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1. Resumo

Peixes, em sua maioria, reproduzem-se por fertilizacdo externa, na qual os gametas
sdo liberados no meio externo, onde os ovécitos sdo fertilizados pelos
espermatozdides. No entanto, em algumas espécies ocorre 0 processo de
inseminacdo no qual machos depositam seus espermatozoéides no interior do lGmen
ovariano. Estes espermatozéides podem ficar estocados por poucas horas, dias ou até
varios anos, dependendo da espécie, antes da fertilizacdo. Alguns estudos
descreveram as interacbes morfolégicas entre o0s espermatozdides e o trato
reprodutivo feminino, inclusive para T. galeatus, espécie por nos selecionada para este
estudo. Mas estas investigacdes avaliaram as interacfes apenas no periodo
reprodutivo e os resultados obtidos apresentavam limitacdes impostas pela resolugéo
da microscopia de luz convencional. No presente trabalho, propomos avaliar as
interacdes morfofuncionais entre os espermatozoides e o ovario desta espécie durante
diferentes periodos do ano e utilizando como ferramentas a microscopia de luz em
resina plastica e as microscopias eletrbnicas de transmissdao e varredura. Foram
utilizadas 12 fémeas de T. galeatus capturadas em diferentes periodos do ano e fase
reprodutiva: maio, setembro e fevereiro. Considerando o peso das gbnadas e
parametros histolégicos, determinou-se que no més de maio 0s ovarios encontravam-
se em repouso reprodutivo, no més de setembro em maturacao inicial e em fevereiro
em maturacdo avancada. Observou-se que as fémeas eram inseminadas ainda no
periodo de repouso e que 0s espermatozéides se encaixavam em depressdes
profundas no epitélio de revestimento das lamelas ovuligeras até o periodo proximo da
ovulagcdo, quando entdo foram observados principalmente na forma livre, no limen
ovariano. A interacdo entre o0s espermatozéides e o epitélio de revestimento
aparentemente era intermediada por um glicocdlix, que se apresentava mais espesso
no periodo de repouso, quando as fémeas eram inseminadas. As células epiteliais de
revestimento das lamelas ovuligeras eram unidas por juncdes intercelulares apico-
laterais, que eram mais desenvolvidos durante o periodo em que os espermatozéides
estavam mais profundamente encaixados no apice destas células. Estes complexos
juncionais possivelmente funcionam tanto como barreira para protegdo do organismo
da fémea em relagcdo aos espermatozoides, quanto também protegendo o0s
espermatozéides do ataque do sistema imunolégico da fémea. Constatou-se que além
das células epiteliais de revestimento, o epitélio que reveste as lamelas ovuligeras
também possuia células germinativas tronco, as ovogobnias, por este motivo sendo
chamado de epitélio germinativo. Estas ovogbnias se distribuiam em ninhos
localizados principalmente na base das lamelas ovuligeras. Apesar de serem mais
facilmente visualizadas no periodo de repouso, foram encontradas durante todo o
periodo reprodutivo. Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que
0s espermatozoides estdo presentes dentro do ovario de T. galeatus durante todo o
ano, apresentando diferentes adaptacdes morfofuncionais dependendo da fase do
ciclo reprodutivo, interacdes estas que 0s mantém viaveis e aptos para, no momento
oportuno, fertilizar os ovacitos.



Abstract

The fertilization process in fish usually occurs in the external environment, where the
female ejaculates the oocytes, the male ejaculates the sperm, and the germ cells will
be combined in eggs. But, in some species, the male inject the sperm inside the female
oviduct, and the fertilization process happens within the female body. In these animals,
the spermatozoa can be stored inside the female for hours, days or even years, until
the fertilization. Studies have described the connections established between the
spermatozoa and the female reproductive tract for several species, including the
T. galeatus, the specie chosen for our research. However, the past investigations
evaluated the connections during the reproductive period only, and with restrictions
imposed by the conventional light microscopy. In the present study, we evaluate the
morphofunctional interactions between the spermatozoa and the ovary epithelium, for
T. galeatus, during different times of the year, and using the light microscopy in plastic
resin, and the scanning and transmission electron microscopy as tools to better
understand the mechanism. We analyzed 12 females, captured in different times of the
year, suggesting different reproductive phases: May, September and February.
Considering the gonads weight and histological parameters, it was found that in May
the ovaries are in reproductive rest phase, in September the reproduction starts and in
February the ovaries are in late reproduction/ regression phase. We observed that the
insemination happens during the rest phase, and the spermatozoa are attached to
depressions in the epithelial coating from the ovary lamellae until the ovulation phase,
when they were observed free in the ovary lumen. The connection between the
spermatozoa and the lamellae epithelium is established by the glycocalyx that seems
to be thicker during the rest phase, when the female were inseminated. The epithelial
cells covering the ovary lamellae are connected by tight-junctions located on the upper
side of the cells, and the junctions seem to be more developed when the spermatozoa
are located deeply inside the epithelium. The junction complexes possibly work as a
protection barrier for the female body against the male spermatozoa, and also protect
the spermatozoa from the female immune system. We have found that the epithelial
tissue covering the ovary lamellae has, besides epithelial cells, stem cells, the oogonia,
for the reason being called germinal epithelium. The oogonia are distributed in niches,
located mainly in the basal area of the lamellae. Though these cells are better seen
during the rest phase, they could be observed during all the reproductive period. The
information obtained in the present study allow the conclusion that the spermatozoa
are present in the T. galeatus female ovary during the whole year, and that different
morphofunctional characteristics can be found, depending on the phase of the
reproductive cycle, that allow the spermatozoa to be capable of fertilizing the oocytes
when required.



2. Introducéo e Justificativa

A regido neotropical possui a ictiofauna conhecida mais rica do mundo, com
cerca de 4. 475 espécies; este numero pode ultrapassar 6.000 espécies (Reis et al.,
2003). Dentro dessa regido, a América do Sul concentra a maior parte das espécies,
com cerca de 3.300 e é nela que se encontra a maior diversidade de peixes de agua
doce do mundo (Smith et al., 2003). Os peixes sdo formas de vida dominante no meio
aquatico. Colonizam todos os tipos de habitat, mostram uma profusdo de formas,
tamanhos e padrfes de ciclo de vida (Wootton, 1991).

Os teledsteos desenvolveram diferentes estratégias reprodutivas, ligadas a
diferentes funcgdes vitais e aos distintos habitat para a conquista do meio aquatico. A
diversidade de mecanismos reprodutivos dos teledsteos € maior do que qualquer outro
grupo de vertebrados (Hoar 1969, Wourms et al., 1988). De fato, esta diversidade de
longe excede aquelas encontradas em péassaros, mamiferos, répteis ou anfibios
(Forsgren et al., 2002). Potts & Wootton (1984) e Vazzoler (1996) mencionam inclusive
gue o sucesso dos teledsteos em distintos ambientes é reflexo das varias estratégias
reprodutivas apresentadas pelo grupo, as quais englobam téticas extremas, que
permitiram sua adaptacdo a ambientes nos quais tanto as condi¢des bibticas, como
disponibilidade de alimento e pressdao de predacdo, quanto a abioticas, como
temperatura, fotoperiodo, oxigénio disponivel, dentre outras, variam amplamente no
espaco e no tempo.

Comumente, a fertilizacdo em peixes ocorre no meio externo onde as fémeas
eliminam os ovdcitos e os machos, os espermatozéides. Mas, em algumas espécies,
0s machos inseminam as fémeas depositando os espermatozoides no lumen do
ovario. Os espermatozoides podem ficar estocados por poucas horas ou dias ou até
varios anos, dependendo da espécie (Birkhead & Moller, 1992). Os mecanismos de
interacdo entre espermatozoéides e o trato reprodutivo feminino sdo considerados
peculiares, particularmente, devido a capacidade do ovario destas espécies de estocar
e manter espermatozdides vidveis por longos periodos (Hunter & Rodriguez-Martinez,
2004). Vérios indicios mostram que a estocagem dos espermatozoéides no ovario da
fémea esta envolvida com selegdo evolutiva (Smith & Yanagimachi 1991, Fazeli et al.,
1999). A estocagem de espermatozéides na cavidade ovariana de teledsteos tem sido
observada através da microscopia de luz (Tateishi et al., 1958, Moser 1967, Shinomiya
1985, Takemura et al.,, 1987, Koya et al., 1994, Burns et al., 1995), mas, poucas
espécies sdo estudadas ao nivel ultra-estrutural (Gardiner 1978, Hayashi 1990, Koya

et al., 1997). Devido as limitacdes impostas pela resolu¢cdo da microscopia de luz, os



detalhes das interacdes entre espermatozoides e epitélio germinativo estdo ainda
pouco esclarecidos.

Trabalho desenvolvido recentemente por nosso grupo (Parreira et al., 2009)
pesquisou as interagBes ultra-estruturais entre espermatozéides e o epitélio das
lamelas ovuligeras de fémeas do cangati Trachelyopterus galeatus. Foi possivel
observar adaptagctes morfofuncionais do epitélio germinativo para suportar e sustentar
0s espermatozoéides, como, presenca de especializagcbes de membrana e morfologia
das células de suporte se adaptando para a manutencdo da sobrevida dos
espermatozéides. Como o estudo desenvolvido por Parreira et al., (2009) avaliou as
interagBes entre espermatozoides e o epitélio germinativo em apenas uma época do
ano, propomos, no presente trabalho, estender os estudos morfofuncionais destas
interacbes durante diferentes periodos do ano utilizando microscopia de luz e
microscopias eletronicas de transmisséo e varredura.

