, c: espermatocitos, st: espermatides, z: espermatozéide. Coloracdo: Amarelo

Metanil.
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Figura 77: Corte histolégico longitudinal de testiculo de Poecilia reticulata. A) Corte
histolégico longitudinal da génada masculina, mostrando uma regido periférica formada por
cistos de células germinativas, e uma regido central, na qual se localizam os
espermatozeugmatas. Notar a auséncia de limen no interior do testiculo. B) Corte histologico
longitudinal do testiculo mostrando a estrutura testicular na qual o epitélio germinativo
organiza-se em l6bulos com distribuicao restrita de espermatogodnias. Ao longo do 16bulo, os
cistos desenvolvem-se em direcdo a porcao distal do 16bulo, sendo que as espermatogbnias
localizam-se somente na regido periférica do testiculo. C) Cisto de espermatogbnias em
metafase. D-E) Cistos de espermatogdnias, delimitadas por células de Sertoli. F) Cisto de
espermatdcitos, delimitado por células de Sertoli pavimentosas.G) Cisto de espermaétides.
Notar a presenca de flagelos. H) Cisto de espermatozdides ja organizados em
espermatozeugmata. As células de Sertoli deixam de ser pavimentosas e tornam-se cubicas. I)
Regido do ducto testicular. No interior do ducto, nota-se a presenca de espermatozeugmatas
imersos em uma secre¢cdo PAS positiva. Legenda: g: espermatogdnia, c: espermatdcitos, st:
espermatides, z: espermatozdides, seta: célula de Sertoli, zt: espermatozeugmata, du: ducto

testicular. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 78: Corte histolégico longitudinal de testiculo de Poecilia reticulata — Método de
Reticulina. A membrana basal € detectada ao redor das células somadticas, na regido dorsal do
testiculo, que dard origem ao ducto testicular e ao redor de cada 4cino e nunca no seu interior,
esbocando desde muito cedo um l6bulo testicular (A-G). O padrdo se mantém e a membrana
basal € detectada somente ao redor de cada 16bulo e nunca entre cistos de um mesmo 16bulo
(H-N). A membrana basal do ducto testicular é continua a membrana basal do I6bulos
testiculares (O-Q). Notar auséncia de membrana basal em cistos de um mesmo lébulo (J,K).
Legenda: seta: membrana basal, g: espermatog6nia, cs: célula somatica, du: ducto testicular,
lo: 16bulo testicular, S: célula de Sertoli, ci: cisto, cabeca de seta: regido entre dois cistos de

um mesmo l6ébulo desprovida de membrana basal.
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Figura 79: Corte histolégico longitudinal de testiculo de Poecilia reticulata — Método de
Reticulina. A) Corte histolégico longitudinal da gdnada masculina. B) Corte histolégico
longitudinal do testiculo mostrando a estrutura testicular na qual o epitélio germinativo
organiza-se em l6bulos. Notar a descontinuidade da membrana basal na regido de confluéncia
do ducto testicular. A membrana basal € detectada somente ao redor de cada lébulo e nunca
entre cistos de um mesmo l6bulo (C-F), a despeito das células de Sertoli estarem delimitando
um cisto (E,F,H,I). A membrana basal do ducto testicular é continua 2 membrana basal do
I6bulos testiculares (G). Legenda: seta: membrana basal, du: ducto testicular, lo: l6bulo
testicular, S: célula de Sertoli, ci: cisto, cabeca de seta: regido entre dois cistos de um mesmo

I6bulo desprovida de membrana basal.
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Figura 80: Micrografia Eeletronica de Transmissdo de testiculo de Poecilia reticulata. Regido
entre dois cistos contiguos dentro de um mesmo l6bulo testicular, demostrando auséncia de
membrana basal nesta regido (A-D). Membrana basal detectada na periferia do 1ébulo
testicular, contornando-o. A célula de Sertoli mantém-se apoiada sobre a membrana basal (B).
Entre um cisto e outro, as células de Sertoli estdo unidas fortemente por indimeros
desmossomos (D). Legenda: seta: membrana basal, S: célula de Sertoli, ci: cisto, d:

desmossomos, n: nucleo.
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Figura 81: Imunohistoquimica para detec¢do de proteina Vasa (A-D), PCNA (E-H) e enzima
3B-HSD (I-N) em testiculos de Tanichthys albonubes. Notar que a marcacdo para Vasa ocorre
em todas as células germinativas, exceto no expermatozdide (A-D). I) Gonada indiferenciada
com resposta negativa para 3f-HSD (I). Notar que a detec¢ao para 33-HSD inicia-se durante a
formacdo dos primeiros tibulos testiculares, em células intersticiais (J), as quais aumentam a
intensidade de resposta conforme a espermatogonese progride e o testiculo desenvolve-se (K-
N). Legenda: seta: indicacdo de marcacdes postivas, g: espermatogdnia, ep, eg: epitélio
germinativo, s: célula somadtica, c: espermatdcito, z: espermatozéide, pS: célula pré-Sertoli S:

célula de Sertoli. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris.
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Figura 82: Imunohistoquimica para deteccao de proteina Vasa (A-C), PCNA (D-M) e enzima
3B-HSD (N-P) em testiculos de Amatitlania nigrofasciata. Notar que a marcagdo para Vasa
ocorre em todas as células germinativas, exceto no expermatozdide (A-D). Os &cinos de
espermatogonias na periferia gonadal respondem intensamente a deteccdo (B,C). D-M)
Deteccdo para PCNA: Intensa proliferacdo celular das células somdticas na regidao
correspondente ao ducto (D,E). Proliferacio das espermatogdnias, localizadas na regidao
periférica da gonada (F). Notar a intensa proliferacio das espermatogdnias, localizadas na
regido periférica da gdonada, formando acinos (K). Proliferacdo das células de Sertoli (L,M).
N) Gonada indiferenciada com resposta negativa para 3B-HSD. Notar que a detecgdo para 33-
HSD inicia-se durante a formacdo dos primeiros l6bulos testiculares, em células intersticiais
(0), as quais aumentam a intensidade de resposta conforme a espermatogdnese progride e o
testiculo desenvolve-se (P). Célula de Leydig (P-inset). Legenda: RD: regido dorsal, RV:
regido ventral, ps: célula pré-Sertoli, seta: indicacio de marcacdes postivas, g:
espermatogoOnia, s: célula somadtica, c: espermatdcito, e: espermatide, z: espermatozéide, S:
célula de Sertoli, du: ducto testicular, ci: espermatocisto, vs: vaso sanguineo. Contra-

coloragcdo: Hematoxilina de Harris.
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Figura 83: Imunohistoquimica para deteccdo de proteina Vasa (A-D), PCNA (E-L) e enzima
3B-HSD (M-P) em testiculos de Poecilia reticulata. Notar que a marcagdo para Vasa ocorre
em todas as células germinativas (A-D), exceto no expermatozdide. Os &cinos de
espermatogonias na periferia gonadal respondem intensamente a deteccdo (B,C). E-L)
Deteccdo para PCNA: Intensa proliferacdo celular das células somdticas na regidao
correspondente ao ducto (E). Proliferacio das espermatogobnias, localizadas na regido
periférica da gonada (F,G). Notar a proliferacdo das espermatogonias, localizadas na regiao
periférica da gonada (J,K). Proliferacdo das células de Sertoli (H,L). M-N) A detecc¢do para
3B-HSD inicia-se durante a formagdo dos primeiros lébulos testiculares, em células
intersticiais (N), e permanecem com a mesma intensidade de resposta conforme o testiculo
desenvolve-se (O,P). Legenda: seta: indicacdo de marcagdes postivas, g: espermatogonia, s:
célula somadtica, c: espermatdcito, e: espermatide, S: célula de Sertoli, du: ducto testicular, 16:

I6bulo testicular. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris.
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Figura 84: Imunohistoquimica para deteccao de PCNA em ovdrios de Tanichthys albonubes
(A-1), Amatitlania nigrofasciata (J-O) e Poecilia reticulata (P-W). Proliferacdo de oogonias
(AF-I; K-N; P,Q,S,T,U) e de células somaticas — foliculares (B-G,I; J.N,O; P,R,V,W,W-
inset). Legenda: seta: indicacdo de marcacdes postivas, g: oogonia, s: células somadticas, pf:
célula pré-folicular, o: odcito, f: célula folicular, ep: epitélio. Contra-colora¢do: Hematoxilina

de Harris.
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Figura 85: Imunohistoquimica para deteccdo de proteina Vasa e enzima aromatase Cyp19ala
em ovarios de Tanichthys albonubes (A-F), Amatitlania nigrofasciata (G-J) e Poecilia
reticulata (K-P). Deteccdo de Vasa € positiva nas células germinativas das trés espécies
(A,G,K). B-F) Em Tanichthys albonubes, os odcitos diploténicos iniciais apresentam intensa
marcacdo para Cypl9ala (B). A deteccdo passa a ser mais intensa em células intersticiais e
foliculares, apds a diferenciacdo gonadal (C-F). Em Amatitlania nigrofasciata, a gdnada
indiferenciada supostamente feminina apresenta intensa marcagdo para detec¢do de Cypl9ala
(H). Os odcitos diploténicos iniciais também apresentam resposta (I), a qual passa a ser mais
intensa nas células intersticiais, apds diferenciacdo gonadal (J). Em Poecilia reticulata a
marcagao € mais intensa nas células intersticiais, no inicio da diferenciagdo gonadal (L). Apds
a diferenciagdo, houve marcagdo em células abaixo do epitélio germinativo (M,N), bem como
em odcitos e células foliculares (O) e em células da teca (seta) (P). Legenda: seta: indicacdo de
marcagdes postivas, g: oogdnia, s: células somdticas, pf: célula pré-folicular, o: odcito, f:
célula folicular, eg: epitélio germinativo, lu: limen ovariano. Contra-colora¢do: Hematoxilina

de Harris.
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Figura 86: Cortes histologicos de testiculos de Tanichthys albonubes (A-C), Gymnocorymbus
ternetzi (D-F), Corydoras schwartzi (G-1), Amatitlania nigrofasciata (J-L) e Poecilia
reticulata (M-O) 24 horas apds extrusdo, durante a reproducdo. Notar a disposicdo das
espermatogoOnias ao longo dos tibulos e l6bulos testiculares de cada espécie. Legenda: seta:
intersticio, z: espermatozdide, g: espermatogdnia, t: espermdtide, du: ducto testicular, c:

espermatdcito. Coloracdo: Amarelo Metanil.
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Figura 87: Esquema da formacao do epitélio germinativo durante a diferenciacdo gonadal em
Tanichthys albonubes, representando os Otophysi. A) Primérdio gonadal. B-C) Gonada
indiferenciada, com formacao de corddes continuos de células germinativas primordiais (C).
D-F) Diferenciacdo testicular. Notar a formagdo de estruturas acinares ao longo do tecido
gonadal (D). E) Dois dcinos adjacentes com uma pequena luz central em cada um deles, sendo
envolvidos por uma dnica membrana basal. F) Formacdo dos primeiros tibulos testiculares, a
partir da fusdo de dois 4cinos adjacentes, envoltos pela membrana basal. Esta estabelecido o
epitélio germinativo (F, F-inset), composto por espermatogonias em cisto, apoiados sobre uma
membrana basal. G) Inicio da espermatogénese. G-inset) Detalhes sobre o compartimento
germinativo, mostrando cistos de diferentes células da linhagem germinativa e inicio da
produgdo de espermatozdides. H) Estrutura testicular totalmente diferenciada e idéntica ao
testiculo adulto, que passa agora a apresentar ciclos reprodutivos. H-inset) Detalhes do
compartimento germinativo e compartimento intersticial, ambos separados por uma membrana
basal. Legenda: CGP: célula germinativa primordial, s: célula somatica, MB: membrana basal,
i: intersticio, ce: células epiteliais, cc: corddes continuos de CGPs, ac: acinos, pS: célula pré-
Sertoli, g: espermatogdnia, tu: tdbulo testicular, lu: limen testicular, S: célula de Sertoli, ta:
tibulos anastomosados, c¢: espermatdcito, t: espermatide, z: espermatozdide, ci:
compartimento intersticial, Le: célula de Leydig, vs: vaso sanguineo, m: metafase, du: ducto

