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RESUMO

FOSSE FILHO, J. C. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Dezembro de 2013; Descricdo morfolégica do ovario de Melanotaenia praecox
(WEBER e DE BEAUFORT, 1922) e avaliacdo temporal dos foliculos pos
ovulatorios. Orientador: Prof. Dr Dalcio Ricardo de Andrade.

O conhecimento da biologia reprodutiva, bem como do comportamento reprodutivo
de cada espécie de peixe € necessario para o dominio de sua reproducdo em
ambiente artificial. No trabalho, foi realizado um estudo da morfologia ovariana pos
desova da Melanotaenia praecox. Para realizacdo deste estudo foram coletados os
ovarios das fémeas imediatamente apds a desova e com 2, 4, 6, 10, 15, 20, 25 e 32
dias apGs a desova. Os ovarios foram fixados em formalina neutra tamponada a
10% por no minimo 48 horas e a seguir, foram confeccionadas laminas histolégicas
coradas em HE para andlise de cada fase de desenvolvimento dos ovocitos. Como a
andlise das laminas histolégicas revelou a presenca de todas as fases de
desenvolvimento ovocitario no mesmo ovario, este peixe apresentou, portanto,
organizacdo de ovario do tipo assincronico. As fases de desenvolvimento ovocitario
foram divididas em: avitelogénica e vitelogénica. A fase avitelogénica foi dividida em
duas subfases (ovocitos primarios e secundarios), ambas foram caracterizadas pela
auséncia de vitelo em seu citoplasma. Do mesmo modo, a fase vitelogénica também
foi dividida em duas subfases (alvéolo cortical e vitelogénica). Essa fase se
caracteriza pelo inicio de inclusdo de vitelogenina no citoplasma. Na subfase de
alvéolo cortical sdo imperceptiveis ainda os glébulos de vitelo, dessa forma, esta
fase se caracteriza pela presenca de alvéolos corticais e a subfase vitelogénica pelo
aparecimento dos glébulos de vitelo. Além da caracterizacdo ovocitaria, as
observacfes histoldgicas permitiram a descricdo dos periodos de reabsorcao dos
foliculos p6s ovulatérios. Os principais eventos da reabsorcdo dos foliculos foram:
constricdo mecanica; invasao de células sanguineas de defesa; restricdo do lumen;
vacuolizacdo e invaséo de tecido conjuntivo. Com 32 dias apés a desova, devido a
reducdo de seu tamanho os foliculos dificilmente eram encontrados, apresentavam
aspecto de massa de células amorfa residual e encontravam-se completamente
circundado e infiltrado por tecido conjuntivo. Pode-se concluir que M. praecox
apresenta organizacao ovariana do tipo assincrénica, seus ovocitos sdo divididos em
quatro subfases de desenvolvimento e os foliculos com 32 dias apds a desova se
apresentam quase totalmente reabsorvidos.

Palavras-chave: Ovdcito; Morfologia, Desenvolvimento ovocitario; Melanotaenia
neon; apoptose.



ABSTRACT

FOSSE FILHO, J. C. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
December de 2013; Morphological description ovarian Melanotaenia praecox
(WEBER and DE BEAUFORT, 1922) and temporal evaluation of post ovulatory
follicles. Advisor: Prof. Dr Dalcio Ricardo de Andrade.

Knowledge of the reproductive biology and reproductive behavior of each fish
species is required for the domain of its reproduction in artificial environment. In this
work, it was developed a protocol spawning for Melanotaenia praecox allowing the
study of ovarian morphology after spawning of this species. In this protocol were
collected ovaries of females immediately after spawning and 2, 4, 6, 10, 15, 20, 25
and 32 days after spawning. The ovaries were fixed in buffered neutral formalin 10%
for at least 48 hours and then histological slides stained with HE were prepared for
analysis of each phase of development of oocytes. As the analysis of histological
slides revealed the presence of all stages of oocyte development in the same ovary,
this fish presented, therefore, ovarian organizing of asynchronous type. Stages of
oocyte development were divided into: avitellogenic and vitellogenic. Avitellogenic
phase was divided into two subphases (primary and secondary oocytes), both were
characterized by the absence of yolk in the cytoplasm. Similarly, the phase
vitellogenic was also divided into two subphases (cortical alveolus and vitellogenic).
This phase is characterized by start of the inclusion of vitellogenin in the cytoplasm.
In subphase cortical alveolus are imperceptible even yolk globules, thus, this phase
is characterized by the presence of cortical alveoli and vitellogenic subphase by the
appearance of yolk globules. Besides characterization oocyte, the histological slides
allowed the description of the periods of resorption of post ovulatory follicles. The
main events of the resorption of follicles were: mechanical constriction, invasion of
blood cells of defense; restriction of the lumen, vacuolization and invasion of
conjunctive tissue. With 32 days after spawning, due to a reduction of its size follicles
were hardly found, had aspect of mass of residual amorphous cells and were
completely surrounded and infiltrated by conjunctive tissue. It can be concluded that
M. praecox shows organization of type asynchronous ovarian, their oocytes are
divided into four subphases of development and follicles with 32 days after spawning
present almost completely reabsorbed.

Keywords: Oocyte development; Melanotaenia neon; apoptosis.
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1. INTRODUCAO

Os membros da Familia Melanotaeniidae, conhecidos popularmente como
melanotaenia, sdo peixes exoticos muito apreciados como peixes ornamentais.
Estes peixes tem recebido grande atencédo desde quando foram importados para o
Brasil e se adaptaram muito bem as nossas condic¢des de cultivo (SOUZA, 1996).

A Melanotaenia praecox ou melanotaenia neon como € popularmente
conhecida, é um animal que apresenta dimorfismo sexual. Os machos sdo maiores
e mais coloridos, com coloracdo vermelha nas nadadeiras dorsal, anal e caudal, ao
passo que nas fémeas sao amarelo-alaranjadas (FISHBASE, 2013).

A estacdo de desova da M. praecox em seu ambiente natural é de outubro a
dezembro, mas em condi¢des laboratoriais ou sistemas de cultivo que apresentem
condi¢cdes de qualidade de agua favoraveis, a desova ocorre ao longo de todo o
ano, sem necessidade de indugéo hormonal (VIDAL Jr., 2005).

Ainda assim, lacunas a respeito do conhecimento da sua biologia reprodutiva
minimizam o sucesso na producdo destes peixes. As informacdes existentes para
outros peixes nem sempre podem ser utilizadas, pois ha uma grande diversidade de
espécies e uma vasta diferenca entre elas.

Na literatura se pode encontrar informacfes a respeito da reproducédo de
peixes teledsteos que em linhas gerais apresentam aspectos fisiolégicos comuns e
gue podem servir de base para o conhecimento do funcionamento do ovario de M.
praecox.

Tyler e Sumpter (1996) observaram que para todos 0s peixes teledsteos
estudados, os ovocitos possuem 0 mesmo padrdo de crescimento. Os maiores
eventos de desenvolvimento que ocorrem, podem ser amplamente classificados em
seis fases ou periodos acordando com o estado de crescimento do ovécito, sendo
eles: ovogénese, crescimento primario do ovdcito, estadgio de alvéolo cortical,
vitelogénese, maturacao e ovulacdo (BROMAGE e CUMARANATUNGA, 1988).

A ovulagdo é um processo que se inicia atraveés de estimulos ambientais
desencadeando uma reacdo hormonal que ir4 deflagrar este processo e
posteriormente a desova (NAGAHAMA, 1983). A ovulacdo acontece quando o
ovoécito, na lamela ovuligera, € expulso do seu revestimento ovocitario (teca e

granulosa) para o lumen do ovério, ficando assim pronto para ser desovado
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(STEQUERT et al., 2003). O revestimento ovocitario remanescente, formado pela
teca e pelas células foliculares (granulosa), € denominado de foliculo pés ovulatorio
(FPO), que apds a desova passara por um processo de reabsorcéo, este processo
€ necessario para posterior reorganizacao do ovario e inicio do desenvolvimento de
novos ovocitos, dando continuidade a um novo ciclo de desova.

Como o processo de reabsorcdo de foliculos pés ovulatérios também
chamados de foliculos vazios € pouco conhecido em seus aspectos temporais e
morfologicos, informacdes a respeito deste e outros aspectos da biologia
reprodutiva da M. praecox sdo importantes para a otimizacdo de sua producdo em
cativeiro. Estes estudos sao relevantes para o aumento do conhecimento a respeito
da espécie e ira trazer informacdes valiosas sobre a recuperacédo do ovario para um
novo ciclo reprodutivo.