O epitélio que reveste as lamelas ovuligeras pode ser considerado como um
epitélio germinativo (Grier, 2000). Isto é, um epitélio que pode manter como estoque
as células-tronco germinativas, ou ovogdnias, as quais, quando sob estimulo
adequado, iniciam o processo de foliculogénese. A literatura registra trabalhos
relativos as caracteristicas deste epitélio em peixes de inseminacgédo interna as quais,
além da sua possivel capacidade de produzir as células germinativas, teria ainda a
funcdo de sustentar e manter viaveis os espermatozéides (Mufioz et al., 2000; Vila et
al., 2007). O estudo dos aspectos morfofuncionais das interacBes entre
espermatozéides e o epitélio germinativo, bem como entre esse epitélio e as
ovogbnias, poderia trazer novas informacbes sobre as estratégias de diferentes
espécies em relacdo as suas adaptacdes, distribuicdo e sobrevivéncia nos diferentes
habitats. Além disto, conhecer as caracteristicas morfolégicas e funcionais do sistema
reprodutor de peixes pode ser importante para auxiliar na producdo em cativeiro
destas espécies, assim como, para 0 desenvolvimento de técnicas dirigidas a

conservacao de espécies nativas.
2.1. Objetivo Geral
Avaliar a morfologia do epitélio germinativo do cangati Trachelyopterus

galeatus e as inter-relacbes deste epitélio com ovogdnias e com espermatozoéides

durante diferentes periodos do ano.



2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar, sob a microscopia de luz e as microscopias eletrdnicas de transmissao e
varredura, a morfologia do epitélio germinativo;

e Descrever a morfologia das ovogbdnias bem como a associagdo destas com o
epitélio germinativo;

e [Estabelecer as interacbes morfofuncionais entre os espermatozdides e o epitélio

germinativo em diferentes periodos do ano e estadios de maturacéo gonadal.



3. Revisao da literatura

As respostas que as espécies apresentam as pressoes seletivas impostas pelo
seu ambiente podem ser evidenciadas pelas estratégias exibidas nas diferentes
fungbes vitais. Essas estratégias visam reduzir 0s custos energéticos para a
manutencdo do individuo, aumentar a eficiéncia na obtencdo de energia e assim
maximizar a eficiéncia reprodutiva. O sucesso da estratégia pode ser aferido pela
capacidade individual de se fazer representar geneticamente nas proximas geracdes
(Agostinho & Jdlio Junior, 1999).

Algumas espécies de peixes séo conhecidas pela elevada fecundidade, com
individuos liberando centenas a milhdes de ovos durante o periodo reprodutivo. A
estabilidade populacional, que pressuporia inicialmente desovas anuais igualmente
intensas, raramente € atingida, e os numeros aumentam ou diminuem dependendo da
pressdo dos fatores ambientais. As flutuacdes podem ser irregulares ou ciclicas,
dependendo da forma de variacdo desses fatores, e nem todas as espécies em uma
determinada &rea sao igualmente afetadas pelas mesmas mudancas ambientais
(Bond, 1979).

Os fatores com maior relevancia como forca adaptativa, nas grandes bacias
hidrogréficas brasileiras, parecem ser aqueles relacionados com o regime de cheias.
Agostinho (1995) relata, entretanto, que as variacdes anuais no ciclo hidrolégico
afetam de maneiras diferentes, algumas vezes antagbnicas, o sucesso reprodutivo de
espécies com diferentes estratégias. Assim 0s modos reprodutivos sdo extremamente
diversificados entre os peixes, incluindo variagdes no meio pelo qual eles encontram e
atraem 0s parceiros, nos locais onde desovam e nos cuidados que dispensam a prole.

A maioria das espécies apresenta sexos separados, mas existem aquelas que
sdo sequencialmente hermafroditas e, mesmo, h4 algumas poucas que, ambos 0s
sexos se mostram simultaneamente funcionais (Wootton, 1991). A maior parte dos
teledsteos € ovipara com fecundacdo e desenvolvimento externos. Esse é o padréo
dominante para a maioria dos teledsteos; neste caso, 0s 0vos possuem 0s nutrientes
apropriados para o desenvolvimento dos embrides. A oviparidade pode ser sub-
classificada em ovuliparos e zigoparos. Peixes ovuliparos sdo aqueles em que 0s ovos
séo liberados pelas fémeas e fertilizados/ativados no meio externo. Peixes zigoparos,
em outro aspecto, conservam o ovo fertilizado dentro da fémea por um curto periodo
antes de liberd-lo para o meio externo; estas espécies, portanto, realizam fertilizacdo
interna que incluem alguns tubarbes e um pequeno numero de teledsteos (Hoar,
1969). Em espécies ovoviviparas, 0s ovos se desenvolvem em uma area modificada

do oviduto da fémea onde séo retidos e incubados. Os nutrientes sdo obtidos através
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do vitelo do ovo e o0 oxigénio através da parede do oviduto da fémea, que é altamente
vascularizado. Os peixes viviparos produzem ovos que se desenvolvem no ovario ou
Gtero. A nutricdo € dada em parte pelo vitelo do ovo e adicional secre¢cdo materna.
Algumas espécies apresentam uma placenta primitiva para permitir transferéncia
eficiente de nutrientes maternos (Hoar, 1957; Amoroso, 1960; Hogarth, 1976; Wourms,
1981).

3.1. Estrutura do ovéario em tele6steos

Os ovarios de teleésteos podem ser divididos em dois tipos: gimnovario e
cistovario. No primeiro tipo, os ovocitos sdo liberados diretamente na cavidade
celémica, para entdo, serem eliminados. No segundo tipo, os ovdcitos sdo conduzidos
ao exterior pelo oviduto (Hoar, 1969). Comumente, os ovarios de teledsteos sao
caracterizados como 6rgaos pares, geralmente de igual tamanho. Apresentam forma
ovOide alongada, com a extremidade anterior romba e a posterior adelgacada,
formando um oviduto que desemboca no poro urogenital, posteriormente ao anus.
Localizam-se na cavidade celomatica, presos a linha sagital mediana pelo mesovario,
dorsalmente ao intestino. O tamanho, peso e coloracdo variam de acordo com o
periodo reprodutivo (Santos et al., 1991).

Microscopicamente, o ovario é envolvido por cdpsula de tecido conjuntivo
denso, vasos sanguineos e tecido muscular que constituem a tunica albuginea. Esse
tecido emite projecbes para o interior do 6rgéo, formando as lamelas ovuligeras que
sustentam as células germinativas em diferentes fases do desenvolvimento. As
lamelas ovuligeras apresentam grandes variacdes na sua morfologia, dependendo da
fase do ciclo reprodutivo em que o peixe se encontra. Dentro destas lamelas sdo
vistos ovdcitos em diferentes fases de desenvolvimento, circundados por envoltérios
celulares e formando os foliculos ovarianos (Ganeco et al.,, 2001). Revestindo as
lamelas ovuligeras, e fazendo parte dela, ha um epitélio denominado epitélio
germinativo (Grier, 2000). Este epitélio é constituido de células epiteliais de
revestimento, células pré-foliculares e células da teca interna além de ovogo6nias, que
serdo responsaveis pela formacdo foliculos ovarianos e, por consequéncia, dos

gametas femininos.



3.2. Epitélio germinativo em teledsteos

Segundo Grier (2000), as lamelas ovuligeras de Centropomus undecimalis sao
revestidas por epitélio que ele denominou de epitélio germinativo. Este epitélio é
composto de dois tipos celulares: células somaticas e células germinativas.

As células sométicas constituem um epitélio formado por células justapostas,
intimamente unidas entre si através de juncdes intercelulares. As principais juncdes
sdo os desmossomos, zdnulas de aderéncia, zénulas de oclusdo ou tight junctions,
jungbes comunicantes ou gap e 0os hemidesmossomos, que ligam as células epiteliais
a lamina basal.

As células germinativas ndo estdo diretamente expostas ao limen ovariano.
Usualmente, apresentam-se separadas do lume por interdigitacdes citoplasmaticas
das células pré-foliculares ou epiteliais que estdo sobre a lamina basal. As ovogdnias
podem ser vistas dividindo-se mitoticamente mantendo sua populagdo, por auto-
renovacdo, ou entrando em meiose para se tornar ovocito (Fig. 1). Do ponto de vista
ultra-estrutural, as ovogOnias caracterizam-se por possuir nucleo ovoide com
cromatina descondensada e um unico nucléolo. Seu citoplasma € pobre em organelas
podendo possuir grande nimero de mitocondrias e um reticulo endoplasméatico pouco
desenvolvido, sendo também possivel observar as nuages, organelas polimorficas
formadas por aglomerados de RNA e usualmente associadas as mitocéndrias (Grier,
2000).

A morfologia das células epiteliais é variavel, elas ocorrem isoladas ou em
grupos associadas as ovogonias. As células epiteliais que estdo em intima associacao
com os ovacitos se transformam em células pré-foliculares, e parte dessas células pré-
foliculares dardo origem as células da teca interna (Fig.1). Ja as células da teca
externa tém origem de células indiferenciadas que se localizam no espaco
extravascular do estroma logo abaixo ao epitélio germinativo de acordo com a (Fig. 1)
(Grier, 2000).