testicular.
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Figura 88: Esquema da formacdo do epitélio germinativo durante a diferenciacdo gonadal em
Amatitlania nigrofasciata, representando os Percomorpha. A) Primérdio gonadal. B) Gonada
indiferenciada, com células germinativas primordiais localizadas na regiao ventral da gdnada.
C) Gonada em diferenciacdo, com formacdo de corddes continuos de células germinativas
primordiais na regido ventral. Notar a formacdo do ducto testicular, a partir da reorganizacao
de células somadticas na regido dorsal da gonada. D) Reorganizacdo das espermatogbnias em
estruturas acinares, localizadas na regidao ventral da gonada. Notar a formacdo da membrana
basal ao redor de cada dcino. E-F) Formacdo dos l6bulos testiculares. E) Alongamento das
estruturas acinares, envoltas por membrana basal, que acabam por se conectar ao ducto
testicular. Estd definido o epitélio germinativo (E-inset), composto por espermatogdnias em
cisto, apoiados sobre uma membrana basal. F) Finalizacio do processo de formacdo dos
16bulos testiculares, com limen testicular totalmente definido, conectados ao ducto testicular.
G) Inicio da espermatogénese em estrutura testicular totalmente diferenciada e idéntica ao
testiculo adulto, que passa agora a apresentar ciclos reprodutivos. G-inset) Lodbulos
testiculares, mostrando detalhes do compartimento germinativo e compartimento intersticial,
ambos separados por uma membrana basal. Notar os cistos de diferentes células da linhagem
germinativa, inicio da producdo de espermatozdides e distribuicio aleatéria de
espermatogOnias. Notar a aglomeracdo de espermatogdnias na porcdo distal dos l6bulos,
formando 4cinos. Legenda: CGP: célula germinativa primordial, s: célula somdtica, MB:
membrana basal, i: intersticio, cc: corddes continuos de CGPs, ac: acinos, pS: célula pré-
Sertoli, g: espermatogoOnia, 16: 16bulos testiculares, lu: limen testicular, S: célula de Sertoli, c:
espermatocito, t: espermatide, z: espermatozoide, ci: compartimento intersticial, Le: célula de

Leydig, vs: vaso sanguineo, du: ducto testicular.
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Figura 89: Esquema da formacao do epitélio germinativo durante a diferenciagdo gonadal em
Poecilia reticulata, representando os Atherinomorpha. A) Primérdio gonadal. B) Gonada
indiferenciada, com células germinativas primordiais localizadas na regiao ventral da gdnada.
C) Gonada em diferenciacdo, com formacdo de estruturas acinares de células germinativas
primordiais na regido ventral. Notar a reorganizacdo de células somaticas na regido dorsal da
gbdnada para a futura formacao do ducto testicular, que ja apresentam uma membrana basal em
formacdo. D) Formacao do ducto testicular na regido dorsal da gonada. Notar a distribuicao de
dcinos na por¢do ventral da gonada. Notar o actimulo de células sométicas sobre cada 4cino
(seta). A membrana basal contorna todos os dcinos continuamente. E) Formacao dos 16bulos
testiculares, a partir da reorganizacao de células somdticas que conectam cada 4dcino ao ducto
testicular, formando os primeiro 16bulos testiculares, compostos apenas por espermatogonias.
Notar a individualiza¢do de cada I6bulo pela membrana basal, continua 8 membrana basal do
ducto. Neste estdgio, o tecido epitelidide estd definido. F) Finalizacdo do processo de
formacdo dos l6bulos testiculares, pelo alongamento dos l6bulos testiculares, resultado da
formacdo de novos cistos em dire¢cdo ao ducto. Notar a direcdo centripeta em que ocorre a
espermatogénese no interior dos l6bulos. O limen do ducto testicular passa a ser preenchido
por uma secrecdo que envolve os espermatozdides organizados em espermatozeugmata. F-
inset) Lobulos testiculares com organizacdo do tipo restrita, com as espermatogonias
localizadas somente na porcdo distal dos 16bulos. Detalhes do compartimento germinativo e
intersticial. Detalhe da espermatozeugmata, mostrando a posicdo dos espermatozdides no seu
interior. Legenda: CGP: célula germinativa primordial, s: célula somatica, MB: membrana
basal, 1: intersticio, ac: dacinos, pS: célula pré-Sertoli, g: espermatogdnia, 16: I6bulos
testiculares, lu: lumen testicular, S: célula de Sertoli, c: espermatdcito, t: espermaétide, z:
espermatozoide, ci: compartimento intersticial, Le: célula de Leydig, vs: vaso sanguineo, du:

ducto testicular, n: nucleo, f: flagelo, ez: espermatozeugmata, m: metafase.
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Figura 90
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Figura 90: Cronologia da diferenciagdo gonadal em Tanichthys albonubes. Principais
eventos da diferenciacdo gonadal feminina e masculina ao longo do tempo (dias pds-

fertilizacdo - dfp), desde o momento da fertilizacao (Oh) até a primeira maturacdo gonadal.
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Figura 91: Cronologia da diferenciacdo gonadal em Gymnocorymbus ternetzi. Principais
eventos da diferenciacdo gonadal feminina e masculina ao longo do tempo (dias pos-

fertilizacdo - dfp), desde o momento da fertilizacao (Oh) até a primeira maturacdo gonadal.
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Figura 92

Figura 92: Cronologia da diferenciacdo gonadal em Corydoras schwartzi. Principais
eventos da diferenciacdo gonadal feminina e masculina ao longo do tempo (dias pds-

fertilizacdo - dfp), desde o momento da fertilizacao (Oh) até a oogénese e espermatogénese.
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Figura 93: Cronologia da diferenciacdo gonadal em Amatitlania nigrofasciata. Principais
eventos da diferenciacdo gonadal feminina e masculina ao longo do tempo (dias pds-

fertilizacdo - dfp), desde o momento da fertilizacao (Oh) até a primeira maturacdo gonadal.
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Figura 94: Cronologia da diferencia¢do gonadal em Poecilia reticulata. Principais eventos
da diferencia¢do gonadal feminina e masculina ao longo do tempo (dias pds-fertilizagao -
dfp), desde o momento da fertilizacdo (18dpf) até o nascimento do animal (30dpf), e do

nascimento (30dpf) até a primeira matura¢do gonadal (dias pds-nascimento — dpn). Estdgio:

stg.
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DISCUSSAO

L. O PRIMORDIO GONADAL E A GONADA INDIFERENCIADA

Os estudos sobre diferenciacdo gonadal nos Teleostei até entdo realizados (Davies e
Takashima, 1980; Timmermans e Taverne, 1983; Colombo et al., 1984; Parmentier e
Timmermans, 1985; Winkoop et al., 1992; Colombo e Grandi, 1996; Timmermans et al.,
1996; Grandi e Colombo, 1997; Meijide et al., 2005, Otani et al., 2005; Cek, 2006; Nakamura
et al., 2006; Saito et al., 2007; Nakamura et al., 2008; Pandolfi et al., 2009; Guerrero-Estévez
e Moreno-Mendoza, 2010, 2012; Nakamura et al., 2010; Kobayashi et al., 2011) geralmente
abordam a origem das células germinativas primordiais e sua associacdo com as células
somdticas na estruturacdo gonadal, porém ndo descrevem a formacgdo inicial do epitélio
germinativo, seja este feminino ou masculino.

Nas espécies aqui estudadas, representantes de peixes mais basais (Tanichthys
albonubes, Gymnocorymbus ternetzi e Corydoras schwartzi) e mais derivados na escala
evolutiva (Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata), o primérdio gonadal foi observado
nos primeiros dias de vida pés-fertilizacao de todos os animais. Nestas espécies, os primérdios
gonadais apresentam padrdes de organizacdo bastante semelhantes entre si e aos demais
Teleostei, sendo formados por poucas e grandes células germinativas primordiais e células
somdticas (Satoh, 1974; Hamaguchi, 1982; Timmermans e Taverne, 1989; Winkoop et al.,
1992; Flores e Burns, 1993 Parmentier ¢ Timmermans, 1985; Timmermans et al., 1996;
Nakamura et al., 2006; Saito et al., 2007; Nakamura et al., 2008; Guerrero-Estévez e Moreno-
Mendoza, 2010, 2012; Mazzoni et al. 2010; presente estudo).

Nas cinco espécies aqui analisadas, o primordio gonadal dispde-se aos pares, em
ambos os lados da bexiga natatéria e ventralmente ao rim, inclusive em Poecilia reticulata,
espécie em que o adulto apresenta uma gonada impar, caracteristico dos Poecilideos (Groove e
Wourms, 1994; Potter e Kramer, 2000; Benjamin, 2004).

Nos viviparos como os Cyprinodontiformes Poecilia reticulata (presente estudo) e
Chapalichthys encaustus (Guerrero-Estévez e Moreno-Mendoza, 2012) ou no Perciformes
Zoarces viviparus também viviparo (Rasmussen et al., 2006) € comum a formacao bilateral de

primérdios gonadais que sofrem fusdo ao longo do desenvolvimento do tecido gonadal,
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formando um tnico 6rgdo no animal adulto (Nagahama, 1983, Groove e Wourms, 1994;
presente estudo).

No periodo de transicdo do primordio gonadal para a gonada indiferenciada, a
atividade mitética das células germinativas primordiais foi detectada com certa frequéncia nas
cinco espécies aqui analisadas Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras
schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata. Os resultados de imuncitoquimica
para PCNA comprovam a intensa proliferacdo celular que ocorre neste periodo. Esses
sucessivos ciclos mitdticos das células germinativas primordiais, bem como das células
somdticas levam ao povoamento da gonada em desenvolvimento (Winkoop et al., 1992), que
se alonga e torna-se mais espessa (Hliwa et al., 2003).

A despeito das células somdticas presentes no primdrdio gonadal e na gdonada ainda
indiferenciada de Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartz,
Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata, essas sao morfologicamente semelhantes tanto
nas gonadas supostamente masculinas como nas femininas e parecem ser provenientes de um
epitélio celomatico (mesotélio da crista gonadal), tendo, portanto, origem epitelial (ver Devlin

e Nagahama, 2002 para revisao).

II. A DIFERENCIACAO GONADAL

A diferenciagdo gonadal em Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi,
Corydoras schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata envolve altera¢des tanto
das células germinativas primordiais quanto das células somadticas, assim como ocorre na
maioria dos Teleostei (Nakamura e Takahashi, 1973; Striissmann et al., 1996; Nakamura et
al., 1998; Meijide et al., 2005; Pandolfi et al., 2009; Guerrero-Estévez e Moreno-Mendoza,
2010; Kobayashi er al., 2011). E consenso entre diferentes autores que as alteracdes das
células germinativas primordiais sdo evidenciadas por atividade meidtica de futuras oogdnias
e espermatogdnias, enquanto que as células somadticas estdo envolvidas no processo de
formacdo da cavidade ovariana, de ductos eferentes, ductos espermdticos e da formagdo dos
I6bulos testiculares (Patifio e Takashima 1995; Nakamura et al., 1998; Meijide et al., 2005;
Rasmussen et al., 2006; Pandolfi et al., 2009). Essas alteracdes morfolégicas no tecido

gonadal constituem, até o presente momento, 0s principais parametros utilizados para a
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distincdo sexual das gdnadas gonocoristicas com desenvolvimento direto (Nakamura e
Takahashi, 1973; Nakamura e Nagahama, 1989; Striissmann et al., 1996; Nakamura et al.,
1998; Meijide et al., 2005; Komatsu et al., 2006; Pandolfi et al., 2009; Guerrero-Estévez e
Moreno-Mendoza, 2010, 2012; Kobayashi et al., 2011).

Porém, no presente estudo, a distingdo entre as gonadas femininas e masculinas pode
ser detectada antecedendo tanto a entrada das células germinativas primordiais em meiose,
quanto a formacgdo de estruturas gonadais pelas células somaticas. Essa detec¢do de gonadas
presumidamente femininas ou masculinas € factivel quando se considera a organizacdo das
células germinativas e somadticas no tecido gonadal, bem como quando se faz uma associacao
entre a quantidade dessas células e o tamanho da gonada (maior ou menor), em uma idade
especifica do animal (Mazzoni, 2009).