O presente trabalho visa descrever a morfologia pos desova dos ovarios de
M. praecox mantidas sob condi¢cdes controladas. Para isso, através de laminas
histologicas foram feitas descricbes da morfologia do ovario de M. praecox em
processo de reabsorcdo dos foliculos pos ovulatérios, identificacdo do padrao
temporal de reabsorcdo dos foliculos pds ovulatérios e descricdo do padrao

morfométrico e mofoldgico dos ovdcitos encontrados nos ovarios analisados.



14

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Melanotaenia praecox

A Melanotaenia praecox é uma espécie de peixe pertencente a Ordem
Atheriniformes e Familia Melanotaeniidae. S&o encontrados naturalmente no
continente asiatico (FISHBASE, 2013). A Familia na qual esta espécie pertence
possui sete géneros e 66 espécies (MCGUIGAN et al., 2000; ALLEN et al., 2002).

Segundo Hunter (1997), estes animais tém habito alimentar onivoro com
preferéncia para alimentos de origem animal. Sua alimentacdo em cativeiro nao é
um problema, devido ao ato reflexo de abocanhar qualquer coisa que caia na
superficie da dgua. Dessa forma, estes animais podem ser alimentados facilmente

com dietas artificiais extrusadas.

2.1.1 Caracteristicas morfologicas da espécie

Os animais da Familia Melanotaeniidae apresentam corpo coberto de
escamas grandes com formato fusiforme e comprido lateralmente. As nadadeiras
posteriores sdo pouco desenvolvidas, mas alongadas, o que significa que sé&o
excelentes e rapidos nadadores. A nadadeira dorsal € dupla (vestigio de sua origem
marinha). A nadadeira anal se estende desde a regido pélvica até a regido caudal
(ALLEN e NORBERT, 1982).

A M. praecox ou melanotaenia neon como é popularmente conhecida
apresenta uma coloragao corporal com intenso brilho azul, o que a torna muito
apreciavel para aquariofilia. Essa espécie é sexualmente dimoérfica, os machos séo
maiores, mais coloridos e com as nhadadeiras vermelhas, ao passo que as

nadadeiras das fémeas sdo amarelo-alaranjadas (Figura 1) (FISHBASE, 2013).
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Figura 1. Exemplares adultos de M. praecox. Macho a direita e fémea a esquerda.

2.1.2 Reproducéo da espécie

Esses peixes apresentam comportamento de nado em cardumes, nao
apresentam territorialismo, permanecendo sempre em grupo. Quando se tem a
presenca de apenas um membro da espécie no tanque, nota-se a introducdo do
individuo em cardumes de outras espécies (HUNTER, 1997). Em alguns animais da
mesma familia os machos dominantes apresentam caracteristicas que 0s
distinguem dos outros no cardume, como coloracdo mais acentuada. Dessa forma,
0os outros machos do cardume apresentam uma coloracdo mais atenuada ou
possuem coloragdo semelhante a das fémeas (VIDAL Jr, 2005).

A M. praecox apresenta desova natural, portanto, ndo é necessaria a indugao
através de inje¢bes hormonais (REID e HOLDWAY, 1995). Apesar da facilidade
aparente na obtencao de larvas, é preciso substratos como: plantas, folhas finas ou
fibras sintéticas (TAYLOR, 1999). Os ovos apresentam adesividade, ficando
aderidos ao substrato utilizado para desova, essa adesividade ocorre por filamentos
de fixagcdo presentes no cérion (REID e HOLDWAY, 1995; HUMPHREY et al.,
2003).

2.2 ASPECTOS GERAIS DA REPRODUCAO DE TELEOSTEOS

O crescente interesse pelo cultivo de peixes teledsteos tem gerado o

incentivo para o conhecimento da reproducéo natural dos diferentes tipos de peixes,
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que apesar de apresentarem caracteristicas em comum, mostram grande
variabilidade comportamental e morfofuncional que nao permite generalizacoes
(BENJAMIN, 2004). Essas diferencas séo resultados das estratégias reprodutivas,
meios que 0S animais obtiveram para garantir a perpetuacdo da espécie em
diferentes ambientes (VAZZOLER, 1996). A reproducao dos peixes em sua grande
maioria ocorre de forma sazonal, ou seja, estes requerem certo periodo para
desenvolver seus gametas e libera-los de forma gradual ou total, podendo ocorrer
variacfes na morfologia do ovario, na composic¢éo do vitelo dos gametas, no tempo
de maturacdo, no tamanho e no tempo de reabsorcdo das estruturas
remanescentes, entre outras (AMORIM, 2007).

2.2.1 Estrutura ovariana

Na maioria dos peixes teledsteos, o ovario € um Orgao par que se estende no
sentido cranio-caudal e se funde na regido caudal formando o ducto ovocitario
comum. Contudo, podem ocorrer distingbes dentre algumas espécies, em que 0sS
ovarios podem se fundir ou um deles pode se degenerar e em ambos 0s casos
permanecer um 6rgao unico (NAGAHAMA, 1983).

A espécie estudada se encontra no grupo dos peixes teledsteos que tem
seus ovarios fundidos e assim formando um 6rgéo Unico. A desova ocorre de forma
parcelada e por um longo periodo, podendo desovar por todo o ano em condi¢cfes
de qualidade da agua e nutricdo adequadas. Portanto o ovario apresenta sempre
(apds sua maturacao) ovécitos em todos os estadios de desenvolvimento ovocitario
(REID e HOLDWAY, 1995).

Segundo a descricdo histoldgica de Guimardes-Cruz et al. (2005) os ovarios
de Loricaria letiginosa sdo revestidos por uma tunica albuginea de tecido conjuntivo.
Essa tanica tem prolongamentos de septos para o lumen do ovario formando as
lamelas ovigeras que vao conter as células da linhagem ovogénica. A mesma
formacao de lamela foi observada em Oncorhynchus mykiss por Grier et al. (2007) e
em Pimelodus maculatus por Amorim (2007). Segundo Nagahama (1983) esta

organizacdo € conhecida como tipo cisto-ovariana.
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Dentro das lamelas ocorre o desenvolvimento dos ovdcitos. Este se da
inicialmente com as oogbnias que sdo as menores células da linhagem ovogénica,
também conhecidas como células primordiais. Essas células estdo presentes em
ninhos nas lamelas e se dividem por mitose, dessa forma, uma célula fica no ninho
como reserva para o proximo ciclo, ja a outra entra em meiose dando origem aos
ovOcitos e iniciando assim o processo de ovogénese. Durante a ovogénese 0s
ovocitos derivados da mitose das oogbnias se completam formando o complexo
ovocitario. Este é constituido pelo ovdcito, circundado por uma camada de células
foliculares, rodeado pela membrana basal e células da teca, que possuem natureza
conjuntiva (BENJAMIN, 2004; AMORIM, 2007). Ap6s o término da ovogénese se da
o inicio da maturacéo, que é dividida em duas fases principais: fase avitelogénica e

fase vitelogénica.

2.2.1.1 Fase avitelogénica

Essa fase também pode ser conhecida como crescimento priméario (AMORIM,
2007) ou pré-vitelogénica (CHINI et al, 2001; GARCIA et al., 2001). Esse processo
se inicia quando as camadas foliculares completam sua formacdo. A zona radiata,
uma das camadas que constituem o complexo ou envelope folicular, apresenta
multiplas fungdes, como: passagem de substéncias para o interior do ovdcito;
protecdo contra injarias mecanicas e patdégenos; e promove a adesdo dos ovos ao
substrato (NAGAHAMA, 1983; AGOSTINHO et al., 1987).

As camadas externas do envelope folicular apresentam diferenca em sua
espessura de acordo com a espécie e fase de maturacdo do ovocito (NAGAHAMA,
1983). O aparecimento das camadas externas do envelope folicular também pode
acontecer em momentos distintos, de acordo com a espécie. Como em Cakici e
Uclincli (2007) e Shabanipour e Hossayni (2010) em estudos com Danio rerio e
Cyprinus carpio, respectivamente, onde nao foi observado o surgimento destas
camadas na fase avitelogénica. Ja em Guimardes e Quagio-Grassiotto (2001), no
estudo com Serrasalmus spilopleura, o surgimento das camadas externas ocorreu

durante a fase avitelogénica.
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7

Esta fase é caracterizada pela auséncia de vitelo, sendo assim,
histologicamente os ovOcitos apresentam caracteristicas tais como: nucleo esférico
e intensamente basofilico; inicialmente redondo e mais tarde torna-se disforme,
devido a pressédo aplicada pelo preenchimento do citoplasma; presenca do nudcleo
vitelinico ou de Balbiani, aumento progressivo do volume do citoplasma e dessa
forma, diminuicdo da relagdo nucleo-plasmética; o nucleo origina muitos outros
nucléolos pequenos e periféricos. Em algumas descrices os autores dividem este
periodo avitelogénico em duas subfases ovocitarias (NAGAHAMA, 1983; CHINI et
al, 2001; GARCIA et al., 2001; STEQUERT et al., 2003).