Segundo Tyler & Sumpter (1996), os ovdcitos e as células da teca podem
possuir duas origens diferentes: A primeira teoria defende que as ovogobnias e as
células tecais sdo derivadas do epitélio que cobre as lamelas ovuligeras como em
(Phoxinus laevis Bullough, 1942; Clarius batrachus Lehri, 1968; Neotoca bilineata
Mendoza, 1943; Centropomus undecimalis, Grier 2000). No entanto, Brummet et al.
(1982) demonstraram em Fundulus heteroclitus que as ovogonias originam-se de um
tecido abaixo do epitélio luminal. Begovac & Wallace (1987) e Selman et al. (1991)

observaram, respectivamente, em Sygnathus scovelli e Hippocampus erectus que os
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ovécitos e as células tecais destas espécies também séo de origens diferentes do
epitélio luminal.

Mufioz et al. (2000) observou, através de analises ultraestruturais, diferencas
nas lamelas ovuligeras em Helicolenus dactylopterus, durante seu ciclo reprodutivo.
Durante a época de desova, as células epiteliais que revestem estas lamelas
apresentam nucleo proeminente e com pouco elétron densidade e a presenca de dois
nucléolos periféricos associados a eucromatina granulada, além de escassa
heterocromatina. O citoplasma é rico em miofilamentos que estdo densamente
organizados na regido perinuclear. Este autor também observou diversas zbnulas de

oclusdo e desmossomos entre estas células.

OVARIAN LUMEN
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Fig.1. Diagrama demonstrativo do epitélio germinativo apresentando as duas linhagens das células
germinativas. Uma das linhagens se constitui das ovogobnias que por divisdo mitética se mantém em
processo constante de autorenovacdo, enquanto a outra entra em processo de meiose formando os
ovQcitos. Essas células sdo envoltas por outros tipos celulares que, descem para o estroma das lamelas
ovuligeras no processo da foliculogénese da espécie Centropomus undecimalis. Abreviacdes: (BM)
Membrana basal, (OL) Lamen ovariano, (E) célula epitelial, se transformando em (PF) célula pré-folicular,
(OG) ovogobnias em (P) paquiteno, células pré-foliculares se convertendo em, (F) células foliculares, (RC)
citoplasma rico em RNA, (nu) multiplos nucléolos, (N) nicleo em estagio pré-nucleolar, (M) mitocondrias,
(PT) células pré-tecais, (EVS) espago extravascular, (TE) teca externa, (BV) vasos sanguineos. Adaptado
de Grier (2000).

Nesta espécie, durante a época de pds-desova, o epitélio de revestimento
apresenta-se simples e polarizado, com sua porc¢ao apical mais vesicular que a basal.
O ndcleo, de forma esférica, apresenta profundas endentacbes com nucléolo
localizado na posicdo paracentral envolvido por eucromatina dispersa
homogeneamente por todo nucleoplasma e heterocromatina associada a lamina
nuclear. O citoplasma apresenta lisossomos, fagossomos, corpos residuais,
mitocondrias de forma esférica, complexo de Golgi e cisternas do reticulo
endoplasmatico dispersas no citoplasma. A membrana celular apresenta, no periodo

de pés-desova, menor numero de especializagdes de membrana, como z6nulas de
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oclusdo e desmossomos. Mufioz et al. (2000) observou também que durante este
periodo, adjacente as células epiteliais havia diversos macrofagos que eram
facilmente identificados por sua alta elétron-densidade e a presengca de seus
numerosos pseudopodes e seu citoplasma rico em ribossomos, cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso, vesiculas e mitocondrias. Mufioz et al. (2000) correlaciona as
alteracdes no complexo juncional, que conectam as células adjacentes no epitélio
germinativo, como uma forma de prote¢cdo dos espermatozoéides durante o ciclo
reprodutivo de Helicolenus dactylopterus. Achados semelhantes foram observados por
Koya et al. (1997) em Alcichthys alcicornis, Kobayashi & lwamatsu (2002) em Poecilia
reticulata e Vila et al. (2007) em Helicolenus dactylopterus dactylopterus. Esses
autores atribuiram as especializacbes de membrana dessas espécies, como sendo
parte responsavel da formacdo de uma barreira que protege os espermatozoéides do
ataque do sistema imune da fémea.

Vila et al. (2007) demonstraram haver similaridades citol6gicas entre as células
do epitélio germinativo da fémea e células de Sertoli do macho de Helicolenus
dactylopterus dactylopterus. Seus nucleos possuem forma e posi¢cdo semelhantes. Ja
as interacbes celulares por especializacbes de membrana como desmossomos,
zbnulas de aderéncia, zénulas de oclusdo e juncBes comunicantes apresentam-se
similares, e as organelas citoplasmaticas, dentre elas, mitocdndrias, reticulo
endoplasmatico rugoso, lisossomos e corpos lipidicos sdo encontradas nos dois tipos
celulares. Apenas o nucléolo ndo apresentou similaridade, pois nas células de Sertoli,
eles apresentam-se na posicao periférica e nas células do epitélio germinativo ndo sdo
evidentes. Vila et al. (2007) correlacionam as caracteristicas morfofisiolégicas em
comum dos tipos celulares citados para defender a idéia das possiveis semelhancas
funcionais atribuidas as células de Sertoli, dentre elas o papel de barreira imunolégica
que o epitélio germinativo promove aos espermatozoéides durante o periodo em que

eles ficam estocados e vidveis para fertilizacao.

3.3. Inseminacao em teledsteos

O processo de inseminacdo ocorre quando o0s espermatozéides sao
introduzidos no trato reprodutivo da fémea, processo esse, ainda pouco conhecido
entre os teledsteos (Burns et al., 1995, 2002, 2005; Parreira et al., 2009). No presente
trabalho optamos seguir a classificacdo de Meisner (2005), que faz uma distingdo
entre inseminacao e fertilizacdo interna. Essa designacao tem sido usada pelo fato de

algumas espécies apresentarem fémeas inseminadas, ou seja, com espermatozoéides
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dentro do trato reprodutivo e auséncia de ovdcitos fertilizados, caracterizado pelo
contato entre espermatozoide e ovocito (Javonillo et al., 2009; Parreira et al., 2009).

Sabe-se que o processo de inseminacdo também confere vantagens em
relacéo as pressfes do ambiente. Os peixes que utilizam este mecanismo reprodutivo
de inseminacdo apresentam diversas especializacbes que estdo associadas com o
processo de inseminacdo. Uma delas seria a forma do espermatozéide que nesta
situacdo possui nucleo e peca intermediaria alongados, e machos por possuir 6rgédo
copulador (Burns & Weitzman, 2005; Meisner, 2005; Parreira et al., 2009). Em machos
adultos da familia Auchenipteridae, o 6rgdo copulador ou gonopédio é uma
modificagdo da nadadeira anal (Meisner et al., 2000; Burns et al., 2002; Ihering, 1937;
Chacon & Mendes Filho, 1972). O gonopdédio tem a funcéo de transferir o sémen para
o trato reprodutor da fémea (lhering, 1937; Chacon & Mendes Filho, 1972; Grier et al.,
1981; Meisner et al.,, 2000; Burns et al.,, 2002; Parreira et al., 2009). Este érgao
também pode ser derivado da nadadeira peitoral ou pélvica, como nos Phallostethidae,
ou ainda se desenvolver como um alongamento da papila genital, como em espécies
dos géneros Labidesthes (Atherinidae) e Hemirhamphodon (Hemiramphidae)
(Meisner, 2005).

Em Alcichthys alcicornis (Koya et al., 1997) sdo encontrados espermatozoides
livres dentro da cavidade ovariana. Koya e colaboradores (1997) relatam que a
estrutura ovariana desta espécie € pouco especializada, fato este que contribui para o
curto periodo que os espermatozoides ficam estocados dentro do ovario. Nesta
espécie, os espermatozoides podem ser mantidos dentro do ovério por devido ao fato
do 6rgao possuir estruturas diferenciadas, tais como formagéo de depressdes epitélio
germinativo, que promovem a sobrevida dos espermatozoides. Em viviparos, como
Cymatogaster aggregata, os espermatozéides sdo estocados dentro de pequenas
bolsas no epitélio germinativo ovariano por varios meses ap0s a inseminacao até o
momento da fertilizagdo (Gardiner, 1978). Em Sebastes taczanowskii, Takemura et al.,
(1987) verificaram que os gametas masculinos sdo estocados por varios meses no
ovario e Hayashi (1990), posteriormente, verificou que estes espermatozdéides estdo
aderidos ao epitélio germinativo. Segundo Ferraris Jr (2003), dentre os Siluriformes, 0s
membros da familia Auchenipteridae, na qual se inclui a espécie objeto de nosso
estudo, sdo 0s Unicos que possuem inseminacdo. Em menos de 10% dos
auchenipterideos a presenca de espermatozoides tem sido histologicamente
registrada, como em, Trachelyopterus striatulus (= Trachycorystes striatulus) (Ihering,
1937); Ageneiosus inermis (= A. brevifilis), Auchenipterus nuchalis, Tatia brunnea,
Pseudauchenipterus nodusus (Loir et al., 1989); Trachelyopterus galeatus (=
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Parauchenipterus galeatus) (Chacon & Mendes Filho, 1971; Loir et al.,1989; Meisner
et al., 2000; Parreira et al., 2009) e Trachelyopterus lucenai (Meisner et al., 2000).
Parreira et al. (2009) investigaram as interacfes ultra-estruturais entre
espermatozoides e o epitélio germinativo de fémeas do cangati Trachelyopterus
galeatus, observando adaptacfes morfofuncionais do epitélio germinativo que
sustentam 0s espermatozoéides, como, a presenca de especializacdes de membrana
que formam uma barreira de protecdo imune e morfologia celular adaptada para
manutencdo da sobrevida dos espermatozodides. Esses sdo encontrados fixos no
epitélio germinativo ou livres no lomen formando grupos organizados de
espermatozéides denominados espermatozeugmata. Parreira e colaboradores
também fizeram a caracterizacdo do espermatozéide do cangati T. galeatus que
apresenta nucleo e peca intermediaria longos e flagelos similares a espécie
Trachelyopterus lucenai (Burns et al., 2002, 2009), caracteristicas essas encontradas

em espermatozoides de varias espécies de inseminacao interna.
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4. Material e Métodos