Entretanto, mesmo que haja um pré-estabelecimento da distribuicdo das células, é
preciso considerar que as gdnadas, neste periodo, sdo ainda indiferenciadas, constituidas,
portanto, de células germinativas primordiais similares e bipotentes em ambos os sexos, ou
seja, capazes de originar oogdnias ou espermatogdnias com o mesmo potencial (Devlin e
Nagahama, 2002; Rasmussen et al., 2006). Portanto, embora a distingdo morfolégica das
gonadas em femininas ou masculinas possa ser detectada precocemente neste trabalho, a
diferenciacdo gonadal propriamente dita deve ocorrer somente quando as células germinativas
primordiais € os componentes somdticos se diferenciam.

A diferenciacdo gonadal parece estar intimamente relacionada com a organizac¢do dos
tipos celulares que compdem o tecido gonadal (Mazzoni et al., 2009). A interagdo célula
somdtica-célula germinativa primordial tem um papel significativo neste processo. Estudos
recentes mostram que as células germinativas afetam a diferenciagdo sexual de células
somdticas (Siegfried e Niisslein-Volharda, 2008; Tanaka et al., 2008), principalmente nas
gbnadas femininas (Shinomiya et al., 2001). Lobulos testiculares normais sdao formados
mesmo na auséncia das células germinativas (Siegfried e Niisslein-Volharda, 2008), enquanto
que as células somadticas, na gonada feminina, s6 se diferenciam em foliculares, na presenca
das células germinativas femininas (Shinomiya et al., 2001; Siegfried e Niisslein-Volharda,

2008).
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Uma peculiaridade observada nos Acanthopterygii aqui estudados, representados por
Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata, é o fato de que o padrio de organizagdo
celular nas gdénadas ainda indiferenciadas € diferente entre si. Assim, godnadas que
supostamente dardo origem aos ovdrios e testiculos, ja apresentam certa diferenciacdo
morfolégica. Em Poecilia reticulata os dados obtidos pelo método de Reticulina confirmam
esta hipétese, uma vez que distingue dois padrdes de formacdo da membrana basal, entre
machos e fémeas.

Esse padrio de organizagao dos Acanthopterygii difere daquele encontrado nos
Ostariophysi aqui estudados Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi € Corydoras
schwartzi, 0s quais apresentam padrdes que se assemelham a maioria das descri¢des existentes
para Teleostei (Davies e Takashima, 1980; Timmermans e Taverne, 1983; Colombo et al.,
1984; Parmentier e Timmermans, 1985; Winkoop et al., 1992; Colombo e Grandi, 1996;
Timmermans et al., 1996; Grandi e Colombo, 1997; Meijide et al., 2005, Otani et al., 2005;
Cek, 2006; Nakamura et al., 2006; Saito et al., 2007; Nakamura et al., 2008; Pandolfi et al.,
2009; Nakamura et al., 2010; Mazzoni et al., 2010). Embora estes autores tenham trabalhado
tanto com peixes basais quanto com peixes mais derivados, é possivel que os primeiros
estdgios de transi¢do entre primérdio gonadal e gonada indiferenciada nos Neoteleostei ndao
tenham sido sutilmente analisados, uma vez que para deteccdo e confirmagdo destes dados €
necessdrio um grande nimero de amostras, bem como cortes histolégicos seriados e em
distintas orientacdes (longitudinal, transversal e parassagital). Portanto, é possivel que esta
disposicdo das células germinativas primordiais seja uma caracteristica que distingue os
Neoteleostei dos Otophysi, em estdgios bastante precoces da morfogénese gonadal.

Em ambos os Acanthopterygii aqui estudados, Percomorpha e Atherinomorpha, os
animais supostamente femininos apresentam células germinativas primordiais distribuidas
principalmente na regido central do tecido gonadal, que se mostra com um menor nimero de
células somadticas, concentradas principalmente na regido periférica da gbnada. J4 os machos
ttm um padrio bastante diferenciado; suas células germinativas primordiais estdo
concentradas na regido ventral do tecido gonadal, enquanto que a regido dorsal é ocupada por
vérias camadas de células somdticas. Essa afirmacdo € verdadeira quando se compara o padrdo

de distribuicdo das células germinativas e somdticas em etapas mais avancadas da
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diferenciacdo gonadal, periodo em que as gonadas masculinas e femininas ji apresentam
caracteristicas tipicas de testiculos e ovarios.

Os dados obtidos com a Imunohistoquimica para PCNA também mostram que
Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata compartilham um mesmo padrdo — em gonadas
indiferenciadas supostamente masculinas, a regido dorsal, correspondente a futura regidao na
qual ird formar-se o ducto espermdtico em ambas as espécies apresenta uma grande quantidade
de células somdticas em proliferacio celular. Este dado, além de diferenciar gonadas
supostamente masculinas das femininas, confere uma primeira diferenca entre gonadas de
Otophysi e Neoteleostei em processo de diferenciacdo, uma vez que, nos Otophysi aqui
analisados, na gbonada indiferenciada supostamente masculina, ndo hd qualquer indicio que
leve a suposi¢do da formacdo de ductos testiculares. Porém, nos Otophysi, com o avango da
morfogénese, as células germinativas primordiais organizam-se de forma distinta no tecido
gonadal, de modo a determinar uma nova relacdo entre as células germinativas e somadticas,
comprometendo o rumo da diferenciacdo, na qual as gonadas femininas e masculinas

assumem definitivamente o seu destino (presente estudo; Mazzoni et al., 2010).

1. A DISTINCAO SEXUAL DAS GONADAS

Nos pressupostos testiculos dos Otophysi Tanichthys albonubes e Corydoras schwartzi
e do Percomorpha Amatitlania nigrofasciata, as células germinativas primordiais organizam-
se inicialmente em corddes continuos (Hamaguchi, 1992; Flores e Burns, 1993; Meijide et al.,
2005; Mazzoni, 2009; Mazzoni et al., 2010; presente estudo) enquanto que 0 mesmo nao
acontece nos pressupostos ovarios. A reorganizagcdo estrutural que se segue das células
germinativas primordiais deixando de formar corddes continuos e se agrupando em estruturas
semelhantes a acinos, constitui um primeiro indicio de que um novo testiculo esté prestes a ser
formado (Mazzoni, 2009; presente estudo). Esta fase inicial da diferenciagdo gonadal €
compartilhada, portanto, durante a formagdo de dois testiculos com padrdes de organizagdo
diferentes: do tipo tubular em Tanichthys albonubes e Corydoras schwartzi (grupos mais
basais) e lobular em Amatitlania nigrofasciata (gupos mais derivados aqui estudado).

A despeito do Atherinomorpha Poecilia reticulata ndo apresentar formacao de corddes

continuos, as células germinativas primordiais organizam-se, desde o principio, em
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grupamentos acinares. Portanto, todos os representantes do sexo masculino, aqui estudados,
compartilham uma mesma etapa, na qual o tecido gonadal tem suas células germinativas
primordiais organizadas em 4cinos. Estruturas semelhantes foram encontradas no Otophysi
Cyprinus carpio, um Cyprinidae, pertencente a mesma familia que Tanichthys albonubes, nas
etapas iniciais de diferenciacdo gonadal (Mazzoni, 2009). Esta morfologia parece ocorrer tanto
em peixes mais basais quanto nos mais derivados, uma vez que estruturas globulares
semelhantes a 4cinos também foram encontradas em condi¢des experimentais nas gonadas em
diferenciacdo do Atherinomorpha Oryzias latipes (Beloniformes) (Shinomiya et al., 2001).

Essas estruturas acinares encontram-se circundadas por uma membrana basal tanto nos
grupos aqui estudados, quanto no Otophysi Cyprinus carpio (Mazzoni, 2009) e no
Atherinomorpha Oryzias latipes (Beloniformes) descrito por Shinomiya e colaboradores
(2001) que sugerem que em Oryzias latipes estas estruturas sejam os precursores dos 16bulos
testiculares. Caracteristicas morfologicas semelhantes também foram descritas por Meijide e
colaboradores (2005) para o Percomorpha Cichlasoma dimerus pertencente 2 mesma ordem
que Amatitlania nigrofasciata. Isto refor¢a ainda mais a hipétese de que estruturas acinares
sdo caracteristicas de gdnadas supostamente masculinas dentre os Teleostei, seja ele basal ou
derivado. Esta organizagdo parece, portanto, ser bastante conservada dentre os Teleostei.

Dentre os peixes ndo Teleostei, hd poucas informacdes sobre a diferenciacdo gonadal.
Um exemplo de nao Teleostei € o esturjdo, que pertence a ordem Acipenseriformes, dentro da
subclasse Chondrostei (Nelson, 2006), grupo mais basal que os Teleostei. Estudos sobre a
diferenciacdo gonadal em esturjdo mostram uma diferenca entre os padrOes celulares
encontrados nas gonadas dos Teleostei. Tanto no esturjdo siberiano, Acipenser baerii
(Rzepkowska e Ostaszewska, 2013), como no esturjao russo, Acipenser gueldenstaedtii
(Rzepkowska e Ostaszewska, 2013), as células germinativas primordiais, em gonadas
masculinas, formam corddes continuos, mas ndo estruturas acinares. O padrdo de estrutura
acinar parece ser uma caracteristica da gdnada feminina, fato que se inverte quando se analisa
os peixes Teleostei.

Nos Teleostei, a diferenciacdo gonadal feminina tanto nos Otophysi quanto nos

z

Neoteleostei € inicialmente marcada pelo aparecimento de figuras meidticas a partir das
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oogdnias no tecido gonadal (presente estudo; Nakamura et al., 1998; Meijde et al., 2005;
Mazzoni et al., 2010).

No tecido gonadal masculino, a diferenciacdo dos componentes somaticos, iniciando a
formacdo do ducto testicular, precede a meiose das células germinativas nos Neoteleostei aqui
estudados, como também no Atherinomorpha Oryzias latipes (Nakamura et al., 1998) e no
Percomorpha Cichlasoma dimerus (Meijide et al., 2005). Nos Otophysi, porém, o ducto
espermatico € a ultima estrutura a se formar, resultante de futuras anastomoses dos ttibulos
testiculares. A formacgao dos tdbulos testiculares precede a meiose das células germinativas,
nas trés espécies de Otophysi, sejam eles Cypriniformes (Tanichthys albonubes),
Characiformes (Gymnocorymbus ternetzi) ou Siluriformes (Corydoras schwartzi). Esta mesma
informagao foi encontrada no Cypriniformes Cyprinus carpio (Mazzoni, 2009).

Os dados acima descritos compdem os primeiros indicios da diferenciagdo gonadal em
Otophysi e Neoteleostei. Nos machos, tanto a formac¢do de ductos testiculares (nos
Neoteleostei), como a reorganizacdo das células germinativas primordiais (nos Otophysi)
constituem os principais indicativos morfolégicos da diferenciacdo gonadal, enquanto que nas
fémeas, a entrada em meiose parece ser uma caracteristica comum tanto aos Otophysi como
aos Neoteleostei.

Nos trés grupos aqui analisados, o Otophysi Tanichthys albonubes, o Percomorpha
Amatitlania nigrofasciata e o Atherinomorpha Poecilia reticulata, os testiculos permanecem
indiferenciados por um periodo maior do que os ovarios. Consequentemente, o inicio da
espermatogénese € atrasado, quando comparado com o periodo em que a fémea leva para
iniciar a oogénese. (Nakamura et al., 1998; Striissmann e Nakamura, 2002). Esse atraso da
diferenciacgdo testicular em relacdo a diferenciagdo ovariana parece ser um fendmeno comum a
maioria dos Teleostei gonocoristicos mais basais ou mais derivados (Nakamura et al., 1998;
Meijide et al., 2005; Mazzoni, 2009; Pandolfi et al., 2009; Kobayashi et al., 2011). Porém, é
um consenso entre os autores que a formagdo dos primeiros gametas vidveis para reproducao
formam-se primeiro em machos do que em fémeas, ou seja, a primeira maturagdo gonadal
masculina precede a feminina nos animais aqui estudados e na maioria dos Teleostei.

Dentre os Otophysi estudados, o Characiformes Gymnocorymbus ternetzi apresenta

distincdo sexual das godnadas gonocoristicas apds desenvolvimento indireto, ou seja, 0s
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testiculos se desenvolvem e sdo remodelados sobre um tecido gonadal feminino ja
diferenciado, como ocorre no Otophysi Danio rerio (Cypriniformes).