2.2.1.2 Fase vitelogénica

Os alvéolos corticais (AC) sao, geralmente, as primeiras estruturas
observadas microscopicamente na area citoplasmatica do ovécito (NAGAHAMA,
1983). Bazzoli e Godinho (1994) constataram em 102 espécies de peixes teledsteos
gue os AC surgem inicialmente rodeando a periferia do citoplasma e gradualmente
aumentam em numero e volume, até preencherem quase por completo o citoplasma
do ovacito. Estes mesmos autores sugerem que as variacdées na morfologia e na
composicdo quimica do alvéolo cortical das diferentes espécies estudadas podem
expressar diferentes mecanismos de bloqueio de polispermia, dessa forma, tendo
funcdo direta na fecundacdo. Segundo Tyler e Sumpter (1996), o AC libera o seu
conteudo (glicoproteinas e enzimas associadas) no espaco perivitelino durante a
fertilizacdo, este contetdo tem a funcédo de endurecer o cérion (zona radiata) apés a
ovulacao e, assim, impedir que multiplos espermatozoides fecundem o ovécito.

Menn et al. (2007) relatou que o inicio da inclusdo de vitelogenina no
citoplasma do ovdcito ocorre durante a fase de alvéolo cortical, e que este ocorrido
s6 pode ser visualizado em microscopia eletrbnica. Este mesmo autor afirma ainda
que, quando no citoplasma, a vitelogenina se funde com lisossomos, conhecidos
como corpo multivesicular (CMV), proveniente do aparelho de Golgi (nucleo
vitelinico). O CMV contém enzimas lisossomais, incluindo catepsina D, que
possibilita clivar a vitelogenina em pequenas proteinas do vitelo. O CMV aumenta

em tamanho e sdo gradualmente transformados em pequenos granulos de vitelo,
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em seguida grandes globulos de vitelo. Essa deposicdo se intensifica até o
citoplasma ser tomado quase por completo pelo conteudo vitelinico, o que provoca
um aumento consideravel no seu volume (BENJAMIN, 2004). Neste estagio as
camadas foliculares do ovocito comecam a ficar claramente perceptiveis. Com o
aumento na deposicao de vitelo o ovécito cresce, as vesiculas vitelinicas aumentam
em tamanho e numero, e ficam visiveis por todo o citoplasma, por fim, os glébulos
vao se aglutinando até se tornar uma massa homogénea. Quando ha a migracéo do
ndcleo para a periferia, os ovocitos sdo considerados como maduros (CHINI et al,
2001; GARCIA et al., 2001; STEQUERT et al., 2003).

Ao atingir a maturacdo os peixes necessitam de estimulos ambientais para
desovar, esses estimulos irdo provocar uma reacdo hormonal que ira desencadear
a hidratacdo nos ovdcitos (principalmente em peixes marinhos) e em seguida
ovulacdo (NAGAHAMA, 1983). Em seguida, o ovocito é expulso das camadas
foliculares e liberado no limen do ovério, para posteriormente sair através da
desova (STEQUERT et al., 2003). As camadas foliculares remanescentes e que
permaneceram na lamela ovigera sdo os foliculos p6s ovulatérios (FPO), sua
presenca em Pseudoplatystoma fasciatum pode ser facilmente observada entre 0 e
24 horas ap0ls a segunda aplicacdo hormonal (ROMAGOSA et al., 2000). Apés a
desova, essas estruturas remanescentes (os foliculos p6s ovulatérios) ndo tem
funcdo enddcrina e sao absorvidas, o que envolve morte celular programada ou
apoptose das células foliculares (DRUMMOND et al., 2000).

2.3 ENERGIA DENTRO DA REPRODUCAO

Analisando o conteudo dos glébulos de vitelo de Leporinus striatus, foi
encontrado por Chini et al. (2001) a presenca de polissacarideos e proteinas
neutras, ja Bazzoli et al. (1996) encontraram glicoproteinas neutras e lipideos
neutros em Hemigrammus marginatus, Moenkhausia costae e Roeboides xenodon.

Segundo Chapovetsky et al. (2007), em diferentes espécies com distintos
estagios de maturacdo, as proteinas mais presentes no ovocito sdo provenientes da
vitelogenina. Essa presenca vai aumentando no decorrer do desenvolvimento e a

vitelogenina se torna proteina do vitelo. Durante essa transformagao as proteinas
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sdo transportadas de seus locais de sintese no figado até receptores especificos no
ovQcito. A vitelogenina é proteolisada no ovocito em derivados de proteina do vitelo
(em teledsteos, essas proteinas incluem lipovitelina e fosvitina). Estas mudancas
Sao necessarias para o0 acumulo e armazenamento de proteinas, lipideos, acucares
e fosfato dentro do ovécito (SELMAN et al., 1993).

Segundo  Sawaguchi et al. (2005) a \vitelogenina € uma
glicophospholipoproteina, que é sintetizada no figado através de estimulos via
estrogénio. Dessa forma, ap0s o estimulo deste horménio produzido no ovario, a
vitelogenina é liberada na corrente sanguinea e é transportada para o ovario onde €
incorporada no ovacito (BUN NG e IDLER, 1983). A vitelogenina penetra no foliculo
ovariano através dos capilares da camada da teca, atinge a granulosa e entra em
contato com a superficie do ovécito, onde, através dos canais de poros da zona
radiata seréo inclusos como glébulos de vitelo no citoplasma do ovdcito (BABIN et
al., 2007).

2.4 FOLICULO POS OVULATORIO (FPO)

Os foliculos pés ovulatérios sdo constituidos pelas camadas mais externas
do envelope folicular, que sdo as camadas de células da granulosa e da teca
(FITZHUGH e HETTLER, 1995; FAVARO e CHAVES, 1999; ROMAGOSA et al.,
2000; GUIMARAES-CRUZ et al., 2005; GRIER et al., 2007). S0 estruturas com
[imen, que direcionam sua abertura ao limen do ovario, para onde 0s ovocitos
partem ao serem ovulados. Dentro do lumen destes foliculos pds ovulatorios
permanecem as células micropilares remanescentes da ovulagcdo (HUNTER e
MACEWICZ, 1983; GRIER et al., 2007). Segundo Grier et al. (2007) os foliculos sédo
altamente vascularizados, contendo hemécias e leucdcitos, também observado em
Pseudoplatystoma fasciatum (ROMAGOSA et al.,, 2005), Astyanax bimaculatus
lacustris (DRUMMOND et al., 2000) e Brevoortia tyrannus (FITZHUGH e HETTLER,
1995).

Segundo Drummond et al. (2000) o processo de absor¢céo destas estruturas
remanescentes ocorre por morte das células foliculares, processo que se inicia apos

a desova. Ainda segundo estes autores, essas estruturas ndo apresentam funcéo
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enddcrina e sdo rapidamente absorvidas. Inicialmente o processo de absorcédo é
mecanico, os foliculos diminuem e se tornam enrugados ocorrendo
consequentemente a reducao do limen (FITZHUGH e HETTLER, 1995). Ja na fase
final de absorcdo esse processo se intensifica tornando mais evidente a hipertrofia
das células e intensa vascularizagcdo dos foliculos. As células da teca e da camada
folicular se apresentam desordenadas e penetram cada vez mais no liamen
(ROMAGOSA et al., 2005).

A duracdo para absorcdo destas estruturas pode variar entre espécies e
estratégias reprodutivas apresentadas pelas mesmas e por fatores exdgenos
presentes no ambiente. Dentre os fatores ambientais a temperatura € a mais
relatada como fator determinante no tempo de absorcado, alguns autores relataram
diferenca significativa nesse processo em Brevoortia tyrannus (FITZHUGH e
HETTLER, 1995) com variacao de 5°C na temperatura.

Segundo Hunter e Macewicz (1983) através da definicdo de periodos de
absorcdo do foliculo pds-ovulatorio € possivel analisar a frequéncia de desova e

consequentemente a biomassa e, por fim, estimar a producéo.