4.1. Animais

Para o presente trabalho, foram utilizados 12 cangatis fémeas Trachelyopterus
galeatus Linnaeus, 1766 (Siluriformes, Auchenipteridae) em diferentes periodos do
ano. Estes peixes foram capturados no rio S&o Francisco, municipio de Trés Marias,
nos meses de maio, setembro e fevereiro de 2009. As coletas foram feitas nestes
meses levando em consideragdo estudos prévios por (Silva & Viana, 2003) que
demonstraram em estudos realizados com T. galeatus que a maioria das fémeas
estudadas apresenta os ovarios em repouso gonadal no més de maio, em maturacao
inicial em setembro e em maturacdo avancada em fevereiro. Dados também descritos
por (Aradjo et al., 2000) estudando Parauchenipterus striatulus e (Ganeco et al., 2001)
estudando Brycon orbignyanus. Foram utilizados quatro animais em repouso gonadal,
seis em maturagao inicial e trés em maturagdo avancada.

A coleta e preparacao das amostras e analise sob microscopia de luz foram
realizadas no Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducdo (Laber) do
Departamento de Morfologia ICB/UFMG. Ja as avaliagcdes ultra-estruturais sob
microscopias eletronicas de transmisséo e varredura, foram feitas no Cemel — Centro
de Microscopia Eletrénica do ICB/UFMG.

4. 2. Coleta do material

Apbs anestesia dos animais com Quinaldina (2-4-metilquinolina, Merck), numa
proporcdo de 0,1mL/L de 4gua, os animais foram pesados e medidos para obtencao
dos dados biométricos (Tabela: 1) e sacrificados por transec¢do da medula cranial
para coleta dos ovarios que foram processados para microscopia de luz e eletrdnica
de transmissdo e varredura. Os procedimentos adotados estdo de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentacdo Animal do CETEA/UFMG, sob protocolo n°
119/20009.

4. 3. Microscopias de luz

Para as avaliacdes histoldgicas, os fragmentos das gbnadas foram fixadas por
imersdo em solucéo de glutaraldeido a 5% em tampéao fosfato a 0,05M pH e 7,2, por
24 horas, a 4°C. Apés este periodo, as amostras foram lavadas por varias vezes com

tampéo fosfato a 0,05M e pH 7,2, e armazenadas a 4°C. Os fragmentos foram
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desidratados em série crescente de alcodis, infiltrados em resina plastica a base de
glicol metacrilato (Historesin, Leica) para posterior inclusdo. Apés polimerizagdo dos
blocos, foram obtidos cortes histolégicos de 3 e 5 um de espessura, utilizando-se
navalhas de vidro (preparadas em Knife maker da LKB, modelo 7880B), no micr6tomo
Reichert Jung (mod. 1140 / Autocut). Apds terem sido distendidos em agua destilada,
foram colocados em laminas histologicas e secos em chapa quente a 60°C. Os
mesmos foram submetidos as técnicas de coloracdo histologicas com azul de
toluidina-borato de sdédio (Chiarini-Garcia & Meistrich, 2008) para avaliacdo
morfolégica e com acido periédico-Schiff - PAS (Pearse, 1960) para identificacao de
carboidratos neutros com objetivo de visualizar a membrana basal do epitélio
germinativo. O material foi analisado no microscopio CX31 e fotografado no
microscoépio BX51 (ambos Olympus) no qual estava acoplada uma camera fotografica
digital Q-Color 3 (Olympus). As imagens digitais obtidas foram tratadas para ajuste de
tons de cinza, contraste, brilho e foco, utilizando-se o programa Adobe Photoshop
CS4. Em seguida, essas imagens foram montadas em pranchas e legendadas
utilizando-se o programa Adobe lllustrator CS4.

Para determinacdo das fases do periodo reprodutivo em que o animal se
encontrava avaliou-se a morfologia dos diferentes tipos de ovdcitos intra-lamelares
classificando-os em: (1) perinucleolares, (2) alvéolo-corticais, (3) vitelogénicos, (4)
pos-vitelogénicos e (5) atrésicos, conforme descrito anteriormente por Chaves &
Vazzoler (1984) e Lima et al. (1991).

4. 4. Microscopia eletronica de transmisséao

Logo apdés a coleta, fragmentos das gbdnadas foram também fixados por
imersdo em solugdo de glutaraldeido a 5% em tampéao fosfato a 0,05M e pH 7,2, por
24 horas, a 4°C. Apés este periodo, as amostras foram lavadas véarias vezes no
mesmo tampdo e armazenadas a 4°C até o momento da inclusdo. Previamente a
inclusdo, os tecidos foram pos-fixados em ésmio reduzido (1% tetroxido de 6smio e
1.5% ferrocianeto de potassio) por 90 minutos. Em seguida, o processo de inclusdo
iniciou-se com a desidratagdo das amostras em série crescente de alcodis, seguida de
infiltracdo e inclusdo em resina araldite 502 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
PA), segundo Chiarini-Garcia & Meistrich (2008). Apds polimerizagdo dos blocos,
foram obtidos cortes histolégicos semifinos de 1 um de espessura, utilizando-se
navalhas de vidro (preparadas em Knife maker da LKB, modelo 7880B), no micrétomo
Reichert Jung (mod. 1140 / Autocut). Destes cortes, foram selecionadas area para

obtencdo dos cortes ultrafinos de 60-80 nandmetros de espessura utilizando-se
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navalha de diamante instalada no ultra-micrétomo Reichert-Jung Du Pont Instruments
Sorvall MT2-B. Os cortes foram coletados em telas de cobre de 200 mesh e corados
com acetato de uranila a 2% (Watson, 1958) e citrato de chumbo a 3% (Reynolds,
1963). As andlises ultra-estruturais foram realizadas no microscépio eletrénico, EM-10
da Carl Zeiss do Cemel — ICB/UFMG. As imagens fotogréficas foram obtidas
empregando-se filme PSD/4 lito-ortocromético (Instituto Brasileiro de Filmes, IBF) que
foram revelados com solugdo Kodak D-19 (1:2) por 3 minutos a 21°C. Os negativos
foram digitalizados com o escaner Epson Perfection 4780 em uma resolu¢do de no
minimo 1200dpi e as imagens digitais obtidas foram posteriormente tratadas com os

programas Adobe Photoshop e lllustrator CS4.

4. 5. Microscopia eletronica de varredura

Fragmentos das génadas foram fixadas em solucao de glutaraldeido a 5% em
tampao fosfato a 0,05M e pH 7,2 por 24 horas a 4°C. Em seguida, as amostras foram
submetidas a dupla poés-fixacdo com tetréxido de O6smio a 1% durante 2h a
temperatura ambiente, intercaladas com solucdo de &cido tanico a 1%, como
mordente, durante 20 minutos (Silveira, 2007). Os fragmentos foram desidratados em
série crescente de alcodis e armazenados em alcool absoluto. Alguns fragmentos
foram submetidos a fratura ap6s congelamento em nitrogénio liquido. Em seguida, os
fragmentos foram secos em aparelho de ponto critico de CO, (CPD-020 da Balzers),
montados em suportes de aluminio, com cola metdlica. Posteriormente, os fragmentos
foram recobertos com ouro, em acessorio para metalizagdo no equipamento Edwards
Scancoat six, do Laboratorio de Microanalises (Departamento de Fisica, ICEX/UFMG),
por 60 segundos. O material foi analisado no Microscépio Eletrénico de Varredura
DSM 950 da Zeiss do Cemel - ICB/UFMG. Esse microscOpio possui placa de
transferéncia de imagem (DITI- digital interface transfer image), que transfere a
imagem da tela do microscopio para o computador. As imagens obtidas também foram

ajustadas com os programas do sistema Adobe CS4.

4.6. Andlise Estatistica

Os dados biométricos foram expressos como média + erro padrdao da média
(EPM). As médias entre os grupos estudados foram comparadas através do teste
Tukey e a variabilidade foi analisada por meio de analise de variancia (ANOVA). Estes
testes estatisticos foram realizados utilizando-se o programa SAEG. O nivel de

significancia considerado foi de P<0,05.
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5. Resultados

Aspectos de reproducédo de peixes, baseados na maturacdo gonadal e na
utiizacdo de indicadores quantitativos, tem servido de parametros para o0
entendimento ecolégico do papel desempenhado pelas espécies de um ambiente
aquatico. A gbnada, ao amadurecer, passa por profundas modificacbes no peso
corporal, peso gonadal e indice gonadossomatico, podendo caracterizar diferentes
fases durante o seu desenvolvimento (Tab. 1). Nas fases finais, verifica-se um
marcado aumento no volume e, consequentemente, no peso dos ovarios, e o indice
gonadossomatico que foi calculado por meio da expressao: peso da gbnada x 100/
peso corporal, € um indicador quantitativo utilizado para avaliar o periodo de
reproducdo da espécie. Nossos resultados demonstram que, os meses escolhidos
para a coleta dos animais, coincidem com as fases do ciclo reprodutivo, tal como

observado na Tabela 1.