Até o momento ndo h4 relatos de diferenciacdo gonocoristica do tipo indireta dentro da
ordem Characiformes, tampouco casos de hermafroditismo em animais adultos (Avise e
Mank, 2008), portanto, a0 menos em condi¢des de cativeiro, esta € a primeira vez que este tipo
de diferenciacdo gonocoristica € relatado para tal ordem.

Algumas espécies mostram ainda uma diferenciagdo simultinea entre machos e
fémeas, como por exemplo, nos Percomorpha Oreochromis mossambicus (Nakamura e
Takahashi, 1973) e Oreochromis niloticus (Nakamura e Nagahama, 1989), nido existindo
nenhum caso na literatura que relate a precedéncia masculina (Striissmann e Nakamura, 2002).
Neste trabalho, esta diferenciagdo simultdnea também foi encontrada entre os Otophysi, no
Siluriformes Corydoras schwartzi. Portanto a diferenciacao gonogoristica direta ou indireta,
bem como a diferenciacdo simultanea parece ocorrer independente na posicdo da espécie na

escala evolutiva.

2. A DIFERENCIACAO OVARIANA

Diferentemente do que ocorre com as gonadas masculinas que apresentam padrdes de
organizacdo testiculares distintos e desconsiderando o fato de o Atherinomorpha Poecilia
reticulata apresentar fusdo das gonadas femininas durante o periodo de embriogénese
(Nagahama, 1983; Constantz, 1989; presente estudo), o desenvolvimento gonadal feminino e o
processo de diferenciagdo gonadal sdo bastante semelhante nos trés grupos aqui estudados —
Otophysi, Percomorpha e Atherinomorpha, bem como nos Teleostei em geral, envolvendo a
entrada das células germinativas em meiose e a forma¢do de uma cavidade ovariana (Devlin e
Nagahama, 2002 para revisao).

Nos Ostariophysi (Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi e Corydoras
schwartzi) e Acanthopterygii (Amatitlania nigrofasciata € Poecilia reticulata) aqui analisados,
a diferenciacdo da linhagem germinativa no tecido gonadal feminino parece preceder a
diferenciacdo dos componentes somaticos, ou seja, a entrada das células germinativas precede

o aparecimento de um compartimento luminal e a estruturagdo em um cisto-ovario, dados que
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ocorrem similarmente tanto em Ostariophysi (Mazzoni et al., 2010) quanto em
Acanthopterygii (Meijide et al., 2005).

Assim, considera-se que os eventos envolvidos na diferenciacdo gonadal feminina sdo
bastante semelhantes e a maior diferenca encontrada entre os grupos analisados refere-se
principalmente a ordem cronolégica da diferenciacdo das células germinativas e das células

somadticas, fato que parece variar comumente entre as espécies de Teleostei.

2.1. A formacdo dos primeiros foliculos ovarianos

Andlogo ao que ocorre no epitélio germinativo das lamelas ovigeras nas fémeas
sexualmente adultas (Grier, 2000; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009; Franca et al.,
2010), também na gonadas em diferenciacdo de Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus
ternetzi, Corydoras schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata, cada oogdnia
no interior do cisto pode continuar se dividindo por mitose, formando novas oogdnias ou pode
entrar em meiose originando os odcitos. Com as divisdes celulares ocorrendo dentro dos
cistos, estes aumentam de tamanho devido ao aumento do numero de células e tém uma nova
expansao com a entrada em meiose. O aumento do tamanho dos cistos ¢ acompanhado pela
proliferacdo das células somadticas, pré-foliculares, que o envolvem, dados confirmados pela
Imunohistoquimica para PCNA.

Conforme esperado, o desenvolvimento das células germinativas no interior de cada
cisto € sincronico em todas as espécies analisadas. O desenvolvimento sincronico das células
germinativas no interior de cistos deve-se a presenca de pontes citoplasmaticas entre os
odcitos profasicos, sejam estas em gonadas em diferenciacdo (Saito et al., 2007; Nakamura et
al., 2008; Mazzoni et al., 2010; sejam em fémeas sexualmente maduras (Le Menn et al.,
2007; Quagio-Grassiotto et al., 2011) tanto em animais basais quanto mais derivados.
Existentes entre as cé€lulas germinativas nos cistos dos machos sexualmente adultos desde a
fase de espermatogonia (Grier, 1976; Billard, 1984; Silveira et al., 1990; Gusmao et al., 2002;
Quagio-Grassiotto e Carvalho, 1999; Negrao et al., 2002), as pontes citoplasmaticas também
foram observadas entre as oogdnias de um mesmo cisto, no ovdrio em diferenciacdo de

Amatitlania nigrofasciata.
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Seguindo a entrada e posterior permanéncia em dipléteno, os odcitos desenvolvem-se,
de forma semelhante entre todas as espécies analisadas. O desenvolvimento primdrio dos
odcitos, que se inicia ainda nos cistos, tem continuidade no interior dos foliculos ovarianos. O
odcito em crescimento projeta-se para fora do cisto e € progressivamente envolto pelas células,
agora, foliculares, como em animais sexualmente adultos. Nestes ultimos, durante a formacgao
dos foliculos ovarianos, as células pré-foliculares progressivamente interpenetram nos cistos e
envolvem cada odcito individualizando-os (ver Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009 para
revisdo; Quagio-Grassiotto et al., 2011). Portanto, nas gonadas femininas em processo de
diferenciacdo, tanto nos Ostariophysi (Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi e
Corydoras schwartzi) quanto nos Acanthopterygii (Amatitlania nigrofasciata e Poecilia
reticulata) estes eventos sdo similares, porém em todos os casos, com uma gonada ainda
compacta, os foliculos ovarianos em formagdo permanecem imersos no tecido gonadal, até
que o epitélio germinativo feminino seja estabelecido (presente estudo; Mazzoni et al., 2010).

As células foliculares, inicialmente polimérficas em decorréncia do seu ativo processo
de movimentagdo, ao envolverem completamente os odcitos tornam-se pavimentosas.
Formam-se assim os primeiros foliculos ovarianos, constituidos pelo odcito em crescimento
primario, envolto por uma camada de células foliculares pavimentosas, circundadas e apoiadas
sobre uma membrana basal em formagdo. A membrana basal segrega os foliculos recém-
formados dos demais constituintes celulares presentes nas gonadas em diferenciacdo (Meijide

et al., 2005; Mazzoni et al., 2010).

2.2. A formagao da cavidade ovariana

O segundo evento que caracteriza a diferenciacdo ovariana nas espécies analisadas € a
formacdo da cavidade ovariana, que, no presente estudo, acontece, portanto, apds a entrada das
células germinativas em meiose, precedendo a diferenciacdo das lamelas ovigeras, o
estabelecimento do epitélio germinativo e formacao do estroma ovariano.

Em alguns grupos, como por exemplo, no Otophysi Ictalurus punctatus (Siluriformes)
(Patifio et al., 1996) e nos Permomorpha Sarotherodon niloticus (Nakamura e Nagahama,
1985) e Zoarces viviparus (Rasmussen et al., 2006), ambos Perciformes, a diferenciacdo da

gbdnada feminina é marcada pelo desenvolvimento inicial da cavidade ovariana precedendo a
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atividade meidtica das oogoOnias, sendo esse o primeiro sinal de diferenciacio ovariana
(Kobayashi et al., 2011). Esses eventos podem ocorrer, ainda, de forma simultanea, mesmo
entre os Perciformes, por exemplo, em Oreochromis mossambicus (Nakamura e Takahashi,
1973), Oreochromis niloticus € Oreochromis aureus (Patifio e Takashima 1995; Nakamura et
al., 1998).

O processo de formacdo da cavidade ovariana nos Otophysi Tanichthys albonubes e
Gymnocorymbus ternetzi, bem como nos Acanthopterygii Amatitlania nigrofasciata e Poecilia
reticulata, ndo difere do descrito para outras espécies de peixes (ver Nakamura et al., 1998
para revisdo), sendo, portanto, resultado da proliferacdo de células somdticas na periferia do
ovario. Essa proliferacdo leva a formacao de laminas teciduais que se expandem lateralmente e
se fusionam, encerrando o ovério em formacdo em uma cavidade, antes celomadtica, agora, o
limen ovariano.

Independente da ordem cronolégica em que os eventos da diferenciacio gonadal
estejam ocorrendo, todas as espécies aqui analisadas desenvolvem, no final do processo, um
ovario em forma de uma estrutura sacular, com um limen no seu interior, sendo, portanto um
6rgdo cavitario. O desenvolvimento de uma estrutura sacular, caracteristico dos ovarios de
Teleostei, € Unico entre os vertebrados. Essa estrutura sacular determina a condi¢do de um
ovdario do tipo cisto-ovdrio tanto para os Otophysi, Percomorpha (Hoar, 1969; Nagahama,
1983; Dodd, 1986; ver Grier et al., 2009 para revisao), como também para os Poecilideos
viviparos (Atherinomorpha) (Groove e Wourms, 1994).

O cisto-ovario assim formado, comum entre os Teleostei, (Patifio e Takashima, 1995;
Nakamura et al., 1998; Striissmann e Nakamura, 2002; Meijide et al., 2005; Mazzoni et al.,
2010), constitui-se agora de um Orgao cavitdrio, no qual se projetam as lamelas ovigeras
(Hoar, 1969; Nagahama, 1983; Selman e Wallace, 1986; Connaughton e Aida, 1998; Helfman
et al., 2000), tornando-se continuo com o gonoducto (Grier et al., 2007; 2009) que desemboca
na papila urogenital.

Esse processo de formagdo das laminas teciduais que levam ao fechamento do ovario e
a constituicdo da cavidade ovariana tém sido descrita sempre em secgdes transversais nas
quais se apresentam como protuberancias laterais do 6rgao formadas por células somadticas e

que aumentam gradativamente até encontrarem-se e se fundirem, delimitando, assim, a

283



cavidade ovariana (Patiio e Takashima, 1995; Nakamura et al., 1998; Striissmann e
Nakamura, 2002; Meijide et al., 2005; Mazzoni et al., 2010).

Apesar das similaridades encontradas durante a formacdo do cisto-ovdrio entre os
grupos de peixes analisados, uma unica divergéncia pode ser observada, no que diz respeito a
localizac@o dos locais de proliferacdo de células somadticas no ovério e direcionamento das
laminas teciduais rumo a cavidade celomatica. Este fato, porém, parece ndo estar relacionado
com a posi¢do da espécie na escala evolutiva, visto que em ambas as espécies, Tanichthys
albonubes e Poecilia reticulata, um peixe mais basal e outro mais derivado, as laminas
teciduais crescem dorsalmente ao ovdrio. Contraditoriamente em Gymnocorymbus ternetzi e
Amatitlania nigrofasciata, mais basal e mais derivado, respectivamente, as laminas teciduais
crescem ventralmente ao ovério.

Nao se pode afirmar se ha relacdes entre a formagdo da cavidade ovariana e a escala
evolutiva, uma vez que quando se compara espécies dentro de uma mesma familia ou entre
ordens diferentes, ndo ha padrdes claros de semelhanca ou distingdo. Isso se deve ao fato de
que até o momento nao hd nenhum estudo abrangente neste aspecto. Dentro dos
Cypriniformes, por exemplo, Tanichthys albonubes e Rutilus rutilus (Paull et al., 2008)
compartilham exatamente os mesmos mecanismos para a formagdo do cisto-ovario, ambos
com a cavidade ovariana e lamelas ovigeras projetadas para a regido dorsal da gonada. Apesar
de pertencerem a subfamilias préximas, ndo se acredita que haja uma associa¢do positiva
dentro da escala evolutiva. J4 em Cyprinus carpio, espécie pertencente a mesma familia
Cyprinidae que Tanichthys albonubes e Rutilus rutilus, as 1aminas teciduais crescem ventro-
lateralmente ao ovario e as lamelas ovigeras encontram-se projetadas para a regido ventral da
gbénada (Mazzoni et al., 2010).

Em Corydoras schwartzi, apesar de o ovario ser também considerado um cisto-ovario,
a formacao da cavidade ovariana dd-se por outro mecanismo, que se assemelha a formacao do
ducto testicular nos testiculos lobulares dos Acanthopterygii. Longitudinalmente no tecido
gonadal, a partir de um actimulo de células somdticas na regido medial do ovdrio, as células
afastam-se uma das outras, abrindo um pequeno canal que, revestido por um epitélio

pavimentoso, progressivamente torna-se mais espacado. Este processo da formacdo da
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cavidade ovariana coincide com a formacdo das lamelas ovigeras, uma vez que um evento é
consequéncia do outro e sua formagdo ocorre, portanto, pelo processo de cavitagao.