2.5 ATRESIA FOLICULAR

Atresia diz respeito a reabsorcdo de ovOcitos que interromperam seu
desenvolvimento e ocorre principalmente apés a desova quando os ovécitos ndo
ovulados remanescentes necessitam ser reabsorvidos para reorganizacao do ovario
e inicio do novo ciclo de desova (CHINI et al.,, 2001; GARCIA et al., 2001). Os
ovOcitos ndo ovulados que entram em atresia passam pelas seguintes mudancas
durante este periodo: surgimento de fendas na zona radiata, o citoplasma da
periferia torna-se liquefeito, hipertrofia das células foliculares que se tornam
vacuolizadas devido a digestédo do vitelo e dos resquicios da zona radiata e invasao
do citoplasma pelas células foliculares, que acumulam pigmento castanho-
amarelado. Estas caracteristicas sdo similares para algumas espécies de peixes
teledsteos (CHINI et al., 2001; GARCIA et al., 2001; BENJAMIN, 2004; AMORIM,
2007).
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As células foliculares sao responsaveis pela digestdo destas estruturas, além
delas, os vasos sanguineos da teca aumentam em namero durante este processo, 0
gue pode indicar a participacdo de suas células (BENJAMIN, 2004). Varios fatores
como estresse ambiental, jejum, agentes toéxicos, fotoperiodo, temperatura,
confinamento e niveis hormonais inadequados podem induzir a atresia durante o
desenvolvimento ovariano e consequentemente reduzir a fecundidade
(NAGAHAMA, 1983; FITZHUGH e HETTLER, 1995; LEONARDO et al., 2006)

A atresia folicular é mais frequentemente encontrada em ovOcitos
vitelogénicos, mas é possivel observa-la em ovocitos em todas as fases de
desenvolvimento (RIZZO e BAZZOLI, 1995; MIRANDA et al., 1999).

Normalmente essas estruturas em degeneracao sao caracteristicas de peixes
em final do periodo reprodutivo, mas é comum encontra-las por todo periodo
reprodutivo (HUNTER e MACEWICZ, 1983). A atresia pode gerar marcas de desova
que vao durar até a proxima estacdo de desova (RIZZO e BAZZOLI, 1995;
MIRANDA et al., 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMBIENTE EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido no setor de Aquicultura da Unidade de Apoio a
Pesquisa em Zootecnia do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA)
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos
dos Goytacazes-RJ. O processamento do material foi realizado no Laboratério de
Zootecnia e Nutricdo Animal (LZNA) situado no CCTA e no Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal (LMPA) do Hospital Veterinario da UENF.

Os animais utilizados no experimento foram provenientes do plantel de
Melanotaenia praecox do setor de piscicultura do LZNA/CCTA. Foi preparado um
lote de peixes jovens e de mesma idade proveniente de desovas das matrizes do
laboratorio. Para impedir que houvesse reproducédo nos tanques de cultivo, quando
estes animais atingiram a maturidade sexual foram separados em dois tanques,
sendo um contendo apenas machos e outro fémeas. Dessa forma, os foliculos pés
ovulatérios observados foram provenientes das desovas programadas durante o
experimento, e ndo remanescente do periodo em que 0s animais estiveram nos
tanques de cultivo.

Os animais foram distribuidos em 27 aquarios experimentais, sendo que foi
acondicionado um casal de M. praecox por aquario experimental. Os aquarios
experimentais foram compostos por caixas de material plastico transparente (Figura
2), com volume util de 40 litros. Cada aquario continha uma entrada e uma saida de
agua, e estavam interligados a uma caixa com filtro mecéanico e bioldgico e a outra
com uma bomba subaquética que proporcionava o retorno da agua para 0s

aquarios, assim, permitindo a circulagéo entre eles.
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Figura 2. Aquarios experimentais do setor de piscicultura do Laboratério de
Zootecnia e Nutricdo Animal/CCTA/UENF.

A qualidade da agua do sistema foi monitorada diariamente através de
medicdes de pH, oxigénio dissolvido e temperatura, e semanalmente por medi¢des
de amdnia. Para evitar variagcdes nestes parametros foi feita limpeza dos aquarios
com troca de agua periodica, evitando assim sobrecarga de matéria organica no

sistema.

3.2 BIOMETRIA

Ao término do experimento foi feita biometria dos animais para obtencao dos
seguintes dados: comprimento total (CT); comprimento padrao (CP); altura (A); peso
(P). Antes da biometria, os animais foram submetidos a eutanasia por choque
térmico em agua a 0°C, e posteriormente a afericdo dos dados foi realizada
disseccdo e fixagao do ovario em formalina neutra tamponada a 10%. Os pesos dos
ovarios e figados foram mensurados em balanga analitica com precisdo de 0,0001

gramas para obtencédo dos indices gonadossométicos e hepatossomaticos.
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3.3 ALIMENTACAO

Para alimentacdo dos animais durante o periodo experimental foi utilizada a
racdo “Soma Peixe Juvenil 42” (Tabela 1) com 4 milimetros de diametro. Esta foi
moida e peneirada para retirada do farelo proveniente da moagem. Essa racédo €
recomendada pelo fabricante para alimentacdo de juvenis, entretanto, como
matrizes em periodo reprodutivo tem uma maior demanda nutricional, essa racao foi
considerada apropriada. Os animais foram alimentados a vontade, trés vezes ao
dia, por todo o periodo experimental. Os horarios de alimentagéo foram as 09:00,
13:00 e 17:00 horas. Duas vezes por semana foi feita limpeza mediante
sifonamento além de troca de agua dos aquarios para retirada de fezes e restos de
racdo, assim, impedindo que ocorresse sobrecarga no sistema e variagdo dos
parametros de qualidade de agua.

Tabela 1. Niveis nutricionais da racéo utilizada no experimento.

Componentes UN? Valores
Proteina Bruta % 42
Extrato Etéreo % 9
Energia Digestivel Kcal/kg 3.800
Célcio % 3
Fésforo % 1,5
Vitamina mg 525

! Unidades de medidas

3.4 COLETAS

Para avaliacdo do tempo de reabsorcdo dos foliculos pés ovulatorios (FPO),
apos um periodo de 20 dias de alimentac&o, os animais foram induzidos a desova
por estimulo ambiental, para isso, foram colocados substratos naturais (aguapés)
em cada aquario experimental para receberem o0s ovos adesivos. Esses substratos

foram colocados durante a madrugada, ja que esses animais apresentam estimulos
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para desova durante o nascer do sol. Na primeira hora ap6s o amanhecer, 0s
substratos foram vistoriados a procura de ovos. Caso houvesse desova, este
momento foi considerado dia 0 (DO) e deste momento em diante se fez a contagem
dos dias para coleta das matrizes. Em caso de ndo desova, 0S aguapés eram
retirados e ap6s um periodo de descanso era feita nova tentativa de desova com
recolocacdo dos substratos. Os animais que desovaram foram submetidos a
biometria e disseccdo para coleta do ovario. Posteriormente, os ovarios foram
submetidos a processamento histologico para confeccdo de laminas permanentes
coradas em hematoxilina e eosina (HE) para analise dos foliculos pés ovulatorios
bem como para descri¢ao histolégica dos mesmos e do ovario.

A partir das laminas histolégicas foi avaliado no ovario o tempo (em dias)
necessario para a reabsorcdo dos FPOs. Para isso, houve uma determinacéo de
dias de coleta ap6s a desova, sendo que, para cada dia foram coletados ovérios de
trés fémeas. Os periodos de coleta foram os seguintes: DO (primeiros momentos
apos a confirmacédo da desova), D2 (dois dias apds confirmacéo da desova) e assim
sucessivamente, D4, D6, D10, D15, D20, D25, D32. Dessa forma, ao todo foram
coletados ovarios de 27 fémeas. Foram observados, portanto, nove tempos pos
desova para a reabsorgcéo de FPOs com trés repeticbes para cada tempo.

Além da avaliacdo do tempo de reabsor¢cdo dos foliculos, as laminas
histol6gicas foram utilizadas para analise morfométrica e morfolégica dos ovarios e

dos estagios ovocitarios de M. praecox .

3.5 ANALISES HISTOLOGICAS

Assim que as fémeas foram coletadas, as mesmas foram insensibilizadas em
agua a zero grau Celsius e apds serem sacrificadas, foi realizada a coleta de
material (ovario e figado) para pesagem e posterior processamento histoldgico no
Laboratorio de Morfologia e Patologia Animal da UENF.