Tabela 1. Dados biométricos do cangati obtidos ao longo de 2009*

Fase do indice Comprimento
ciclo Animais Més Peso corporal Peso gonadal gonadossomaético total
reprodutivo (n) (@ (@ (IGs) (cm)
. a a a
Repouso 4 Maio 27,73 + 2,49 0,16 + 0,09 0,56 + 0,30 ° 13,43+ 0,77
& b b b ab
M"’i‘;‘fé?;ao 6 Setembro 4348+ 4,73 1,42 +0,27 3,26+ 0,64 14,25 £ 0,62
Maturagéo 3 Fevereio  043+822° 370+1,0° + ¢ 15,5 * 0,40 b
avancada 5,96+0,94

! Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente pelo teste Tukey
(P<0,05).

5.1. Caracteristicas histoldgicas gerais dos ovarios

5.1.1 Tdnica ovariana

As andlises microscopicas revelaram que a parede do ovario de T. galeatus era
constituida de trés tlnicas distintas: serosa, adventicia e interna. A tdnica serosa, a
mais externa, compunha-se de epitélio simples pavimentoso apoiado sobre delgada
camada de tecido conjuntivo, a lamina propria (Fig. 2A). Adjacente, seguiu-se a
adventicia (tunica albuginea) bastante desenvolvida, rica em fibras musculares lisas
dispostas em camadas alternadas nos planos longitudinais, transversais e obliquos
(Fig. 2A). Entre as camadas musculares, foi possivel observar a presenca de tecido

conjuntivo frouxo, cuja vascularizagéo variou com a fase do ciclo reprodutivo. A tinica
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interna constituida por camada Unica de células cubicas com citoplasma escasso,
nucleo arredondado e nucléolo evidente. Essas células encontravam-se apoiadas
sobre delgada camada de tecido conjuntivo frouxo, continuo com a tunica albuginea
(Fig. 2A).

5.1.2 Lamelas ovuligeras

Da tlnica interna partiam delicados septos de tecido conjuntivo, originando
lamelas ovuligeras em dire¢do ao lumen ovariano (Fig. 2B). Essas lamelas
apresentaram grandes variagfes morfologicas ao longo dos meses de estudo e da
fase do ciclo reprodutivo em que o peixe se encontrava. Nas lamelas ovuligeras,
observaram-se ovocitos em diferentes fases de desenvolvimento. Esses ovOcitos eram
envoltos por células foliculares e tecais, formando os foliculos ovarianos (Fig. 2C).

O epitélio que revestia as lamelas ovuligeras era constituido por dois tipos
celulares: células somaticas e células germinativas (Fig. 2D). As células somaticas
possuiam camada Unica, formando um epitélio simples. A morfologia do epitelio variou
de pavimentoso para cubico, cilindrico ou colunar. As ovogbdnias eram as menores
células germinativas do epitélio e se encontravam geralmente agrupadas em ninhos
nas criptas das lamelas ovuligeras (Fig. 2D). Elas se caracterizam por apresentar
citoplasma pouco corado, ndcleo grande com cromatina dispersa e, geralmente, um

nucléolo bem evidente (Fig. 2E).

5.1.3 Ovdcitos

Avaliando, sob microscopia de luz, a morfologia dos diferentes tipos de
ovécitos presentes nas lamelas ovuligeras de T. galeatus, foi possivel classifica-los
em: (1) perinucleolares, (2) alvéolo-corticais, (3) vitelogénicos, (4) pos-vitelogénicos e
(5) atrésicos (Figs. 3A-3E).

Nos ovocitos perinucleolares, o nacleo era central, com varios nucléolos de
tamanhos diferentes, arredondados distribuidos na periferia da membrana nuclear. O
citoplasma possuia contorno arredondado ou oval apresentando maior afinidade
tintorial. Camada de células foliculares, de aspecto pavimentoso (Fig. 3A), envolvia
esses ovocitos. Os ovoécitos do tipo alvéolo-cortical mostraram nucleo central e
citoplasma com grande quantidade de alvéolos corticais em sua periferia. Revestindo
esses ovdcitos, observaram-se a zona radiada, a camada de células foliculares, e
externamente, as células da teca (Fig. 3B). Os ovOcitos vitelogénicos apresentavam

ndcleo central e citoplasma repletos de gldbulos de vitelos. Os granulos de vitelo eram
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quase sempre esféricos, porém de tamanhos variados (Fig. 3C). Seu nucleo
apresentou-se com contorno irregular e posi¢do central ou levemente excéntrica e o
citoplasma continha delgada camada periférica de alvéolos corticais. Revestindo os
ovaQcitos vitelogénicos, verificou-se a presenca de zona radiata, da camada de células
foliculares e células tecais (Fig. 3C). Os ovocitos pés-vitelogénicos, caracterizavam-se
por seu nacleo excéntrico, sem contorno nitido e nucléolos evidentes, envolvidos por
uma zona radiata delgada e camada de células foliculares espessa (Fig. 3D). Os
ovécitos atrésicos apresentavam granulos de vitelo em fusdo com aspecto de
desintegracdo, concomitante com degradagdo da cromatina nuclear. Apresentavam

também zona radiata fragmentada e granulos de vitelo desorganizados (Fig. 3E).

5.2. VariagOes das caracteristicas histologicas dos ovarios durante o ciclo

reprodutivo

As andlises dos ovarios coletados em repouso gonadal, maturacao inicial e
maturacdo avancada mostraram diferencas quanto ao seu peso (Tab.1), e ocorréncia
e proporcdes dos distintos tipos de ovocitos. Considerando os varios parametros
histologicos, determinou-se que no més de maio 0sS OVArios encontravam-se em
repouso em comparacdo aos meses de setembro que estavam em inicio de
reproducéo, e de fevereiro que se encontravam em reproducdo avancada/regressao.

A tlnica ovariana apresentou variacdo morfoldgica evidente durante o periodo
de estudo. No més de maio, a tlnica ovariana apresentou-se menos desenvolvida que
nos outros meses (Fig. 4A). No entanto, naquelas fémeas que foram inseminadas no
més de maio e que estavam em repouso gonadal (Fig. 4B) foi evidente o inicio do
processo de espessamento da tlnica ovariana, principalmente da tdnica albuginea. A
tdnica serosa apresentou-se mais espessa no periodo de repouso inicial (Fig. 4A)
gquando comparado com o periodo reprodutivo (Figs. 4B-D). A tdnica albuginea era
mais desenvolvida no periodo reprodutivo (Figs. 4C-D) apresentando espessos feixes
de fibras musculares que se distribuiam em véarias camadas e uma vascularizagdo
mais intensa. Quanto & tunica interna, apresentava-se mais espessa no periodo de

repouso quando comparado aos demais periodos avaliados (Fig. 4A-B).

5.2.1. Caracteristicas histolégicas dos ovarios em repouso gonadal

Neste periodo, os ovarios apresentaram-se menos pesados do que o0s
naqueles de reprodugcdo (Tab. 1). Suas lamelas ovuligeras eram mais delgadas,

permitindo visualizar o limen do ovario (Fig. 5A). Nos ovarios de menor peso (0,06g e
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0,109), o epitélio germinativo tinha aspecto baixo, em sua maioria pavimentoso (Fig.
5B). Nesses ovarios nao foi observada a presenca de espermatozéides. Nos ovarios
mais pesados (0,17g e 0,31g) apresentavam epitélio mais alto variando de cubico a
prisméatico (Fig. 5C). Nesses ovérios, foram vistos espermatozeugmas e
espermatozoides fixos no epitélio germinativo e livres no lumen ovariano (Fig. 5D).
Foram visualizadas, livres no lumen ovariano, células com morfologia de células
germinativas associadas a um material amorfo. O nlcleo destas células era
semelhante aos de espermatdcitos (Fig. 6E) e de espermatides arredondadas (Fig.
5F).

5.2.2. Caracteristicas histologicas dos ovarios em maturacao inicial

Neste periodo, os ovarios apresentavam-se maiores e mais pesados 1,42 +
0,29 g (Tab. 1) do que naqueles em repouso gonadal. Suas lamelas ovuligeras
continham ovacitos perinucleolares, alvéolo-corticais e vitelogénicos (Fig. 6A) o que
torna dificil a visualizacdo do limen ovariano. O epitélio germinativo apresentava-se
prismatico associado a grande numero de espermatozéides, que se mantinham
arranjados em espermatozeugmas (Fig. 6B). Também foram vistos espermatozoéides
livres no lamen (Fig. 6C). Neste periodo reprodutivo, as ovogbdnias ndo foram

abundantes no epitélio germinativo, como observado no periodo de repouso gonadal.

5.2.3. Caracteristicas histolégicas dos ovarios em maturacdo avancada

Os cangatis capturados neste periodo apresentavam ovarios em maturacao
avancada. Estes eram mais pesados, em relacdo aos outros periodos estudados,
alcancando 3,11 + 0,759 (Tab. 1). As lamelas ovuligeras encontravam-se
completamente preenchidas por ovocitos vitelogénicos, pés-vitelogénicos e atrésicos
(Fig. 7A). O epitélio germinativo se apresentava, em sua maioria, prismatico e aderidos
a ele foi observado um vasto nimero de espermatozoéides que se dispunham na forma
de feixes (Fig. 7B). Espermatozoides também foram encontrados livres no lumen
ovariano (Fig. 7C). As ovogonias foram raramente observadas neste estadio do ciclo

reprodutivo.