Durante a formagao dos cisto-ovérios, algumas espécies podem apresentar uma etapa
durante a diferenciacdo que antecede a formacdo da cavidade ovariana, passando por uma
organizacdo do tipo gymno-ovariana, como descrito para Cyprinus carpio (Mazzoni et al.,
2010). Gymno-ovdrios presentes em alguns grupos de peixes como os Salmoniformes, por
exemplo, grupo mais derivado que os Ostariophysi, t€ém as lamelas ovigeras expostas
diretamente para a cavidade celomadtica, na qual os odcitos maduros s@o liberados (Helfman et
al., 2000; Grier et al., 2007; 2009). Porém, uma vez que cavidade ovariana formou-se antes de
qualquer primérdio de lamela ovigera, os ovérios das espécies aqui analisadas ndo passaram

por esta etapa, na qual tecido gonadal apresenta-se como gymno-ovario.

2.3. A formagdo do epitélio germinativo feminino, a constituicdao das lamelas ovigeras e

a organizacdo dos complexos foliculares

Em todas as espécies aqui analisadas, o tecido gonadal, em uma etapa que precede a
formacdo das lamelas ovigeras, encontra-se ainda compacto, porém, com uma cavidade
ovariana ja formada. No tecido gonadal, os foliculos ovarianos em formacao sao gradualmente
circundados por uma membrana basal, permanecendo imersos no tecido gonadal, juntamente
com cistos de oogdnias, de odcitos profisicos e oogodnias isoladas (Mazzoni et al., 2010).

A partir desta etapa, nos Otophysi Tanichthys albonubes e Gymnocorymbus ternetzi, e
no Percomorpha Amatitlania nigrofasciata, células epiteliais em movimentacdo, oriundas da
periferia gonadal, invadem o tecido compacto formando invaginacdes que progridem
adentrando o tecido gonadal. Esse mecanismo, a0 mesmo tempo em que forma as lamelas
ovigeras, d4 origem ao epitélio germinativo que as margeia (Mazzoni et al., 2010).

Em Corydoras schwartzi, a formacao do limen ovariano por cavitagdao, ocorre por um
mecanismo semelhante, no qual o afastamento das células somdticas ao longo do tecido
gonadal delimita a cavidade ovariana. As células sométicas que revestem a cavidade ovariana
intercalam-se agora com células germinativas, passando a constituir o epitélio germinativo

feminino que margeia os primérdios das lamelas ovigeras.
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Por um mecanismo oposto aos demais Ostariophysi aqui analisados, as lamelas
ovigeras no Siluriformes Corydoras schwartzi formam-se por evaginacdo e crescimento do
tecido gonadal em direcdo a luz da cavidade ovariana, esta entdo, ja estabelecida. Nos cortes
transversais, o tecido gonadal apresenta lamelas ovigeras pouco proeminentes, em ambos 0s
lados do ovario. Com o avanco do desenvolvimento gonadal, ocorre uma expansdo do tecido
gonadal em direcdo a luz ovariana e as lamelas ovigeras até entdo bastante retilineas, tornam-
se definidas.

Ja nos ovérios de Poecilia reticulata, nao ocorre a formagao de estruturas lamelares, ao
contrario da maioria das espécies de Teleostei (Grier et al., 2007; 2009), porém, como serd
visto a seguir, o desenvolvimento oocitario € comum aos demais Teleostei, com crescimento
do foliculo ovariano a partir do epitélio germinativo, indo em dire¢do ao estroma ovariano. Por
esta razdo, em cortes histolégicos transversais, o ovdrio apresenta-se perfeitamente
organizado, com oogdnias e cistos germinativos junto ao epitélio germinativo, e odcitos em
desenvolvimento migrando para a regido periférica da goénada, conforme avangcam em
crescimento primdrio e secundario.

Até o presente momento, raros sao os relatos sobre os diferentes mecanismos que
podem levar a formacdo das lamelas ovigeras, portanto, estes mecanismos nos demais
Teleostei sdo ainda bastante desconhecidos, impossibilitando uma comparacdo mais
aprofundada ao longo da escala evolutiva.

Dessa forma, embora a formagdo das lamelas ovigeras seja diferente para Corydoras
schwartzi 0 processo que se segue para o estabelecimento do epitélio germinativo é o mesmo,
inclusive para o Atherinomorpha Poecilia reticulata, que ndo apresenta formacao de lamelas
ovigeras.

Durante a formacdo do epitélio germinativo feminino, as células somadticas epiteliais
oriundas de regides especificas para cada uma das espécies, apds migrarem pelo tecido
gonadal compacto, interpdem-se por entre as células germinativas, interconectando-as. Uma
vez que as células germinativas, desde o inicio de formagdo da gonada, estdo segregadas dos
demais componentes teciduais pelas células pré-foliculares que por sua vez apoiam-se sobre
uma membrana basal, o epitélio germinativo, quando da sua formacgdo, estard separado do

futuro estroma ovariano pela membrana basal (Mazzoni et al., 2010).
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Em todas as espécies analisadas, ao longo do tecido gonadal feminino, interpostos aos
foliculos ovarianos ja formados e aos cistos de oogdnias e/ou odcitos, encontram-se outros
componentes celulares. Dentre estes, surgem pequenos espagcos, que se expandem
gradativamente dando origem a espagos extravasculares. Os espacos extravasculares sao
preenchidos por fluidos, ricos em glicoproteinas. Em animais adultos supde-se que se
originam a partir do extravasamento de fluidos do plasma sanguineo, que deixam o sistema
circulatério por entre as células endoteliais e passam a preencher regides no interior do tecido
gonadal (Parenti e Grier, 2004). Supde-se que 0s espacos extravasculares em animais em
diferenciacdo gonadal sejam formados desta mesma maneira.

Esse fluido agora se dispde entre os componentes celulares, afastando-os.
Concomitantemente, entre os componentes celulares, células estreladas com caracteristicas
mesenquimais progressivamente se interconectam formando uma rede frouxa que da origem a
um compartimento intersticial (Mazzoni et al., 2010). Este compartimento corresponde ao
estroma ovariano, no qual novos componentes celulares irdo se diferenciar, permanecendo
isolados do compartimento germinativo pela membrana basal. O estroma ovariano nos peixes
€ em geral formado por um tecido conjuntivo frouxo do tipo mucoso, no qual os espacos
extravasculares sdo amplos e a quantidade de fibras coldgenas € pequena (Grier, 2000;
Mazzoni et al., 2010; presente estudo).

A partir do estroma recém-formado, as células mesenquimais emitem prolongamentos
citoplasmadticos que interagem com os foliculos ovarianos e respondem de ora em diante pela
formacdo dos constituintes da teca. Como os foliculos ja apresentam uma membrana basal
totalmente formada, as células mesenquimais ao contatarem o foliculo, apoiam-se sobre sua
membrana basal, diferenciam-se em uma célula pré-tecal e, posteriormente, em células da teca
(Mazzoni et al., 2010). O estroma ovariano pode se mostras mais ou menos desenvolvido,
dependendo da espécie em questdo. No presente estudo, Gymnocorymbus ternetzi € Corydoras
schwartzi apresentam um estroma bastante desenvolvido ja nas primeiras etapas da
diferenciacdo gonadal. Contrariamente, Tanichthys albonubes, Amatitlania nigrofasciata e
Poecilia reticulata apresentam inicialmente um crescimento do tecido gonadal para s6 entdo,
em etapas mais avancadas do desenvolvimento oocitdrio, apresentarem um estroma

desenvolvido.
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Com a diferenciacdo das células da teca, o foliculo ovariano passa a constituir o
complexo folicular. O complexo folicular é formado, portanto, pelo odcito diploténico,
envolto pelas células foliculares, apoiadas em uma membrana basal e por duas camadas de
células da teca (a teca interna e a teca externa) (Tokarz, 1978; Wallace e Selman, 1990; Grier,
2000; Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2002; Grier et al., 2007; Le Menn et al., 2007 Grier et
al., 2009).

A gdnada apresenta agora dois compartimentos distintos - o epitélio germinativo que
reveste as lamelas ovigeras e o estroma ovariano (Grier et al., 2007; Le Menn et al., 2007,
Grier et al., 2009; presente estudo) — separados pela membrana basal que se torna totalmente
continua.

No interior dos complexos foliculares, o desenvolvimento dos odcitos prossegue,
microvilosidades surgem no ooplasma e na regido apical das células foliculares colocando em
contato odcito e células foliculares, e a formacdo da zona pelicida tem inicio (Quagio-
Grassiotto e Guimaraes, 2003; Franca et al., 2010; presente estudo).

Uma vez que o epitélio germinativo esteja totalmente estabelecido, tornar-se-4, a partir
de entdo, permanentemente ativo. No epitélio, as oogonias proliferam formando aglomerados
celulares, denominados de ninhos. Nestes, as oogdnias associam-se as células somdticas de
origem epitelial, diferenciam-se e forma-se um novo cisto germinativo (Quagio-Grassiotto et
al., 2011). No interior do cisto, as oogdnias proliferam ou entram em meiose dando origem a
cistos de odcitos. Oogdnias ndo encistadas, oogbnias no interior de cistos, cistos contendo
odcitos, e células pré-foliculares passam a conviver no interior de um mesmo ninho (Mazzoni
et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011). Quando da formag¢do do foliculo ovariano, o
odcito segue seu crescimento, permanecendo conectados ao epitélio germinativo através de
certa extensdo da membrana basal compartilhada entre as células foliculares e as células
epiteliais (Grier et al., 2007; 2009; Mazzoni et al., 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011;

estudo em andamento).

3. A DIFERENCIACAO TESTICULAR

3.1. A Diferenciacdo Testicular e a Teoria da Evolucdo Pedomorfica
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No presente estudo, o padrao de estruturacdo das génadas masculinas em inicio de
diferenciacdo, bem como o estabelecimento do epitélio germinativo masculino, vem sendo ora
analisado sob a visdo de Parenti e Grier (2004), que propdem que a estrutura testicular do tipo
tubular anastomosada seria mais basal em relacdo a lobular. Essa transi¢do de uma estrutura
para outra seria explicada através de uma evolucdo pedomorfica (Parenti e Grier, 2004), em
que animais adultos mais derivados na escala evolutiva (Neoteleostei) retém caracteristicas do
desenvolvimento inicial dos peixes mais basais (Otophysi), ou seja, o organismo adulto
apresenta caracteristicas tipicas do seu ancestral juvenil.

Segundo Parenti e Grier (2004) a transicdo de um testiculo tubular anastomosado para
um testiculo lobular pode ter sido resultado de um alongamento do compartimento
germinativo de um testiculo como a que ocorre durante sua maturagdo inicial, quando o
epitélio germinativo torna-se alto devido ao desenvolvimento dos cistos. Neste periodo, o
testiculo como um todo se torna maior para a entrada no periodo reprodutivo (Grier e Taylor,
1998; Grier, 2002; Lo Nostro et al., 2003). Para suportar o epitélio germinativo, uma mudanga
durante a formagcdo da membrana basal teria levado a formacgao de l16bulos a partir dos tibulos
testiculares (Parenti e Grier, 2004).

De forma similar, a restricio das espermatogdnias na por¢do distal dos l6bulos
testiculares dos Atherinomorpha, aqui representado por Poecilia reticulata, teria sido causada
pelo estabelecimento de corddes epitelidides de células de Sertoli e espermatogdnias nos
testiculos dos Perciformes (Grier e Taylor, 1998; Parenti e Grier, 2004), caracteristicos das
fases reprodutivas “regredida” e “em regressdo” (Brown-Peterson et al., 2002), visto que em
Perciformes, como em Oreochromis niloticus, os testiculos apresentam um acumulo de
espermatogbnias na porcao final do l6bulo (Lacerda et al., 2012). O mesmo ocorre com
Amatitlania nigrofasciata, na qual essa concentracdo de espermatogonias mantém-se durante
todas as fases reprodutivas (observacao pessoal).