Durante a necropsia os orgados alvo foram avaliados macroscopicamente
quanto a forma, textura, consisténcia e coloracdo das superficies. O ovario foi

coletado inteiro, pesado em balanca analitica com precisdo de 0,0001g e
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imediatamente fixado em formalina neutra tamponada a 10%. Cada ovario foi fixado
por um periodo minimo de 24 horas. O figado dos peixes foi apenas pesado.

A seguir as amostras inteiras foram acondicionadas em histossetes plasticos
para posterior processamento em processador automatico (Leica® TP1020), onde
foram desidratadas em cinco banhos sequenciais de alcool etilico, sendo o primeiro
banho em élcool a 70%, o segundo em alcool a 90% e os seguintes em alcool
absoluto, com duracdo de uma hora cada. A seguir procedeu a clarificacdo das
amostras por imersdo em dois banhos de xilol, de uma hora cada e embebicéo por
imersao das amostras em dois banhos, de 30 minutos cada, em parafina histolégica
a 60°C. Em sequencia o material foi incluido no préprio histossete em que foi
acondicionado.

Apos a solidificacdo, os blocos foram resfriados e cortados em secdes de
cinco micrébmetros de espessura, em micrétomo semi-automatico (Leica® RM2145).
Os cortes foram colocados em banheira histolégica, de onde foram coletados com
laminas de vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina (HE)
para analise microscopica.

As fotomicrografias obtidas foram documentadas e arquivadas utilizando
maquina fotografica digital INFINITY1 e software INFINITY ANALYZE, adaptada em
microscopio optico (Nikon® ECLIPSE E2000).

3.6 ESTATISTICA

Os dados das variaveis obtidos a cada coleta foram submetidos a anélise de
variancia em nivel de 5% de significancia. Em caso de diferencas, aplicou-se teste
de Tukey, utilizando o programa estatistico SAS 9.0 (SAS Inc., Cary, NC, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 FATORES FISIOLOGICOS E AMBIENTAIS

O resultado do teste de médias para os indices gonadossomatico,
hepatossomatico e fator de condicdo durante cada periodo de reabsorcdo dos
foliculos pos ovulatérios ndo apresentaram diferenca. Estes resultados indicam que
0s animais trabalhados estavam em estagios semelhantes de desenvolvimento
gonadal.

As variadveis oxigénio, pH e temperatura apresentaram médias e desvio
padrdo de 5,83 + 0,15 mg/L, 6,91 £ 0,21 e 28,64 + 1,11 °C, respectivamente. Os
valores de amonia total se apresentaram durante todo o periodo experimental nas

condi¢Oes ideais para peixes tropicais.

4.2 MORFOLOGIA DO OVARIO

O ovério de M. praecox € um 6érgao Unico, arredondado que ocupa a parte
anterior da cavidade celémica e apresenta coloracdo amarelada (Figura 3). Este
orgdo é revestido pela serosa peritoneal que o prende a cavidade abdominal e ao
intestino pelo mesovario. Logo abaixo desta serosa se encontra uma conjuntiva, a
albuginea ovariana, que delimita o parénquima do ovario. A albuginea emite, para o
interior do 6rgdo, septos conjuntivos incompletos, as lamelas ovuligeras, que
suportam e envolvem ovogénias e ovdcitos. A albuginea e, consequentemente, as
lamelas ovuligeras possuem fibras conjuntivas, nervos, vasos sanguineos, células

do conjuntivo e células musculares lisas.
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FIGURA 3. Fémea de M. praecox com cavidade celdmica aberta. Seta indicando
a posicao do ovario (Ov). Ovario em destaque.

Microscopicamente foi observado ovogobnias geralmente agrupadas em
ninhos e ovécitos em todos os estagios (1, 2, 3 e 4) de desenvolvimento ovocitario,
(Figura 4 e b5). Estes estagios vdo desde ovocitos primarios até ovocitos
vitelogénicos avancados. Esta caracteristica se deve ao comportamento reprodutivo
da espécie estudada, que se da de forma intermitente, ou seja, desovas repetidas
ao longo do periodo reprodutivo. A denominacdo usada para esse tipo de

organizacao ovariana é assincronica.
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FIGURA 4. Lamina histoldgica do ovario de M. praecox com diferentes tipos
ovocitarios, em coloracdo de H/E. O1: Ovdcito em crescimento

primario; O2: Crescimento secundario; O3: Fase de alvéolo cortical;
O4: Vitelogénico.

Através da analise histologica dos ovarios de M. praecox foram determinados
guatro estadios de desenvolvimento ovocitario. Sendo eles definidos como: ovécitos

em crescimento primario (O1); crescimento secundéario (O2); em fase de alvéolo
cortical (O3); e por ultimo, vitelogénico (O4).

4.3 OVOGONIAS (Og) E OVOCITOS EM CRESCIMENTO PRIMARIO (01)

Em M. praecox ovogbnias sdo pequenas células com citoplasma escasso e
finamente granular, nicleo grande, ovoide e centralmente localizado com um

nucléolo unico, proeminente e esférico. Seu nucleo claro tem cromatina em grumos
pequenos na periferia da carioteca.
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Os ovécitos em crescimento primario sS40 pequenos em sua maioria com
didametro médio de 65,48 + 19,35 um (Figura 5). Seu citoplasma apresenta-se vitreo
e basdfilo, caracteristica esta que foi diminuindo com o crescimento da area
citoplasmatica. Seu nucleo é grande, arredondado, posicionado ao centro e com
nucléolos aderidos a face interna do envoltério nuclear. Nesta fase de
desenvolvimento ovocitario o nucleo ocupa a maior parte do ovécito em relagdo ao
citoplasma. A zona radiata ndo foi perceptivel nestes ovdécitos, assim como as

camadas foliculares externas constituidas pela granulosa e a teca.

FIGURA 5. Ovdcito avitelogénico em crescimento primario (Ol1) e ninho de
ovogonias (Og).

4.4 OVOCITOS EM CRESCIMENTO SECUNDARIO (02)

A zona radiata ja pode ser vista nesta fase, porém, as camadas foliculares
externas ndo sdo ainda claramente perceptiveis. O citoplasma ainda basdfilo tem
agora aspecto granular; a relacdo nudcleo plasmatica nitidamente diminuiu,
entretanto, o nucleo permanece grande, com cromatina na forma de granulacdes

finas (Figura 6). O diametro médio destes ovécitos foi de 116,52 + 17,3 um. O
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nuacleo vitelinico, geralmente presente nestes ovoécitos nesta fase de

desenvolvimento, nao foi observado.

4.5 OVOCITOS EM ESTAGIO DE ALVEOLO CORTICAL (03)

Os alvéolos corticais (AC), que caracterizam este estagio ovocitario, surgiram
primeiramente como pequenos vacuolos, quase que imperceptiveis, na zona
periférica do citoplasma do ovdcito 3 (Figura 7A) e com o decorrer de seu
desenvolvimento foram se tornando maiores em tamanho e em nuamero (Figura 7B).
A medida que aumentavam, os AC preenchiam cada vez mais o citoplasma,
tornando os ovocitos maiores e se direcionando para o nucleo (Figura 7C). Este
que, antes era grande, de formato circular, claro, com cromatina em granulacdes
finas e nucléolos irregulares, foi se tornando disforme, pequeno em relacdo ao
citoplasma e fortemente corado pela eosina. A fase final de alvéolo cortical se da

guando estas estruturas preenchem quase por completo o citoplasma (Figura 7D).
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FIGURA 7. Ovdcitos em diferentes etapas de visualizacdo do alvéolo cortical,
formado pelas vesiculas corticais (setas).

Essa fase ovocitaria apresentou diametro médio de 230,83+77,47 um. Os
ovocitos em inicio de formacdo de alvéolos corticais ja apresentavam zona radiata
mais perceptivel e formagdo das camadas foliculares externas. No decorrer do
crescimento do ovécito estas camadas se diferenciaram, se tornando mais
espessas e visiveis. A zona radiata, ainda com peguena espessura, foi visualizada
como uma camada com coloracdo fortemente eosindfila e destacada em relacéo ao
citoplasma. Em meio as células da granulosa surgiram estruturas filamentosas com
aspecto proteico (Figura 10), as quais, devido a tatica reprodutiva desta espécie de
depositar ovos adesivos, foram caracterizadas como filamentos de adesividade ou

de fixagéo.
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4.6 OVOCITOS VITELOGENICOS (04)

O inicio da fase de ovocito vitelogénico ocorre quando, ainda com uma
grande presenca de alvéolos corticais nos ovocitos, surgem glébulos/granulos de
vitelo que apresentam coloracéo aciddfila de tonalidade réseo-avermelhada (Figura
8A). Essa coloracdo surge em laminas coradas com hematoxilina/eosina em
consequéncia da afinidade tintorial de proteinas pela eosina. Como a vitelogenina
(substancia componente do conteudo vitelinico) pode apresentar caracteristica
proteica semelhante a observada, os glébulos foram definidos como sendo glébulos
de vitelo, sendo assim, 0s ovoécitos com estas caracteristicas foram considerados
como em inicio de vitelogénese.