5.3. Relacao espacial entre ovogbnias e membrana basal

Utilizando a técnica do PAS foi possivel evidenciar com nitidez a membrana

basal do epitélio de revestimento das lamelas ovuligeras. Observou-se que acima
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desta membrana além das células epiteliais soméaticas de revestimento também
estavam presentes células germinativas tronco, as ovogonias (Fig. 8A). Associado a
estas estavam presentes outros tipos celulares somaticos, as células pré-foliculares
gue vao constituir os ninhos de ovogonias. Por estes motivos este epitélio tem sido
denominado de epitélio germinativo. Constatou-se que a membrana basal deste
epitélio envolve progressivamente estes ninhos (Figs. 8B-C) Quando estes ninhos
estdo completamente envolvidos pela membrana basal, se destacam do epitélio e se
deslocam para o interior das lamelas ovuligeras (Fig. 8D). Estes ninhos sob estimulos
adequados vao formar os foliculos ovarianos. As ovogbnias e seus ninhos foram
encontrados por todo o epitélio germinativo, mas foram predominantes na base das
lamelas ovuligeras, no fundo das criptas. Elas foram mais facilmente visualizadas no
periodo de repouso gonadal, quando o ovario estava menos desenvolvido por
apresentar apenas ovocitos perinucleolares. No entanto, as ovogbnias foram vistas

em pequeno numero em todas as fases do ciclo reprodutivo.

5.4. Ultraestrutura do epitélio germinativo

O epitélio germinativo era composto de dois tipos celulares: as células
somaticas e as células germinativas (Fig. 9). As células somaticas estavam
intimamente unidas entre si através de juncdes intercelulares. Estas juncdes
apresentavam o padrao classico observado em outros epitélios com a triade formada
de (1) zbnulas de oclusédo ou tight junctions, (2) zdnulas de aderéncia e, numa posicao
mais basal, os desmossomos. Estas células apresentavam forma variada dependendo
do periodo reprodutivo analisado, como observado na analise sob microscopia de luz.
Ao nivel ultraestrutural detectou-se, durante os diferentes periodos reprodutivos,
alteracbes morfoldgicas evidentes quanto ao nulcleo e as suas organelas
citoplasmaticas. Ja as ovogodnias, que foram mais facilmente observadas no epitélio
germinativo no periodo de repouso gonadal, apresentavam nucleo grande,
eucroméatico e nucléolo Unico e condensado. No seu citoplasma foram poucas as
organelas visualizadas, tais como reticulo endoplasmaético liso, complexo de Golgi e

mitocondrias.

5.4.1. Ultraestrutura do epitélio germinativo em repouso gonadal

Tal como ja descrito na avaliagdo sob microscopia de luz, apesar de no
repouso 0s 4 exemplares apresentarem caracteristicas histoldgicas de ovéario em

repouso gonadal, em dois deles (de maior peso) foram encontrados espermatozoides
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dentro do limen ovariano e nos outros dois (de menor peso) ndo foram vistos
espermatozoéides. Nas gbnadas de maior peso, apesar de estarem histologicamente
em repouso e com todos os seus ovdcitos na fase perinucleolar, varios ovocitos ja
iniciavam seu desenvolvimento para formagédo dos ovocitos alvéolos-corticais. Desta
forma, denominamos, no presente trabalho, como ovario em repouso avancado em

contraposicdo ao outro grupo que denominamos de ovario em repouso inicial.

Componentes somaticos

O epitélio germinativo dos ovarios dos animais em repouso inicial e avancado
apresentaram morfologia distinta. A diferenca mais evidente entre estes dois grupos foi
a altura do epitélio, como registrado na analise sob microscopia de luz. No repouso
inicial, a superficie apical das células epiteliais apresentava-se rica em glicocalix
guando comparada a das génadas em repouso avancado (Figs. 10A-B). Da mesma
forma, o complexo de Golgi e suas vesiculas estavam mais desenvolvidos no repouso
inicial. Em ambos os grupos os filamentos intermediarios, que mediam cerca de 10 nm
de espessura, foram vistos aderidos aos desmossomos. Quando distribuidos
aleatoriamente no citoplasma, foram mais frequentes no citoplasma das células
epiteliais dos ovarios em repouso avancado.

Quanto as outras organelas ou estruturas celulares ndo foram encontradas
diferencas entre as células somaticas do epitélio germinativo nos ovarios em repouso
inicial e avancado. A superficie apico-lateral era unida por complexos juncionais (Figs.
10A-B) e dentre eles foi possivel observar desmossomos associados a elementos do
citoesqueleto. No pdlo basal, a membrana celular possuia muitas interdigitacées e o
citoplasma grande quantidade de filamentos intermediarios. Especializacbes de
membrana na superficie basal ndo foram vistas. As mitocéndrias eram grandes, de
forma circular apresentando dupla membrana que envolvia um espaco interno, as
cristas mitocondriais. Foram também encontradas mitocdndrias degradadas e de
aspecto tumefeito (Fig. 10B). O reticulo endoplasméatico apresentava-se escasso. Em
ambos o0s grupos, observou-se grande quantidade de interdigitacdes entre as
membranas citoplasmaticas (Fig. 10A). Estas interdigitagbes foram mais evidentes na
porcédo latero-basal destas células.

O nlcleo das células sométicas possuia formas irregulares e apresentava
profundas endentac¢des (Figs. 10A-B). O envoltério nuclear era constituido por duas
unidades de membrana concéntricas, que limitavam a cisterna perinuclear. A
membrana interna apresentava-se associada a uma rede de filamentos constituindo a

lamina nuclear. Na membrana nuclear externa nao foi possivel observar ribossomos
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associados a face citoplasmatica e também néo foi observada continuidade entre esta
membrana com o0 reticulo endoplasmético. A cromatina apresentava-se
descompactada, e uniformemente distribuida no nucleoplasma. Pequenos
aglomerados de heterocromatina foram vistos associados a lamina nuclear. O nucléolo
era Unico e apresentava 0os mesmos componentes descritos na literatura, isto €,

regides granular e fibrilar.

Componentes germinativos

As ovogobnias, por sua vez, eram células grandes, de ndcleo ovéide, cromatina
descompactada e com pouca heterocromatina (Figs. 11A-B). Foram vistos até dois
nucléolos que possuiam forma arredondada, de aspecto compactado e pouco eletron-
denso. Foi dificil a distingdo entre as regides fibrilar e granular nos nucléolos das
ovogonias analisadas. Foi possivel observar no citoplasma outra organela usualmente
considerada marcadora de células germinativas, as nuages. Sob a microscopia
eletrbnica, estas organelas eram arredondas e se apresentavam de forma granular.
Podendo ser vistas isoladas ou associadas a mitocondrias que se distribuem
uniformemente ao seu redor (Fig. 11B).

Em determinadas regides, o epitélio germinativo encontrava-se espessado e
nele foram observados, além das células somaticas de revestimento, agrupamento
destas ovogbnias e de outras células somaticas formando ninhos de ovogénias (Fig.
12A). As células soméaticas que estavam justapostas as ovogdnias eram células que
davam origem as células foliculares e/ou tecais que formavam os foliculos ovarianos
(Fig. 12A). A presenca desses ninhos dentro do epitélio germinativo foi determinada
pelo seu posicionamento sobre a membrana basal deste epitélio, facilmente
identificada pela microscopia eletrbnica de transmissdo (Figs. 12A-B). Em
determinadas &reas do epitélio germinativo, esses ninhos eram envolvidos pela
membrana basal e passaram para dentro das lamelas ovuligeras. Ultraestruturalmente
confirmou-se que a membrana basal recobria o ninho de ovogbnias separando-o das

células somaticas de revestimento (Figs. 12A e 13A-B).

5.4.2. Ultraestrutura do epitélio germinativo em maturacao inicial

Neste periodo, as células sométicas do epitélio germinativo apresentavam-se
polimorficas, variando de aspecto cilindrico a cubico com seus respectivos nucleos

acompanhando a morfologia celular (Fig. 14A). Sobre a superficie apical da membrana
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celular das células de revestimento, observou-se escasso glicocdlix, quando
comparado ao repouso gonadal. A regido apico-lateral destas células possuiam
juncbes intercelulares visivelmente maiores em numero e tamanho quando
comparadas com aquelas do periodo de repouso (Fig. 14B). Enquanto os complexos
de Golgi foram de dificil localizagdo, o reticulo endoplasmatico foi mais facilmente
evidenciado. O nucleo neste grupo apresentava-se oval e com endentacdes contendo
nucléolos com morfologia de dificil distincdo entre as porg¢des, fibrilar e granular.

Neste periodo, foi possivel observar grande nimero de espermatozdides tanto
no lumen, como em intima relagdo com as células sométicas (Figs. 14A-B). Os
espermatozéides estavam ligados mais profundamente ao epitélio germinativo
causando depressGes na membrana celular (Fig. 14A). No citoplasma das células de
revestimento, foi possivel observar filamentos intermediarios com disposi¢do aleatoria
(Fig. 14B) e associados aos espermatozoides que estavam encaixados no epitélio
germinativo. Os espermatozoides foram vistos dispostos paralelamente formando
feixes que se encaixam profundamente entre as células epiteliais (Figs. 15A-B). Estes
feixes de espermatozdides ndo mostraram juncdes intercelulares com as células
epiteliais. Aparentemente, as jungbes celulares da porcdo apico/lateral das células
epiteliais foram empurradas para baixo dando espaco para o feixe de espermatozoéides
(Figs. 15C-D). Dentro deste espaco, entre as células epiteliais e os espermatozéides,
registrou-se substancia elétron-densa de aspecto granuloso (Figs.15C-D). Os
complexos juncionais que, nesta situacao foram deslocados mais profundamente para
a regido basal, apresentavam-se nitidamente bem desenvolvidos. Em alguns locais
foram encontradas sequéncias de varios desmossomos enfileirados num mesmo
contato entre duas células (Fig. 15D). Ovogbnias ndo foram encontradas no material

preparado para avaliacao ultraestrutural deste periodo reprodutivo.