Neste contexto, durante a morfogé€nese gonadal dos representantes dos Otophysi, a
estrutura testicular do tipo tubular anastomosada tenderia a se desenvolver primeiramente em
um testiculo lobular, caracteristico dos Neoteleostei. Entretanto, os dados obtidos para as

espécies do presente estudo ndo estdo de acordo com a proposta apresentada sobre a evolugdo
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pedomorfica, se considerar-se como caracteristica pedomorfica a presenca de 16bulos na
diferenciacdo gonadal dos Otophysi.

No entanto, ao se analisar as espécies, nota-se a0 menos uma caracteristica comum
entre todas elas, tanto entre os grupos mais basais (Otophysi) e os mais derivados
(Neoteleostei), como entre as espécies de um mesmo grupo: a presenca de dcinos. Assim, ao
se considerar o 4cino como uma estrutura que foi mantida durante o desenvolvimento gonadal,
ao longo de uma escala evolutiva, pode-se afirmar que esta seria uma caracteristica
pedomorfica, a qual foi conservada entre as espécies. Ou seja, os animais mais derivados na
escala evolutiva (Acanthopterygii) retiveram caracteristicas do desenvolvimento inicial dos
peixes mais basais (Ostariophysi). Dessa forma, sob uma visdao ontogénica, explica-se a
evolucdo pedomorfica, na qual os grupos mais derivados apresentam caracteristicas durante
sua ontogenia tipicas da ontogenia de grupos mais basais.

Dentre os Ostariophysi, por exemplo, o Cypriniformes Tanichthys albonubes apresenta
em sua primeira etapa de diferenciagdo gonadal masculina, estruturas acinares ao longo do
tecido gonadal. Este estdgio é igualmente encontrado em outros Cypriniformes como Cyprinus
carpio (Mazzoni, 2009) e Rutilus rutilus (Paull et al., 2008). Estes grupamentos celulares
correspondem a primeira etapa da diferenciacdo gonadal de Corydoras schwartzi, outro
Otophysi, porém pertencente a ordem Siluriformes, mais derivada que os Cypriniformes.

Nos Acanthopterygii, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata, as estruturas
acinares que compdem os cistos de espermatogdnias na regido ventral da gonada sdo mantidas
durante a todas as etapas da diferenciacdo gonadal, desde os primeiros indicios da
diferenciacdo gonadal e, embora ndo sejam mantidas nas gonadas adultas dos Otophysi,
caracteristica esta esperada, sob uma visao de pedomorfia, sdo preservadas durante todas as
fases reprodutivas dos Acanthopterygii.

Assim, uma vez atribuida esta fundamentacdo, pode-se aplicar neste trabalho um
padrdo de diferenciacdo gonadal, no qual a ontogenia de grupos mais derivados recapitula um
estagio pedomorfico dos grupos mais basais, tanto como uma caracteristica da forma adulta,
como também do proprio estdgio ontogenico.

Além disso, apds a diferenciacdo gonadal masculina dar-se por completa nos diferentes

grupos, algumas caracteristicas permanecem em comum entre as espécies mais basais e mais
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derivadas. Por exemplo, o Cypriniformes Tanichthys albonubes passa a apresentar um
testiculo convictamente organizado em ttibulos anastomosados. Porém, até que o animal atinja
sua primeira maturacio e dé inicio aos ciclos reprodutivos, as porcoes testiculares periféricas
podem apresentar uma organizacdo que se assemelha a estruturas lobulares ao invés de
tubulares. Isto se deve ao fato de que, durante a primeira maturagdo, o testiculo mostra-se
ainda em processo de remodelagdo, apresentando uma grande quantidade de espermatogdnias
nas margens testiculares, as quais podem estar associadas ao crescimento testicular
(observagdo pessoal).

Em Amatitlania nigrofasciata, esta mesma estruturacdo € encontrada durante a
primeira maturacio, fazendo com que os l6bulos irrestritos assemelhem-se a l6bulos restritos,
na sua porcdo distal. Dessa forma, pode-se considerar que estas gdnadas passam por um
estdgio de organizacdo semi-restrita durante o processo de desenvolvimento testicular, até

atingirem um padrdo de organiza¢do conhecidamente do tipo lobular irrestrito.

3.2. A formacdo do epitélio germinativo masculino e a organizacdo testicular
3.2.1. Diferenciacdo das células germinativas primordiais e das células somadticas
Durante a morfogénese gonadal, as gdnadas masculinas dos Ostariophysi Tanichthys
albonubes e Corydoras schwartzi bem como do Acanthopterygii Amatitlania nigrofasciata,
apresentam inicialmente corddes continuos de células germinativas primordiais, as quais
sofrem uma reorganizacio estrutural, apds intensa atividade mitética das células germinativas
primordiais. Esse padrdo é comum entre os Teleostel, desde os mais basais como em Cyprinus
carpio (Mazzoni, 2009) até os mais derivados, como em Cichlasoma dimerus (Meijide et al.,
2005). Nesta fase de diferenciacdo gonadal, as andlises ultraestruturais confirmam que as
células germinativas primordiais apresentam-se envolvidas por prolongamentos
citoplasmaticos das células somdticas, as células pré-Sertoli (Meijide et al., 2005; Mazzoni,
2009; Pandolfi ez al., 2009). Com a individualizacdo das células germinativas primordiais,
formam-se os cistos, nos quais, as agora espermatogdnias, encontram-se circundadas e
isoladas uma das outras pelos prolongamentos citoplasmaticos das agora células de Sertoli
(Timmermans e Taverne, 1983; Parmentier ¢ Timmermans, 1985; Nakamura et al., 1998;

Meijide et al., 2005; Otani et al., 2005; Cek, 2006). As células de Sertoli sdo tidas como

291



oriundas de células epiteliais (Hamaguchi, 1992; Grier, 1993) e ao envolverem as
espermatogoOnias, estabelecem inimeros complexos juncionais, que respondem pela
integridade do cisto e composicdo da barreira hemato-testicular (Nagahama, 1983; Pudney,
1993; Meijide et al., 2005; Schulz et al., 2010). Concomitantemente, a membrana basal passa
a ser sintetizada, separando desde o inicio da diferenciacdo gonadal, o futuro compartimento
germinativo dos demais componentes somdticos, que dardo origem ao tecido intersticial
(Mazzoni, 2009; presente estudo).

No Ostariophysi Gymnocorymbus ternetzi o processo que resulta na formagdo de um
cisto € o mesmo descrito acima, porém como a diferenciacdo gonocoristica € indireta, as
células germinativas primordiais, uma vez encistadas, irdo originar, no inicio do processo de
morfogénese gonadal, oogdnias ao invés de espermatogdnias. As células germinativas
primordiais sdo semelhantes em ambos os sexos, mantendo-se indiferenciadas até serem
expostas a fatores externos e influéncias hormonais que as induzem a diferenciacio em
oogdnia ou espermatogonia (Devlin e Nagahama, 2002). Dessa forma, e sabendo-se da alta
bipotencialidade das células germinativas para transformar-se em oogdnias ou
espermatogonias, de acordo com o estimulo recebido (Devlin e Nagahama, 2002; Kobayashi
et al., 2013), células-tronco origindrias das células germinativas primordiais devem manter-se
quiescentes durante o desenvolvimento do tecido gonadal feminino, tornando-se ativa em
determinado momento para constituir o tecido gonadal masculino e dar prosseguimento a
diferencia¢do gonadal nos machos de Gymnocorymbus ternetzi. Os mecanismos envolvidos
parece ndo diferirem daqueles encontrados em animais adultos hermafroditas ou que
apresentam reversao sexual bidirecional, bem como nas espécies em que o desenvolvimento
sexual dos juvenis € alterado por fatores sociais ou exdgenos. Em todos os casos, os animais
apresentam igualmente enorme plasticidade em seus padrdes sexuais (Sadovy de Mitcheson e

Liu, 2008).

3.2.2. A organizacdo testicular: a formagdo do epitélio germinativo masculino e a

constituicdo dos tubulos seminiferos e lobulos testiculares
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Alguns eventos que se seguem na diferenciagdo gonadal para formagdo de um testiculo
sdo comuns entre os grupos de animais aqui analisados, enquanto outros sdo bastante
divergentes, dependendo do tipo de organizacdo testicular encontrado em cada espécie.

Apés a formacdo de grupamentos celulares de espermatogdnias, circundados por
células de Sertoli, definidos aqui como &cinos, cada espécie segue um determinado padrdo de
diferenciacdo gonadal.

Tanichthys albonubes e Amatitlania nigrofasciata, por exemplo, apesar de pertencerem
a grupos filogenéticos distantes, apresentam pontos bastante semelhantes no inicio da
diferenciacdo gonadal, especialmente durante a formacdo de um espaco luminal no interior dos
dcinos, constituindo os primeiros tibulos testiculares em Tanichthys albonubes e o primérdio
de um lébulo testicular em Amatitlania nigrofasciata. Nesta etapa, a gonada de uma espécie
mais basal apresenta, portanto, o mesmo padrdo de organizacdo de uma gonada de uma
espécie mais derivada. A partir dai, o rumo da diferenciagdo gonadal torna-se divergente.

O processo de formagdo dos tibulos testiculares que ocorrem em Tanichthys
albonubes, no presente estudo, é idéntico ao encontrado no também Cypriniformes Cyprinus
carpio por Mazzoni (2009). Em ambos os Cypriniformes Tanichthys albonubes (presente
estudo) e Cyprinus carpio (Mazzoni, 2009), o que se segue € uma anastomose entre tibulos
testiculares adjacentes recém-formados. Rearranjos celulares na regido livre de membrana
basal entre conjuntos de cistos adjacentes permitem a sua fusdo ou confluéncia, ampliando o
limen testicular, que se torna maior e sinuoso, caracterizando o padrdo de organizacdo deste
testiculo como tubular anastomosada ja no inicio da diferenciacdo gonadal.

Em contrapartida, em Amatitlania nigrofasciata, cada l6bulo testicular até entdo
esférico, torna-se gradativamente mais alongado, havendo confluéncia somente na regido
dorsal. Nesta porcdo testicular, os compartimentos luminais de cada 16bulo tornam-se
continuos a regido do ducto espermatico, criando estruturas verdadeiramente digitiformes, que
terminam em fundo cego, no qual se encontram verdadeiros aglomerados de espermatogdnias,
definindo, assim, um l6bulo testicular.

Com o aparecimento do liimen testicular delimitando os l16bulos ou tubulos testiculares,

todos os critérios pelos quais o epitélio germinativo € definido encontram-se agora reunidos no
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tecido gonadal do Otophysi Tanichthys albonubes e do Percomorpha Amatitlania
nigrofasciata.

Amatitlania nigrofasciata, compartilha ndo s6 semelhangas com grupos mais basais
como Tanichthys albonubes, mas também com o Atherinomorpha Poecilia reticulata. Ambas
as espécies  Amatitlania  nigrofasciata  (Perciformes) e  Poecilia  reticulata
(Cyprinodontiformes), representantes dos Neoteleostei, apresentam um acimulo de células
somadticas na por¢do dorsal do tecido gonadal durante a formacdo da gonada indiferenciada.
Nesta regido, ocorrerd a formagdo do ducto espermdtico em um estdgio de diferenciacdo
gonadal ainda bastante inicial. Este dado coincide com alguns relatos descritos anteriormente
para outras espécies de Perciformes (Nakamura e Takahashi, 1973; Nakamura e Nagahama,
1985, 1989; Meijide et al., 2005; Pandolfi et al., 2009) e Cyprinodontiformes (Guerrero-
Estévez e Moreno-Mendoza, 2012). Em concordancia aos referidos autores, a formagao do
ducto testicular, em muitos Teleostei, constitui um indicio bastante confidvel para
reconhecimento do inicio da diferenciacdo testicular, antes mesmo que haja qualquer inicio de
meiose.

Apbés a proliferacio das células germinativas primordiais, tanto Amatitlania
nigrofasciata  quanto  Poecilia reticulata apresentam grupamentos celulares de
espermatogonias, formando estruturas em formas de cachos. Neste estdgio de diferencia¢do
gonadal, a morfologia gonadal de ambas as espécies sdo bastante semelhantes, tornando-se
posteriormente distintas, principalmente pela diferenciacdo dos ductos testiculares em Poecilia
reticulata. Diferente do que ocorre em Amatitlania nigrofasciata que mantém seus ductos com
tamanhos inicialmente reduzidos, os ductos testiculares de Poecilia reticulata desenvolvem-se
e se ramificam, passando a apresentar um epitélio simples cilindrico.