De acordo com que os ovocitos se desenvolvem o numero de glébulos de
vitelo aumenta (Figura 8B), dessa forma, o ovoécito aumenta de tamanho
consideravelmente atingindo diametro médio de 579,33£126,1 pum. Durante o
processo final de vitelogénese, os glébulos de vitelo do mesmo ovdcito se fundem
para formar grandes plaquetas de vitelo (Figura 8C) ao redor do ndcleo, nem
sempre visivel em meio ao vitelo. Com o preenchimento do citoplasma por granulos
de vitelo o alvéolo cortical, antes bem visivel no citoplasma, agora passa a ser
evidente apenas na periferia do citoplasma (Figura 9). Em conjunto com esse
crescimento e desenvolvimento, as camadas (envelope folicular) que rodeiam o
ovOcito vao se diferenciando e tomando forma. Essas camadas sdo distinguidas

como zona radiata, granulosa e teca.
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FIGURA 8. Ovdcitos vitelogénicos em diferentes estagios de desenvolvimento. A:
Ovacito vitelogénico em inicio de formacao de glébulos. Glébulos de
vitelo destacados dentro dos circulos. B: Ovdcito vitelogénico com
maior incluséo de vitelo. Globulo de vitelo destacado dentro do circulo.
C: Ovacito vitelogénico com fusdo avancada dos glébulos de vitelo.

A zona radiata, que, nesta fase de desenvolvimento ovocitario, € mais grossa
e fortemente corada pela eosina, pode ser observada como uma camada Unica e
estriada, estas estrias sdo responsaveis pela passagem da vitelogenina para o
interior do ovécito, o que explica seu desenvolvimento nesta fase, que €

caracterizada pelo acumulo de vitelo no citoplasma do ovdcito.
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FIGURA 9. Desenho esquematico das caracteristicas morfoldgicas do ovocito de M.
praecox. Setas pretas internas indicam alvéolos corticais na periferia do
citoplasma. Filamentos de adesividade indicados por setas vermelhas
na camada da granulosa. G: camada da granulosa; Zr: Zona radiata,
Gv: glébulo de vitelo; Ac: Alvéolo cortical.

A granulosa e a teca também apresentaram mudancas nesta fase, com
aumento de sua espessura e desenvolvimento celular. As células foliculares, que
formam a camada granulosa, variaram seu formato de cubica para cilindrica de
acordo com o crescimento deste ovocito. O ndcleo das células foliculares
apresentava-se basofilo com nucléolo evidente ao centro e citoplasma sem limite
citoplasmatico nitido. Além destas mudancas, foram observados vacuolos presentes
por toda a camada granulosa. Os filamentos adesivos (proteicos), agora em maior
namero que na fase anterior, foram vistos cortados longitudinalmente ou
transversalmente, entre as células foliculares, assim como ilustrado na figura 10 e
11.



FIGURA 10. Fotomicrografia de lamina histolégica do ovéario de M. praecox em
aumento de 40x. llustracdo das camadas que rodeiam o ovdcito de
dentro para fora: Zona Radiata (ZR); Granulosa (Gr); Nucleo das

células da granulosa (N); Vacuolos (V); Filamentos de adeséao (Fa);
Teca (Tc); Células sanguineas na teca (Cs).

FIGURA 11. Desenho esquematico das caracteristicas morfolégicas das
camadas do ovocito de M. praecox. Zona Radiata (ZR);
Granulosa (Gr); Nucleo das células da granulosa (N); Teca (Tc);

Células sanguineas na teca (Cs); Vacuolos (V); Filamentos de
adesao (Fa).
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4.7 REABSORCAO DOS FOLICULOS POS OVULATORIOS

O ovocito vitelogénico, apés a ovulacdo, deixa na lamela ovuligera suas
camadas (envolt6rio) mais externas, constituidos da zona granulosa e da teca, que
se apresentam flacidas e dobradas para dentro da cavidade deste envoltério que
agora se denomina foliculo p6s ovulatério ou foliculo vazio (Figura 12A). A célula
micropilar, comumente visualizada dentro destes foliculos, ndo foi observada nestes
foliculos do peixe estudado. Inicialmente os foliculos pds ovulatérios apresentam um
limen amplo, anteriormente ocupado pelo ovdcito recentemente expelido. A
camada de células foliculares € evidente e organizada. O poro de ovulacdo também
comumente observado na descricdo de foliculos pds ovulatorios de outros peixes
ndo foi observado neste trabalho. A teca, camada mais externa do envoltorio, ndo
se apresentava muito evidente devido sua pequena espessura. Entre as camadas
foliculares ndo havia mais a presenca dos filamentos protéicos de adesividade
observados entre as células, quando os ovdcitos ainda se encontravam nas lamelas
ovuligeras. Esta observacdo sugere que tais estruturas sairam junto com o ovdcito
durante a ovulacdo para cumprir seu papel de adesividade ovocitéria.

Os vacuolos anteriormente encontrados na camada granulosa durante o
desenvolvimento ovocitario, antes alongados devido a compressao que o ovocito
causava a essa camada, se tornaram amplos, arredondados em sua maioria e ao
seu redor pode-se observar nucleos basofilos das células foliculares. Com dois dias
apos a desova, devido a constricdo sofrida pelo foliculo os vacuolos diminuiram de
tamanho, no quarto dia estas estruturas eram quase imperceptiveis, entretanto
iniciou-se o surgimento de novos vacuolos, ainda pequenos e arredondados, que
sdo causados pelo inicio da absor¢cédo das células foliculares. Estas estruturas se
desenvolveram progressivamente até o dia 25, onde ocorreu uma ocupacédo total
dos foliculos por grandes vacuolos.

No dia 32 os foliculos p6s ovulatérios apresentavam aspecto de uma massa
amorfa residual (Figura 12D), circundada e infiltrada por tecido conjuntivo. Nesse
periodo os foliculos ja apresentavam tamanho reduzido confirmando assim o final
de sua reabsorcdo. Foi observada também a presenca de células sanguineas de

defesa em todos os momentos do processo de reabsorgéo.
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A: foliculo recém formado. B: Foliculo com 6 dias apods a desova. C:

Foliculos com 15 dias ap0s a desova. D: Foliculo com 32 dias apos a
desova.
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Quadro 1. Descri¢cdes morfoldgicas dos foliculos pos ovulatérios de M. praecox em diferentes estagios de reabsorc¢ao.

CARACTERISTICAS DIAS
0 2 4 6 10 15 20 25 32
. Grande reducao
Mais . &
> . da area do Massa
desorganizado; foliculo; amorfa
Camada de Inicio de Aumento de Maior aumento da a arent:al residuai
células restricdo do granulacgdes; Manteve as o x invaséo de Aspecto mais P e
Aspecto foliculares [imen pelo obstrucéo caracteristicas desorganizagdo tecido vacuolado e aspecto redu2|da,
evidentes e rocesso de rogressiva anteriores da zona conjuntivo; ranuloso residual, circundada
organizadas Eeabsor 50- P doglumen' granulosa éJreas ! 9 ’ caracteristica de e infiltrada
9 a0 ! totalmente massa disforme por tecido
: de tecido conjuntivo
obstruidas S
conjuntivo
Hipertrofia das .
Inicio de P células Células Pouca
Mais frouxas | Células epitélio . R Lo Aumento da ; . foliculares muito e
Células da zona e colunares; cilindrico chleos desorganizagao Diminui¢ao da desorganizagao foliculares; hipertrofiadas; definigdo
granulosa nicleo ’ simples: maiores e e aumento de basofila da camada de aumento da sem aspecto d,e celular;
basofilo ndcleo %asé’;filo mais visiveis estruturas folicular; células folicular desorganizacgao carr?a da aspecto
conjuntivas da zona granular
granulosa
granulosa
. . Vacuolos
-~ Surgimento Vacuolos
, Inicio de . Aumento da Aumento da grandes por
Vacuolos Presenca = de vacuolos Se manteve A Se manteve . grandes por
reducao : ~ vacuolizacao; vacuolizagéo; . todo o
de digestéo. todo o foliculo :
foliculo
. = Continua Lumen quase Lumen quase Ainda se pode
. Inicio de Reducao do , . .
Lumen Amplo = . aumento de totalmente totalmente ver o limen Inexistente Inexistente
reducao [imen ~ P p .
obstrucéo obstruido obstruido residual
Presenca Presenca de Presenca
Células sanguineas & células de de vasos
em pequeno Se manteve Se manteve Se manteve Se manteve Se manteve Se manteve .
de defesa ; defesa sanguineos
numero e
mononucleares na periferia
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5. DISCUSSAO