5.4.3. Ultraestrutura do epitélio germinativo em maturacdo avancada

Em fevereiro, cujos ovarios encontravam-se em maturacdo avancgada, as
células somaticas apresentavam-se de forma muito variada. A superficie apical destas
células apresentou-se pobre em glicocalix. Elas possuiam juncdes intercelulares
apico-laterais menos desenvolvidas que no periodo de maturacao inicial (Fig. 16A).
Uma das principais caracteristicas ultraestruturais encontradas neste periodo foi a
presenca de grande quantidade de vesiculas envoltas por membrana quando
comparado aos outros periodos analisados. Estas vesiculas apresentavam tamanho
variado e seu conteudo era heterogéneo com algumas completamente elétron-densas

enguanto outras elétron-licidas (Fig. 16B).
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As mitocdndrias neste periodo eram principalmente alongadas, mais elétron-
densas e possuiam um maior niumero de cristas que nos outros periodos reprodutivos
investigados. Elas foram encontradas em maior nimero na superficie apical das
células epiteliais (Fig. 16B). Neste grupo, o complexo de Golgi localizava-se
predominantemente no poélo apical. O reticulo endoplasmético e os filamentos
intermediarios foram evidentes, apresentando as caracteristicas observadas nos
grupos anteriores. O nucleo destas células possuia profundas endentagfes e estava
localizado no pélo basal (Fig. 16A). Em sua maioria, ndo apresentavam nucléolo
visivel. A cromatina apresentava-se descompactada, e era uniformemente distribuida
no nucleoplasma. Era possivel observar heterocromatina associada a lamina nuclear.
Também neste periodo ndo foram encontradas, nos estudos ultraestruturais,

ovogonias sobre a lamina basal.

5.5. Epitélio germinativo sob microscopia eletrénica de varredura

Sob microscopia eletronica de varredura, foram avaliados apenas os cangatis
em maturacdo avancada. As criptas ovarianas possuiam grande numero de
espermatozoides que se apresentavam fixos ao epitélio ou livres no lumen (Figs. 17A-
B). Adjacente ao lumen foi possivel observar o epitélio germinativo com Vvarios
espermatozéides aderidos, e sua interface com o ovocito (Figs. 17B-D). Os
espermatozoides apresentavam nucleo alongado e cauda fina sem peca intermediaria
evidente (Figs. 17C-D). Eles se encontravam isolados ou agrupados formando
espermatozeugmas que se encontravam encaixados no epitélio germinativo (Figs.
17E-F).
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6. Discusséao

Nossos estudos mostraram diversas peculiaridades do ovario do cangati em
diferentes periodos do ano. Dentre elas, a intrinseca relagdo entre espermatozéides e
0 epitélio germinativo e as interagcdes celulares que promovem e mantém o0s
espermatozoides dentro do ovario por longo periodo.

S&o poucas as espécies de peixes que apresentam inseminacao interna, sendo
que na ordem Siluriforme a familia Auchenipteridae, escolhida por nds para este
estudo, é a Unica que possui inseminagdo interna (Ferraris Jr, 2003). Além disto, a
presenca de espermatozoides no limen ovariano foi detectada em apenas 10% das
espécies dessa familia. Espermatozéides foram histologicamente encontrados em
Trachelyopterus striatulus (=Trachycorystes striatulus) (lhering, 1937); Ageneiosus
inermis (= A. brevifilis), Auchenipterus nuchalis, Tatia brunnea, Pseudauchenipterus
nodusus (Loir et al., 1989) e Trachelyopterus galeatus (= Parauchenipterus galeatus)
(Chacon & Mendes Filho, 1971; Loir et al.,1989; Meisner et al., 2000; Parreira et al.,
2009). Estudos desenvolvidos recentemente mostraram que 0s espermatozoéides
armazenados no lumen do ovario do cangati T. galeatus interagem com o epitélio
germinativo que o reveste (Parreira et al., 2009). No entanto, essas intera¢des foram
avaliadas exclusivamente no periodo reprodutivo.

No presente trabalho, verificamos que estes espermatozéides foram
encontrados aderidos ao epitélio germinativo ou livres no limen ovariano durante
quase todo o ciclo reprodutivo. No periodo de repouso gonadal verificamos que
algumas fémeas apresentavam ovarios com caracteristicas de repouso reprodutivo,
sem a presenca de espermatozéides no lume. No entanto, os ovarios de outras
fémeas capturadas na mesma época se apresentavam mais desenvolvidos, sendo
mais pesados, com epitélio germinativo prismético e com espermatozdides no limen
ovariano. Este achado indica uma relagdo morfofuncional entre a presenca de
espermatozdides no limen ovariano e o inicio do processo reprodutivo.

No grupo de peixes analisados no periodo de maturag&o inicial observamos
que os ovarios do cangati apresentavam-se em inicio do periodo reprodutivo, exibindo
espermatozoides mergulhados no epitélio germinativo. Ao contrario, quando em
maturacdo avancada, proximo a ovulacdo, os espermatozoides foram encontrados
predominantemente livres no limen ovariano.

Estes achados sugerem uma relacdo morfofuncional mais direta entre as
células epiteliais de revestimento das lamelas ovuligeras com os espermatozdides nos
meses que antecedem a ovulagdo. Esta maior interacdo entre espermatozoides e

epitélio lamelar pode estar relacionada com a manutencdo destes espermatozoéides
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viaveis no ovario por longo periodo de tempo. De fato, nossos estudos ultra-estruturais
mostraram depress@es profundas nas células epiteliais que continham material
secretado. A grande quantidade de vesiculas citoplasmaticas e de complexo de Golgi
desenvolvido nessas células demonstram sua capacidade secretora. Tais condi¢cdes
sdo similares as reportadas em Sygnathus scovelli (Begovac & Wallace, 1987) e
Alcichtys alcicornis (Koya et al., 1995). Esses autores observaram que, nas espeécies
alvo de seus estudos, o epitélio participava da secrecdo de material de origem
glicoprotéica que enchia toda a cavidade ovariana durante o periodo de desova. Essas
células epiteliais possuiam todas as caracteristicas morfolégicas de células
secretdrias, apresentando nucleo basal e citoplasma contendo reticulo endoplasmatico
desenvolvido, ribossomos, vesiculas e granulos citoplasmaticos.

E possivel que as células epiteliais que revestem as lamelas ovuligeras
exercam fungfes semelhantes as das células epiteliais de revestimento dos ductos
testiculares. Isto €, possam atuar na nutricdo e producéo de fatores para manutencgéo
da viabilidade dos espermatozoides por longo periodo de tempo.

Tal como ja demonstrado em mamiferos (Zeh & Zeh, 2001), sabe-se que
também em peixes (Hogarth & Sursham, 1972) os espermatozoides sdo antigénicos
para o0 organismo por expressarem o complexo de histocompatibilidade e que podem
ser reconhecidos pelo sistema imune da fémea. No entanto, devido ao fato de n&o
haver ativacdo do sistema imune, Hogrth & Sursham (1972) acreditam que o aparelho
reprodutor feminino de peixes possui adaptacdes estruturais e bioquimicas que
privilegiam a sobrevida do sémen estocado no ovario. Nos vertebrados, existem
diversas regides do corpo que possuem status de areas imunologicamente
privilegiadas. Essas regibes permitem a sobrevida de enxertos sem desenvolverem
resposta imune. Exemplos destas areas protegidas incluem os olhos (Fawcett, 1994),
0 cérebro, e os testiculos (Beer & Billingham, 1976).

Uma caracteristica morfoldgica do epitélio lamelar foi a presenca de complexos
juncionais mais desenvolvidos justamente nos periodos em que 0S ovarios se
encontravam no inicio do periodo reprodutivo, ocasido em que 0s espermatozoides
estavam profundamente encaixados no epitélio germinativo. Nesse periodo, as células
epiteliais apresentavam-se unidas por complexos juncionais longos que, além de
formarem uma barreira fisica, possivelmente formavam uma barreira imunolégica. Esta
também seria uma funcdo semelhante aquela conferida as células de Sertoli que
possuem juncdes celulares que protegem o animal dos efeitos imunes que as células
hapléides podem causar no organismo do préprio animal (Franca e Chiarini-Garcia,
2005). Muiioz (2000), Koya et al. (1997) e Vila et al. (2007) relatam que durante a

época de desova, as células epiteliais apresentavam diversas especializacdes de
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membrana como, zénulas de oclusdo, desmossomos. No entanto, no periodo poés-
desova, as juncbes celulares apresentavam-se escassas com células
polimorfonucleares localizadas abaixo das células epiteliais. Esses autores relatam
gue, durante o periodo pds-desova, com a diminuicdo das juncdes celulares entre as
células epiteliais, os espermatozoides sdo degradados por células do sistema imune
gue migram para esse epitélio.