Outra diferenca marcante entre as espécies € o fato de que em Poecilia reticulata,
conforme esperado, ndo hd formagdo de limen no interior dos 16bulos, nem mesmo durante os
eventos da diferenciagdo gonadal, e as espermatogOnias concentram-se na periferia do tecido,
caracterizando um testiculo lobular restrito. Em Amatitlania nigrofasciata, embora haja uma
concentracdo de espermatogdnias na por¢do terminal de cada Iobulo testicular, as
espermatogéOnias distribuem-se aleatoriamente, desde a regido dorsal até a regido ventral

conforme se da o crescimento do 16bulo.
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Em relac@o ao outro Otophysi aqui estudado, o Siluriformes Corydoras schwartzi, sua
diferenciacdo gonadal € bastante interessante, uma vez que apresenta etapas iniciais na
diferenciagdo que remetem as caracteristicas de uma gonada desprovida de limen.

Apesar dos eventos iniciais se distanciarem morfologicamente dos eventos que
ocorrem em outros animais, mesmo dentro de Otophysi, a diferenciacdo gonadal em
Corydoras schwartzi apresenta eventos que se assemelham as alteracOes estruturais que
ocorrem no epitélio germinativo ao longo do ciclo reprodutivo em animais sexualmente
maduros pertencentes a mesma familia Callichthyidae da espécie em questdo. Dentre os
Callichthyidae, os representantes do género Corydoras apresentam uma espermatogénese do
tipo semi-cistica, na qual as espermatides sdo liberadas do cisto e completam sua
espermiogénese no limen testicular e ndo no interior dos cistos (Spadella et al., 2007,
Mazzoldi et al., 2007). Assim, em um primeiro momento da diferenciacio gonadal, as
espermatogonias, apds formarem cistos que constituem diversos dcinos espalhados por todo o
tecido gonadal, entram em meiose originando espermatdcitos que acabam por ser degenerados
no interior de cada 4dcino. Apds a degeneracdo do centro da estrutura acinar, alguns cistos de
espermatogonias remanescentes repovoam o epitélio acinar, tornando-o novamente continuo.
Dessa forma, o epitélio germinativo em Corydoras schwartzi encontra-se formado, bem como
os tubulos testiculares. Degeneracdo semelhante do tecido gonadal foi descrita para o
Perciformes Siganus guttatus, porém, neste caso, o processo resultou na formagdo dos ductos
eferentes (Nakamura, et al., 2006). Portanto, no caso de Corydoras schwartzi, os eventos que
ocorrem na diferenciagdo gonadal parecem estar mais relacionados com a modelagdo de uma
estrutura final adulta previamente definida na espécie do que com processos evolutivos, exceto
pela semelhanca dos acinos entre todos os grupos aqui analisados, e da entrada em meiose em
um testiculo ainda desprovido de limen, assemelhando-se a estrutura gonadal de testiculos
lobulares restritos, como em Poecilia reticulata (presente estudo).

Ap6s a formacdo dos tuibulos testiculares, o padrdo de diferenciagdo gonadal em
Corydoras schwartzi torna-se os mesmos descritos para Tanichthys albonubes (presente
estudo) e a gbénada passa a apresentar uma organizagdo do tipo tubular anastomosada, a

mesma encontrada nos demais Siluriformes e grupos basais (Parenti e Grier, 2004).
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Em outro Otophysi aqui analisado, Gymnocorymbus ternetzi, porém pertencente a
ordem Characiformes, o tecido gonadal, inicialmente feminino, passa por remodelacdes para
formar o epitélio germinativo masculino. Até o presente momento, ndo hd dados na literatura
sobre a formacdo do epitélio germinativo em outros Characiformes, especialmente em
espécies gonogoristicas com diferenciacdo direta, o que permitiria a comparacdo dos padrdes e
eventos envolvidos em Characiformes com os demais grupos de Teleostei.

Dentre os Otophysi, ndo hd relatos até o presente momento sobre casos de espécies
gonogoristicas com diferenciacdo indireta nos Characiformes, porém algumas espécies de
pertencentes a outras ordens sdo exaustivamente conhecidas, como o Cypriniformes Danio
rerio. Nesta espécie, como também em outro Cypriniformes Barbus tetrazona (Takahashi,
1977; Takahashi e Shimizu, 1983) todas as gdnadas desenvolvem-se inicialmente em ovéarios,
porém em etapas mais avancadas, aproximadamente metade da populacdo apresenta
degeneracdo do tecido gonadal, que é subsequentemente invadido por células sométicas. Em
seguida, ocorre masculinizacio da godnada e desenvolve-se um tecido intersexual, que
posteriormente assume a condicdo de testiculos normais (Devlin e Nagahama, 2002),
exatamente como ocorre para Gymnocorymbus ternetzi, sustentando a hipotese de sua
condi¢do gonocoristica indiferenciada. Apds o processo de degeneracdo nas gonadas de
Gymnocorymbus ternetzi, células somdticas reorganizam-se no tecido degenerado, delimitando
um espaco e aprisionando espermatogdnias adjacentes, que passam a compor o epitélio
germinativo. Consequentemente, os tubulos testiculares se estabelecem e tornam-se

anastomosados, como os demais Otophysi.

3.2.3. Organizacao testicular
Apesar de cada espécie aqui analisada apresentar padrdes especificos durante a
diferenciacdo gonadal, posteriormente a diferenciacdo, todas elas compartilham uma mesma
caracteristica: assim como os demais Teleostei ja diferenciados e maduros sexualmente, os
testiculos de Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartz,
Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata mantém-se formados por dois compartimentos:
o compartimento germinativo, constituido pelo epitélio germinativo que margeia os l6bulos e

tabulos testiculares, e 0 compartimento intersticial, ambos separados por uma membrana basal
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(Grier, 1992, 1993; Loir et al., 1995; Pudney, 1996; Grier e Lo Nostro, 2000; Grier e Uribe,
2009).

A organizagdo testicular, seja nos Ostariophysi ou nos Acanthopterygii, até entdo de
dificil deteccdo pelos métodos de coloragdo convencionais, como por exemplo, 0 método de
PAS ou pela imagem negativa das gonadas maduras dos animais sexualmente adultos (Grier,
1992), pode aqui finalmente ser delineada com clareza quando do uso da metodologia que
utiliza a afinidade pela prata para contrastar as fibras reticulares, permitindo o
acompanhamento tanto dos diferentes padrdes de organizacdo testicular, como da formacdo e
estabelecimento do epitélio germinativo, através da membrana basal (Mazzoni et al., 2009).

Uma vez organizados os compartimentos testiculares de Tanichthys albonubes,
Gymnocorymbus ternetzi, Corydoras schwartzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia
reticulata, a espermatogénese tem inicio. Nos animais ja diferenciados, os cistos de células
germinativas distribuem-se aleatoriamente ao longo dos tibulos testiculares nos Otophysi ou
dos I6bulos testiculares no Percomorpha, compondo o epitélio germinativo, agora
permanentemente ativo. No Atherinomorpha, as espermatogdnias permanecem concentradas
na porc¢ao distal dos 16bulos, enquanto ao longo do 16bulo a espermatogénese progride e os
espermatozoéides sdo liberados para o ducto espermatico (Parente e Grier, 2004).

Como na maioria dos Teleostei a espermatogénese em Tanichthys albonubes,
Gymnocorymbus ternetzi, Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata é cistica, o processo
no interior de cada cisto ocorre de forma sincronica, ou seja, em cada cisto células
germinativas encontram-se em uma mesma fase de desenvolvimento. As espermatogodnias
dividem-se mitoticamente dando origem as espermatogdnias secunddrias, as quais através de
divisdes meidticas dardo origem aos espermatdcitos, que se diferenciam em espermatides e
espermatozoides (Grier, 1981; 2002; Billard, 1986; Pudney, 1995; Guraya, 2001; Grier e
Uribe, 2009).

Ja em Corydoras schwartzi a escassez de cistos de espermatdcitos e a falta de cistos de
espermatides nos tubulos testiculares é uma indicagdo da ocorréncia de espermatogénese do
tipo semi-cistica, na qual as espermatides sdo liberadas no limen testicular, local em que

completam sua maturacdo, dando origem aos espermatozodides (Mattei et al., 1993). Essas
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mesmas caracteristicas também foram observadas em outras espécies de Corydoras (Mazzoldi
et al., 2007).

Considerada como caracteristica dos Teleostei mais basais, como os Ostariophysi
(Grier, 1993; Grier e Uribe, 2009), portanto nos também Otophysi aqui analisados Tanichthys
albonubes, Gymnocorymbus ternetzi e Corydoras schwartzi, a organizacdo testicular em
animais totalmente diferenciados € do tipo tubular anastomosada. Neste tipo de organizagao
testicular, os tibulos sofrem anastomoses em diferentes regides do testiculo, especialmente na
regido do ducto espermdtico (Grier, 1993; Grier e Uribe, 2009). Conforme acima descrito,
estas anastomoses ocorrem gradualmente ao longo de todo processo de diferenciacdo das
gbonadas, sucedem a formacado dos tibulos testiculares, decorrentes da fusd@o de conjuntos de
cistos adjacentes e respondem pela organizacdo do tipo tubular anastomosada dos testiculos
dos Ostophysi (presente estudo).

Descrito para os Teleostei mais derivados, ocorrendo nos Acanthopterygii e, portanto
em Amatitlania nigrofasciata e Poecilia reticulata, o testiculo lobular apresenta o
compartimento germinativo, em formato digitiforme, terminando em fundo cego na periferia
testicular, sendo do tipo restrito nos Atherinomorpha e irrestrito nos Percomorpha, de acordo
com a localizagdo das espermatogdnias ao longo do I6bulo testicular (Grier, 1993; Parenti e

Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009).

4. Expressdo de enzimas esteroidogénicas e a determinagdo sexual

A esteroidogénese, a determinacdo sexual e a diferenciacdo gonadal estdo intimamente
relacionadas entre si (Hofsten e Olsson, 2005; ver Nagahama, 2005 para revisdo). Porém, a
dificuldade na detec¢do de enzimas envolvidas, bem como na demonstracdo de evidéncias e
provas bioquimicas de uma sintese endégena eficaz de esterdides durante as primeiras etapas
da diferenciacdo gonadal pode ser explicada pelos obstaculos enfrentados para avaliagdo de
tais substancias em pequenos tecidos gonadais que compdem as gonadas de peixes em
diferencia¢do (Vizziano et al., 2007).

A aromatase gonadal (Cypl9ala), produto do gene Cypl9, é produzida nas gonadas e
dirige a conversdo de testosterona em 17f-estradiol, constituindo um importante regulador

esteroidogénico (Nagahama, 1994). No presente trabalho, a aromatase parece estar envolvida
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na diferenciacdo ovariana, tanto de peixes gonocoristicos diretos como de gonocoristicos
indiretos, ndo estando claro seu papel na diferenciacao testicular (ver Guan-Chung et al., 2008
para revisdo) uma vez que gonadas supostamente femininas apresentaram intensa marcagao,
ao passo que nenhuma resposta foi encontrada em godonadas supostamente masculinas. No
Perciformes Oryzias latipes a aromatase também € expressa antes da diferenciacao
morfolégica dos ovérios (Nakamura et al., 1998), concordando com os dados aqui obtidos,
tanto nos Otophysi, quanto nos Neoteleostei. Entretanto, aparentemente, a aromatase nao esta
diretamente relacionada a diferenciacdo testicular, porém uma vez que € expressa em etapas
mais avancadas em gdonadas masculinas, parece assumir um outro papel nos machos apds a
diferenciacao.

A hipétese de que a aromatase estd envolvida na diferenciagdo gonadal feminina pode
ser sustentada através de estudos realizados com inibidores de aromatase, que resultaram na
formacdo de machos fenotipicos em animais geneticamente femininos, demonstrando a
importancia da sintese de estrégeno para o desenvolvimento de uma goénada feminina
(Vizziano et al., 2008; Vizziano-Cantonnet et al., 2008)

Contraditoriamente a expressao de aromatase, a expressao de 3[p-hidroxiesteroide
desidrogenase (3B-HSD) parece estar relacionada ao inicio do processo de espermatogénese,
aparecendo somente em gonadas masculinas que jid apresentavam epitélio germinativo
definido. Portanto, ndo se pode afirmar seu envolvimento na diferenciagdo testicular, mas sim
durante o inicio da espermatogénese. A enzima 3B-HSD estd envolvida em diversas etapas da
biossintese dos hormonios esteroides, sendo responsdvel pelas conversdes de pregnenolona em
progesterona; 17a-hidroxipregnenolona em 17a-hidroxiprogesterona; dehidroepiandrosterona
em androstenediona; e androstenediol em testosterona (Kobayashi et al., 1996), estando
envolvida, portanto, na manutencdo da espermatogénese. Neste aspecto, a funcdo de
androgenos durante a diferenciacdo testicular ainda € bastante controversa, uma vez que sua
sintese nem sempre pode ser detectada em estdgios que precedem a diferenciacdo testicular
nos Teleostei (Nakamura et al., 1998; 2003).