Os ovarios de M. praecox foram identificados como um érgdo Unico e de
formato arredondado, distinto do ovario da maioria dos peixes teledsteos.
Entretanto, internamente sua constituicdo € semelhante a de outros peixes
teledsteos, com ovogonias, ovocitos com células foliculares circundantes, tecido de
suporte ou estroma, tecido nervoso e vascular (NAGAHAMA, 1983). O padrédo de
desenvolvimento dos ovocitos de M. praecox foi caracterizado como sendo
assincrénico, em que os ovos sao recrutados de uma populagdo heterogénea de
desenvolvimento ovocitario e sao subsequentemente ovulados em diversos
periodos durante cada estacdo de desova (SCOTT, 1987). Geralmente os autores
dividem os estadgios de desenvolvimento dos ovoécitos baseados em fatores
morfolégicos, o que, de acordo com a espécie, apresenta vasta variacdo, como:
Nejedli et al. (2004) descreveram 4 estagios para Sardina pilchardus; Shabanipour e
Hossayni (2010) descreveram 5 estagios para Cyprinus carpio; Yamamoto et al,
(1965) dividiram o desenvolvimento dos ovécitos de Salmo gairdneri irideus em 8
estagios; Stequert et al. (2003) descreveram 6 estagios para Vinciguerria nimbaria.
No presente trabalho foram identificados 4 estdgios, sendo: ovocitos em
crescimento primario (O1); crescimento secundario (02); alvéolo cortical (O3); e por
altimo, vitelogénico (O4).

Concordando com Amorim (2007) para Pimelodus maculatus, na fase de
crescimento primario o nucleo é grande, com presenca de inumeros nucléolos
situados na periferia do nucleoplasma. O citoplasma dos ovdcitos primarios de M.
praecox foi semelhante aos de Sardina pilchardus, que, inicialmente foram basoéfilos
e gradualmente com o crescimento dos ovocitos essa basofilia foi diminuindo
(NEJEDLI et al., 2004). A ndo observagao, neste trabalho, das camadas foliculares
nesta fase de desenvolvimento ovocitario, coincidiu com os relados de Cakici e
Uctlinci, (2007) e Shabanipour e Hossayni (2010) em estudos com Danio rerio e
Cyprinus carpio, respectivamente.

Os ovocitos em estagio de desenvolvimento secundario (O2) seguiram o
padrao descrito por Stequert et al. (2003) para Vinciguerria nimbaria, onde os
ovocitos foram maiores do que aqueles na fase anterior, apresentavam nucleo com

diversos pequenos nucléolos basofilos periféricos, nucleo este que se manteve
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grande, entretanto, houve aumento do citoplasma diminuindo assim a relagéo
ndcleo plasmatica em relagdo ao Ol1l. Segundo Menn et al. (2007), o aumento no
tamanho do citoplasma € causado pela inclusdo de RNA e mRNAs. O mesmo autor
relata que o mMRNA receptor de vitelogenina ¢ acumulado em larga escala no
citoplasma neste estagio.

Segundo Guimaréaes e Quagio-Grassiotto (2001), no estudo com Serrasalmus
spilopleura, foi observado durante a fase avitelogénica a formacdo do envelope
folicular, este é composto de duas camadas, uma adjacente ao ovécito, formada de
células foliculares que é coberta pela segunda camada, mais externa, denominada
teca. Em M. praecox o surgimento do envelope folicular ou ovocitario foi visivel,
inicialmente, em ovocitos em crescimento secundario, como uma estrutura fina e de
dificil identificacdo. Entretanto, Menn et al. (2007) relataram que, quando o ovécito
jovem (O1) é separado do ninho de ovogénias, esta circundado por uma camada
Unica de células da granulosa e, mais externamente, uma pequena quantidade de
células somaticas formam uma camada Unica constituida da teca associada com
vasos sanguineos. Este mesmo autor relata que, junto com o ovocito, estas
camadas de células granulosas e a teca formam o foliculo ovocitario.

O desenvolvimento da fase de alvéolo cortical para M. praecox seguiu o
padrdo encontrado por Bazzoli e Godinho (1994) em 102 espécies de peixes
teledsteos, com inicial aparecimento de pequenos alvéolos corticais circundando a
periferia do citoplasma e gradualmente aumentando em numero e volume. O
desenvolvimento da fase de alvéolo cortical se da de diferentes formas, assim,
como apresentado por Motta et al. (2005), que definiu distingbes e similaridades na
formacdo dos alvéolos corticais de 8 espécies de peixes. Ja em M. praecox o
desenvolvimento desta fase foi semelhante ao de Danio rerio, definido por Cakici e
Ucluincui (2007), em que o inicio do surgimento destas estruturas foi na zona
periférica do citoplasma e foi aumentando em numero e tamanho até o
preenchimento quase que por completo do citoplasma.

Com o avanco da fase de alvéolo cortical o nucleo do ovdcito se tornou
disforme e com aspecto opaco, assim como encontrado em ovocitos de Danio rerio
por Yon et al. (2008). Ainda nesta fase, em M. praecox, em conjunto com o
crescimento do ovdcito a zona radiata (ZR) se torna mais espessa e visivel, essa
mesma caracteristica foi relatada em outros trabalhos (SHABANIPOUR e
HOSSAYNI, 2010; JIANG et al., 2010). Os relatos de Matsuyama et al. (1991)
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podem justificar o desenvolvimento da ZR devido ao papel desta estrutura na
passagem da vitelogenina para os ovocitos, como processo de inclusdo de vitelo.
Corroborando com este autor, Menn et al. (2007) relataram que, na fase de alvéolo
cortical se inicia a inclusdo de vitelogenina no citoplasma do ovdcito, e que este
evento s6 pode ser visualizado nesta fase em microscopia eletronica. Este mesmo
autor afirma ainda que, quando no citoplasma, a vitelogenina se funde com
lisossomos, conhecidos como corpo multivesicular (CMV), proveniente do aparelho
de Golgi. O CMV contém enzimas lisossomais, incluindo catepsina D, que possibilita
clivar a vitelogenina em pequenas proteinas do vitelo. Os CMVs aumentam em
tamanho e sdo gradualmente transformados em pequenos granulos de vitelo, em
seguida grandes globulos de vitelo. Essa afirmacéo esta de acordo com os achados
de Motta et al. (2005), onde, no final da fase de alvéolo cortical inicia-se o
surgimento de densos vacuolos no citoplasma. Do mesmo modo ocorreu em M.
praecox, quando, o surgimento de densos vacuolos de vitelo foi determinante para a
caracterizacao do inicio da fase de ovadcito vitelogénico (O4).

Vitelogénese € o principal evento responsavel pelo enorme crescimento do
ovOcito em alguns teledsteos e pode ser responsavel por 95% do tamanho final do
ovo (TYLER, 1991). Esta caracteristica foi observada em M. praecox, onde 0s
ovOcitos em vitelogénese apresentaram o maior tamanho. Para a espécie estudada,
no presente trabalho, este crescimento se deu ao aumento de glébulos de vitelo em
namero e tamanho no citoplasma, do mesmo modo como foi relatado por Benjamin,
(2004) para Xiphophorus maculatus. Em M. praecox, este desenvolvimento dos
glébulos de vitelo se deu de forma desordenada, surgindo inicialmente, no
citoplasma de forma geral, como pequenos globulos entre o alvéolo cortical,
glébulos estes que foram aumentando em nimero e tamanho até ocupar quase que
por completo o citoplasma. Nejedli et al. (2004) descreveram, para Sardina
pilchardus, desenvolvimento de glébulos de vitelo distinto ao de M. praecox, onde o
surgimento inicial destas estruturas se deu na regido periférica do citoplasma e
gradualmente foi avancando em direcdo ao ndcleo. Entretanto, Cakici e Ucuncii
(2007) descrevendo o desenvolvimento dos ovécitos em Danio rerio, para a fase
vitelogénica observaram que os glébulos de vitelo surgiram ao redor do nucleo e se
estenderam em dire¢do a periferia do ovocito.