Nas gdnadas femininas, a marcag¢@o para enzima 33-HSD sé se iniciou em gdnadas ja
desenvolvidas com odcitos com seus complexos foliculares totalmente formados. Em algumas

gbnadas femininas, esporadicamente, algumas células do estroma responderam a marcagao,
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porém fracamente. Essa marcacdo positiva para 3-HSD em células intersticiais e foliculares
de fémeas em processo avancado de desenvolvimento oocitdrio pode ser atribuida a fun¢des
esteroidogénicas exercidas por estas células no ovério, funcdes estas ainda bastante

controversas (Nakamura ef al., 1998; 2003).
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CONCLUSOES

- Nos Otophysi, apesar do desenvolvimento dos primérdios gonadais ser semelhante
nas fémeas e nos machos, a distingdo sexual ocorre cedo nas gonadas ainda indiferenciadas e
pode ser morfologicamente detectada apdés o momento em que as células germinativas
primordiais, associadas as células somdticas epiteliais (células pré-Sertoli e pré-foliculares),

perdem a organizac¢ao cordonal.

- Nos Neoteleostei, a distingdo feminina e masculina é facilmente detectavel pela
organizacdo das células no tecido gonadal: células germinativas primordiais na regido ventral

e células somadticas na regido dorsal.

-Nos Neoteleostei, a diferenciagdo feminina e masculina pode ser distinguida pelos
padrdes de organizacdo da constru¢do da membrana basal, nas primeiras fases da gonada

indiferenciada.

- Na espécie gonocoristica indiferenciada, a auséncia da membrana basal nas primeiras

etapas da diferenciacdo pode estar ligada a remodelagao tecidual que ird se suceder.

- Em todas as espécies, tanto nas goOnadas supostamente femininas como nas
masculinas, as células somadticas epiteliais ao se associarem as células germinativas
primordiais formam cistos no interior dos quais ocorrerd a formacao e diferenciag¢do inicial

dos gametas femininos, e a formacao e diferenciagdo dos gametas masculinos.

Na diferenciacao gonadal masculina:
- Os padroes de organizacao testicular encontrados durante a diferenciagdo gonadal nos
Otophysi e os Neoteleostei, quando comparados, sustentam a hipdtese da evolugdo

pedomorfica ao se considerar a estrutura acinar como elemento pedomérfico.
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- Em todas as espécies, as células germinativas e as células epiteliais a elas associadas
estdo segregadas dos demais componentes celulares presentes nas gonadas em diferenciacdo
por uma membrana basal, desde a formacdo dos corddes pelas células germinativas
primordiais até a constituicdo do epitélio germinativo, e assim permanecem nas goénadas

diferenciadas.

- Nos Neoteleostei, a primeira estrutura que marca a diferenciacdo gonadal masculina é

a formacdo do ducto espermadtico, tltima estrutura a se formar nos Otophysi.

- Em Tanichthys albonubes e Amatitlania nigrofasciata, € a partir da associacio entre
células epiteliais de cistos contiguos que se formam os conjuntos de cistos que caracterizam as
gbdnadas masculinas. Sao estas que ao se afastarem no centro dos conjuntos de cistos dao inicio

a formacdo do compartimento luminal dos testiculos.

- A fus@o entre acinos vizinhos que apresentam compartimento luminal em Tanichthys
albonubes e o alongamento dos dcinos em Amatitlania nigrofasciata da origem aos tibulos e
I6bulos testiculares respectivamente, e, consequentemente, ao epitélio germinativo que 0s

reveste.

- E a partir da degeneracio de um tecido gonadal feminino e posterior remodelagio que

se forma o tecido gonadal masculino em Gymnocorymbus ternetzi.

- Em Corydoras schwartzi o epitélio germinativo masculino s6 € estabelecido apos a

proliferacdo de espermatogoOnias, seguida da degeneragdo intra-acinar.
- As porg¢Oes secretoras nos testiculos de Corydoras schwartzi sao constituidas por

camaras secretoras, oriundas da formacgdo de tubulos inicialmente germinativos, mantendo um

padrdo tubular anastomosado, mesmo apds tornarem-se estritamente secretoras.
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- A organizagdo tubular anastomosada dos testiculos dos Otophysi deve-se a fusdo
progressiva entre os conjuntos de cistos vizinhos nas gonadas em diferenciacdo e se continua
com a anastomose dos tdbulos nas gonadas ja diferenciadas, formando ao final do
desenvolvimento da gdnada, o ducto testicular.

- Nos trés representantes dos Otophysi, a organizagcdo testicular do tipo tubular

anastomosada € definida ja nas primeiras fases da diferenciacdo gonadal.

- A atividade da enzima 3B-HSD estd associada ao inicio da espermatogénese em todas

as espécies analisadas.

Na diferenciacao gonadal feminina:
- A foliculogénese € um processo bastante conservado entre os Teleostei mais basais e

os mais derivados, nao havendo qualquer diferenca entre as espécies.

- Em todas as espécies, a diferenciacdo gonadal feminina é marcada pela entrada das

oogdnias em meiose.

- Em todas as espécies, a formagdo do cisto-ovdrio se d4 apds a entrada em meiose e

precede a formagao das lamelas ovigeras.

- Em Tanichthys albonubes, Gymnocorymbus ternetzi € Amatitlania nigrofasciata, a
partir da invaginacdo das células epiteliais oriundas da periferia das gonadas femininas
compactas formam-se as lamelas ovigeras e a sua consequente associacdo com 0s
componentes germinativos que leva a constituicdo do epitélio germinativo que margeia as

lamelas.

- E a partir do afastamento de células somdticas na regido central da gonada de
Corydoras schwartzi que se forma o limen ovariano, e consequentemente, as lamelas ovigeras
sdo estabelecidas, sendo margeadas por um epitélio somdtico que se associa as oogonias,

constituindo o epitélio germinativo feminino.
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- Nos Otophysi e Neoteleostei, no interior das lamelas ovigeras a formacao dos espacgos
extravasculares é decorrente do afastamento entre as células somaticas mesenquimais as quais
respondem também pela organizacdo do estroma ovariano e a organizacdo da teca nos

complexos foliculares.

- A atividade da enzima Cypl9ala parece ser um indicador da diferenciacdo ovariana,

em etapas bastante iniciais do processo de diferenciacdo gonadal.
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ANEXO I: COLORACOES

1. Amarelo Metanil ou Metanil Yellow

Método de coloracio que utiliza Acido Periédico de Schiff (PAS) + Hematoxilina
Férrica + Amarelo Metanil.

Procedimento:

Hidratar em 4gua destilada,

Acido Periédico 1% por 10 minutos,

Lavar em dgua corrente por 10 minutos,

Reativo de Schiff durante 1 hora,

Lavar em dgua corrente 10 minutos,

Hematoxilina Férrica por 6 minutos,

Lavar em édgua,

Amarelo Metanil por 2 minutos (Férmula Molecular: C;sH;4sN30;SNa),
Desidratar em estufa e montar.

AN N N N N N NN

Resultado: A resposta positiva observada para a coloracdo com PAS é demonstrada pela
presenca da coloracdo magenta, evidenciando a presenca de glicoproteinas e polissacarideos
neutros. A hematoxilina cora em roxo, estruturas de natureza acida (basoéfilas). Em contraste, o
Amarelo Metanil cora substancias basicas (eosinéfilas), como proteinas citoplasmaéticas.

2. Método de Coello

Método de coloracio que utiliza Acido Periédico de Schiff (PAS) + Hematoxilina de
Ehrlich + Azul de Bromofenol.

Procedimento:

Hidratar em 4gua destilada,

Acido Periédico 1% por 10 minutos,

Lavar em 4gua corrente por 10 minutos,

Reativo de Schiff durante 1 hora,

Lavar em 4gua corrente 10 minutos,

Corar com azul de bromofenol 0,1% em dlcool 95% por 15 minutos,
Tratar com 4cido acético 0,5% por 20 minutos,

Lavar em 4gua corrente por 3 minutos,

Corar com hematoxilina de Ehrlich por 20 minutos,

Diferenciar com soluc¢io tampao* pH 7.4 - 8,0 por 1 minuto x 2,
Desidratar em estufa e montar.

N N R NN

*Tampao de Holmes: pH 8,0 — Acido bérico M/5 (70 ml) — Bérax M/20 (30 ml)

Resultado: A resposta positiva observada para a coloragdo com PAS é demonstrada pela
presenca da coloracdo magenta, evidenciando a presenca de glicoproteinas e polissacarideos
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neutros. A hematoxilina cora em roxo, estruturas de natureza acida (baséfilas). Em contraste, o
azul de bromofenol cora substincias basicas (eosinéfilas), como proteinas citoplasmaéticas.

3. Hematoxilina Férrica-Eosina

Meétodo de coloragdo que utiliza Hematoxilina Férrica + Eosina Alcodlica.

Procedimento:

Hidratar em 4gua,

Corar com hematoxilina férrica por 8 minutos,

Lavar em dgua corrente por 10 minutos,

Passagem rapida em dlcool 95%,

Corar com eosina durante 10 minutos,

Lavar em dgua corrente para retirar o excesso de corante,
Desidratar e montar.

AN N N N N YR

Resultado: A hematoxilina férrica cora em roxo, estruturas de natureza acida (baséfilas). Em
contraste, a eosina cora substancias bésicas (eosinéfilas), como proteinas citoplasmaticas.

4. Azul de Toluidina — Borax

Meétodo de coloracdo que utiliza Azul de Toluidina — Bérax

Procedimento:

Hidratar em 4gua,

Corar com azul de toluidina (0,5%) — bérax (1%) com pH entre 7,5 e 8,0),
Lavar para retirar o excesso de corante

Desidratar em dlcool e montar.

ANANENEN

Resultado: A coloragao de azul de toluidina em pH bdésico, devido ao bérax, € inespecifica, ou
seja, € usada para mostrar a morfologia geral das células. A presenca de metacromasia €
observada somente em regidoes que apresentam grande quantidade de polissacarideos acidos.
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ANEXO III: PROTOCOLO DO COMITE DE ETICA

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o contetido de minha Tese de Doutorado intitulada “Formagao
do epitélio germinativo e diferenciacdo das estruturas gonadais: uma analise comparativa
entre os grupos mais basais (Ostariophysi) e mais derivados (Atherinomorpha e
Percomorpha) dentro de Teleostei”:

( ) nao se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informagio CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizagao da(s) seguinte(s) Comissao(6es):

( ) CIBio - Comissao Interna de Biosseguranga , projeto n® , Instituicéo:

(X ) CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais , projeto n2 175, Instituicdo: Instituto de
Biociéncias de Botucatu, UNESP.

( ) CEP - Comissao de Etica em Pesquisa, protocolo n® , Instituicgo:

* Caso a Comisséo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizag&o
dada ao trabalho. Se a autorizagédo néo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, deverd ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagdo apresentado.

idl va“ ‘ ‘<f,ﬂ \,'

Afuno a) Talita Sarah Matétfm

i

\CSrLentador(a) Irani Q)u@ Grassmtto

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:
()() Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura Prigf Dra. ANA MARIA APARECIDA G
Presidente da CEUA/UMCAMPARAI DO

Para uso da Comiss&c ou Comité pertinente:
( ) Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura
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CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 175 about
“Formation of the germinal epithelium and gonadal structures
differentiation:comparative analysis between groups more basal
(Ostariophysi) more derivative (Atherinomorpha and
Percomorpha) within Teleostei” agree with ETHICAL
PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA) and was
approved by the BIOSCIENCE [INSTITUTE/UNESP
ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH
(CEEA), in 04/09/2009.
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