Assim como em Danio rerio (YON, 2008), na fase final de vitelogénese na

melanotaenia neon o nucleo nao estava com limites claros e definidos, o que pode
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ser atribuido ao fato do ovécito estar completamente ocupado pelos glébulos de
vitelo e ao grande crescimento do citoplasma, o que tornou menor a relagdo nucleo
plasmatica.

O desenvolvimento e diferenciacdo das camadas que compdem o envelope
folicular também foram marcantes nesta fase de ovdcito vitelogénico. A zona radiata
se tornou visivelmente mais grossa e sua estriagdo podia ser vista com mais
facilidade. Estas estrias foram, neste trabalho, mais evidentes em ovocitos mais
avancados. A mesma caracteristica pdde ser notada por Jiang et al. (2010) para
Siniperca chuatsi. A zona radiata apresenta esse desenvolvimento nesta fase
devido ao papel dela na passagem da vitelogenina para o ovécito, assim como
descreve Shabanipour e Hossayni (2010) em Cyprinus carpio.

Suzuki et al. (2000) relataram que em Loricariichthys sp. durante a maturacao
dos ovécitos um espaco foi formado entre a zona granulosa e o ovécito; a altura das
células dentro da zona granulosa declinou, e um material da zona granulosa foi
derramado no espaco. Segundo este autor, este material € responsavel pela
propriedade adesiva do ovo. No presente trabalho foram visualizados filamentos
protéicos com caracteristicas tintoriais aciddfilas entre as células da granulosa,
filamentos estes considerados como provaveis responsaveis pelas caracteristicas
de adesividade dos ovos. As diferencas entre 0os materiais responsaveis pela
adesividade dos ovos de M. praecox e dos ovos de Loricariichthys sp. se devem ao
comportamento reprodutivo distinto das espécies. Segundo Busson-Mabillot (1977)
em Cichlasoma nigrofasciata aparatos de adesividade que recobrem a zona radiata,
como filamentos e uma camada gelatinosa, sao sintetizados pelas células
foliculares durante a vitelogénese.

Os foliculos po6s ovulatorios originam-se apés a ovulacdo (expulsdo dos
ovOcitos da lamela ovuligera, na fase de maturacdo final) e sdo formados pelas
camadas mais externas do ovdcito (teca e zona granulosa), e sua presenca pode
ser observada facilmente entre 0 e 24 horas ap6s a desova (ROMAGOSA et al.,
2000). Segundo Drummond et al. (2000), estas estruturas remanescentes sao
rapidamente reabsorvidas ap0s a desova, 0 que ocorre através de morte celular
programada (apoptose).

Assim como nos relatos de Hunter e Macewicz (1983), inicialmente, no
presente trabalho, o foliculo pds ovulatério apresentou-se como uma estrutura

conspicua que logo entra em processo de reabsorcdo. Imediatamente apds a
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desova essa estrutura apresenta um limen amplo e contorcido, resultado da saida
do ovécito dos seus dois envoltérios mais externos, ou seja, das camadas da
granulosa e teca. Santos et al. (2005) relataram a presenca, dentro do lamen de
foliculos p6s ovulatérios, de um tipo especializado de célula folicular que tamponava
a micropila ou seja a célula micropilar, entretanto, esta ocorréncia nao foi observada
em M. praecox. O poro de ovulacdo é outra caracteristica que também nao foi
observado no presente trabalho, sugerindo que esta abertura de saida do ovocito,
em melanotenia neon, pode se fechar muito rapidamente apds a ovulacao.
Drummond et al. (2000) relataram que poucas horas apdés a desova as
células foliculares sofreram hipertrofia e se tornaram colunares, as mesmas
caracteristicas foram observadas nas células foliculares de M. praecox, cujo ovario
foi coletado no dia O (zero). Semelhantemente ao processo de reabsorcdo dos
foliculos pos ovulatorios no presente estudo, em Engralis encrasicolus foram
definidos estagios de reabsorcao dos foliculos pos ovulatérios, em que, no primeiro
estagio as células foliculares apresentaram leve hipertrofia e formato colunar ou
cuboidal. Os foliculos apresentam formato e lumen irregular (ALDAY et al., 2010).
Em M. praecox foram observadas, no foliculo em questdo, células
sanguineas de defesa mononucleadas desde o dia O (zero), indicando inicio de
reabsorcdo. A partir do quarto dia ap6s a desova foi observado inicio de
vacuolizagdo nos foliculos pos ovulatérios. Kaptaner e Unal (2006), através de
técnicas especificas para identificar células apoptépticas em foliculos pés
ovulatorios de Chalcalburnus tarichi, observaram que estas células estavam
presentes em larga escala na zona granulosa e em menor nimero na teca dos
foliculos desde o primeiro dia apés a ovulacdo. Corroborando com esse relato,
Drummond et al. (2000) relatou que apoptose foi um mecanismo preliminar
responsavel pela eliminacdo dos foliculos pds ovulatérios em Astyanax bimaculatus
lacustris. Wood e Van Der Kraak (2001) demonstraram através do método de
TUNEL que apoptose foi associada com regressao pds ovulatdria em truta arco-iris
Onchorhyncus mykiss. Sugere-se que 0 mecanismo de apoptose seja o principal
responsavel pela formacdo de vacuolos e consequentemente a reabsorcdo dos
foliculos pos ovulatérios em M. praecox. A presenca de células sanguineas
mononucleadas nos foliculos pés ovulatérios se manteve constante até o dia 15
apos a desova, quando a hipertrofia e a desorganizacdo das células foliculares

atingiram um alto nivel. A presenca destas células pode estar associada com o
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processo de apoptose celular, jA& que as mesmas tem a funcdo de digestdo das
células mortas.

Com 32 dias ap6s a desova os foliculos p6s ovulatérios de M. praecox se
apresentavam com tamanho reduzido, alta proliferacdo de tecido conjuntivo e
caracteristica de massa amorfa. Essas caracteristicas confirmam periodo final de
reabsorcdo destas estruturas. Do mesmo modo, em Astyanax bimaculatus lacustris,
com quatro dias apos a desova os foliculos se apresentavam como uma massa
amorfa residual reduzida, mas ndo completamente absorvida (DRUMMOND et al.,
2000). A mesma caracteristica de massa celular amorfa foi constatada para os
foliculos de Pseudoplatystoma fasciatum apés 24 horas da desova (ROMAGOSA et
a., 2005). Este autor sugeriu que o comportamento reprodutivo desta espécie
(desova total) poderia influenciar na rapidez com que ocorre a involucdo e
degeneracdo dos foliculos. Hunter e Macewicz (1983), através da observacdo dos
estagios de degeneracédo do foliculo de Engraulis mordax, acreditam que de 3 a 4
dias apdés a desova todos os foliculos pés ovulatérios foram reabsorvidos. Com
relacdo ao presente trabalho podemos supor que, devido a tatica reprodutiva da
espécie trabalhada, que apresenta desovas com pequeno nimero de ovos (menos
de uma centena por desova), ndo haja necessidade de reabsorcao dos foliculos em
um curto espagco de tempo, pois ja existem outros ovocitos prontos para serem
desovados como foi evidenciado nas laminas histologicas.

Segundo Hunter e Macewicz (1985) a duracéo da degeneracéo folicular pode
ser dependente de temperatura, devido as taxas metabdlicas dos pecilotérmicos,
como peixes, que pode ser diretamente afetado pela temperatura ambiente.
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6. CONCLUSOES

Matrizes de M. praecox mantidas em temperatura média de 28,64 + 1,11 °C
apresentaram caracteristicas finais de reabsorcdo dos foliculos pés ovulatorios com
32 dias apods a desova.

Os ovarios dos peixes desta espécie apresentaram organizacao ovocitaria do
tipo assincronica (observacéo de todos os tipos ovocitarios no mesmo periodo sem
dominéncia de um tipo especifico).

Foram definidos quatro tipos ovocitarios, sendo eles, crescimento primario
(O1), crescimento secundario (02), alvéolo cortical (O3) e vitelogénico (O4).

Durante o periodo experimental ndo foi possivel observar nas laminas
histologicas de ovario a presenca de célula micropilar ou poro de ovulacdo nos
foliculos p6s ovulatérios desta espécie. Filamentos responsaveis pela adesividade

dos ovos foram histologicamente bem evidentes a partir dos O3.
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