Espermatozeugmas séo encontrados em diversos géneros de teledsteos, tais
como Lophiobrycon, Glandulocauda, e Mimagoniates, (Pecio & Rafinski, 1994, 1999;
Burns et al., 1995), Scopaeocharax, Tyttocharax e Xenurobrycon (Burns et al., 1995;
Pecio et al., 2005) e em quatro espécies da familia Auchenipteridae (Loir et al., 1989;
Meisner et al.,, 2000; Burns et al., 2002, 2009; Mazzoldi et al., 2007), inclusive no
cangati Trachelyopterus galeatus (Parreira et al., 2009). O fato de os espermatozoéides
se encontrarem predominantemente livres no lume ovariano durante o periodo
reprodutivo sugere que a sua liberacao do epitélio germinativo possa estar relacionada
com o periodo da ovulacdo, quando eles entdo estariam disponiveis para a
fertilizacao.

Varias hipoteses tém sido levantadas para explicar as interacdes entre
espermatozoéides e o epitélio germinativo ovariano. Segundo Zeh & Zeh (2001), o
epitélio germinativo ovariano poderia selecionar os espermatozéides mais viaveis que
entdo se fixariam a ele, permitindo sua sobrevida no trato genital feminino e ainda
eliminaria os riscos associados a incompatibilidade imunolégica. A fémea esperaria a
melhor época para fertilizar seus ovos com aqueles espermatozéides que foram
previamente selecionados, evitando assim as incertezas do meio ambiente (Pizzari &
Birkhead, 2002). A possibilidade de inseminacdo da fémea por varios machos seria
biologicamente interessante, pois aumentaria a competicdo entre 0os espermatozéides
que se fixariam no epitélio germinativo do ovério, selecionando assim os mais bem
adaptados (Watson, 1991, 1998). Todavia, o tamp&o genital (Chacon & Mendes Filho,
1972), inserido provavelmente por um macho durante a copula, impediria
inseminacgdes subsequentes.

As membranas plasméticas das células epiteliais podem possuir em sua
superficie uma camada de carboidratos, com cerca de 10 a 20 nm de espessura,
conhecida como cobertura celular ou glicocalix, que é de grande importancia biolégica.
Uma das fungdes mais importantes deste glicocélix seria a do reconhecimento
molecular permitindo a comunicacdo intercelular (Santos & Carvalho, 2007).
Observamos que o glicocdlix, presente na superficie do epitélio germinativo, possui
espessura variavel durante o ciclo reprodutivo. Nos ovarios em repouso, e sem a

presenca de espermatozoides no liumen ovariano, o glicocdlix apresentou-se mais
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espesso que nos outros periodos avaliados. A presenca de um glicocalix mais
espesso neste periodo pode estar relacionado com a receptividade desse epitélio aos
espermatozéides que ainda serdo introduzidos no lumen ovariano, facilitando seu
reconhecimento e permitindo a interacdo entre estes dois tipos celulares.

Quando avaliamos as ovogbnias desta espécie, s6 conseguimos fazé-lo
durante o periodo de maio, quando 0s ovarios apresentavam-se menos pesados que
nos outros periodos avaliados; com suas lamelas mais delgadas permitindo a
visualizacdo do lumen mais facilmente. Quanto aos meses de setembro e fevereiro
apresentavam o0s maiores valores relacionados ao peso das gbnadas, com lamelas
completamente preenchidas por ovocitos maduros dificultando assim a visualizacao
das ovogonias. Observamos que o epitélio germinativo em repouso, continha grupos
de células somaticas e germinativas que eram envolvidas por células pré-foliculares
formando ninhos celulares que sob estimulo adequado dariam origem aos foliculos
ovarianos. Nos outros periodos foram raros os ninhos de ovogbnias, mas estavam
presentes como estoque de células-tronco, que seriam responsaveis pelo
desenvolvimento dos ovarios nos proximos periodos reprodutivos.

Sao varios os elementos que caracterizam um epitélio e, dentre eles, a
presenca de uma membrana basal no qual as células estdo apoiadas (Grier, 2002).
Através de avaliacdo ultra-estrutural e da identificacdo histoquimica da membrana
basal, verificamos que, além das células epiteliais somaticas, ovogdnias também estao
presentes nesse epitélio de revestimento do cangati. Grier (2000) ja havia descrito
detalhes sobre este epitélio em outra espécie de teledsteo. Considerando a presenca
desses dois tipos celulares, este epitélio entdo é chamado de epitélio germinativo.

Estes achados, em conjunto, demonstram que o0s espermatozoéides ficam
armazenados livres ou aderidos ao epitélio germinativo do ovario de cangati durante
parte do ano e que as interacfes entre os espermatozdides e esse epitélio sofrem

modificacBes morfofuncionais dependendo da fase do ciclo reprodutivo.
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7. Conclusdes

As ponderagBes, em conjunto, dos varios parametros estudados, permitiram-nos

chegar as seguintes conclusoées:

1. Os espermatozdides estao presentes no limen ovariano durante praticamente todo
o ciclo reprodutivo, de repouso gbnada a maturagdo avancada, aguardando as

condi¢des adequadas para fertilizacdo dos ovocitos;

2. O epitélio que recobre as lamelas ovuligeras é firmemente unido por jungdes
intercelulares que impedem o contato dos espermatozéides com o organismo da

fémea e vice-versa;

3. A interacdo entre o espermatozoide e o epitélio germinativo parece ser inicialmente
mediada por um glicocalix, que esta mais espesso no periodo em que as fémeas séo

inseminadas.

4. Os espermatozoides se relacionam de forma diferente com o epitélio germinativo
nas varias fases do ciclo reprodutivo que foram avaliadas, encaixados profundamente
no epitélio no periodo de maturacéao inicial e mais superficialmente durante o repouso

gonadal e maturagéo avancada.

5. Durante o periodo de maturacdo inicial os espermatozéides livres no lumen
ovariano encontravam-se principalmente em feixes formando espermatozeugmas
enquanto na maturacdo avancada, e proxima da ovulagdo, encontravam-se

principalmente na forma livre.
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8. llustracoes
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Figura 2. Fotomicrografias de corte transversal do ovario da espécie Trachelyopterus galeatus. Em A, pode ser visto: limen
(Lu), lamelas ovuligeras (Lm), criptas (Cr), ovécitos (Ov), epitélio (Ep), tinica ovariana (To) e vasos sanguineos (Vs). Em B,
observa-se detalhe da tanica ovariana (To), constituida por tlnica serosa (S), tinica albuginea (Ta), apresentando camada
muscular transversal (seta preta) e longitudinalmente (seta branca) e tunica interna (Ti); Cr, criptas; Ov, ovécitos. Em C,
observsa-se foliculo ovariano com seus envoltorios: zona pelucida (Zp), células foliculares (Cf) e células tecais (Ct). Em D,
vé-se o epitélio germinativo constituido de células epiteliais de revetimento somaticas (Ep) e ovogénias (Og). A fotomicrografia
E & um detalhe da D. Cortes corados com azul de toluidina borato de sodio. Barras equivalentes a: A-D, 8 um; E, 7 pm.
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Flgura 3. Fotomicrografias apresentando detalhes morfologicos de ovécitos de T. galeatus em diferentes fases de desenvolvimento.
(A) Todos sa@o ovocitos perinucleolares; setas pretas indicam nucléolos dispostos na superficie interna da membrana do nicleo (N)
de um ovdcito perinucleclar mais desenvolvido; To, tinica ovariana. (B) Ovécito alvéolos-corticais; setas pretas apontam para
vesiculas claras localizadas na regi&o cortical do citoplasma do ovécito denominadas de vesiculas alvéolos-corticais; camada de
celulas foliculares (Cf) é evidente. (C) Ovocito vitelogénico com zona pelicida (Zp), células foliculares (Cf) e células tecais (Ct) mais
evidentes. At, foliculo atrésico em fase avangada de regressao. (D) Ovocito pés-vitelogénico apresentando camada de células
foliculares (Cf) espessa. (E) Ovécito atrésico; apresentando granulos de vitelo em fusdo com aspecto de desintegragéo (seta preta)
e degradacdo dos envoltdrios do ovécito (ponta de seta preta). Coloragdo com azul de toluidina borato de sédio. Barras equivalentes
a:A-E, 7 pm.
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Flgura 4. Fotomicrografias mostrando detalhes morfologicos da tlinica ovariana de T. galeatus nos meses de maio (A, repouso
inicial e B, repouso avangado), setembro (C, reproducio inicial) e fevereiro (D, reprodugéo avangadal/regresséo). S, tlnica serosa;
Ta, tunica albuginea e Ti, tdnica interna; As cabecgas-de-seta branca mostram a camada muscular circular da tunica albuginea
enquanto as cabegas-de-seta pretas mostram a camada muscular longitudinal. Cr, criptas; Ov, ovécitos; Vs, vasos sanguineos; Cf,
camada folicular. No periodo de repouso inicial (A) as camadas musculares da tunica albuginea sdo menos desenvolvidas. A tunica

interna & de dificil visualizagéo no periodo de reprodugéo (C e D). Coloragdo com azul de toluidina borato de sodio. Barras
equivalentes a: A-D, 7 um.
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Figura 5. Fotomicrografias mostrando detalhes morfolégicos do ovario de T. galeatus no periodo de repouso gonadal quando foram
encontradas fémeas em repouso inicial (A-B) e em repouso avangado (C-F). Em A, vista panoramica de corte transversal de ovario
em repouso mostrando as lamelas ovuligeras (Lm), as criptas (Cr), a tdnica ovariana (To), o mesovario (Me) e um limen (Lu)
evidente. Fotomicrografias B e C comparam a altura do epitélio de revestimento (Ep) de fémeas em repouso inicial (B) com a de
repouso avangado (C). No repouso avangado foram vistos espermatozéides (Ez) aderidos ao epitélio (D) e livres no limen ovariano
(C, E-F). Junto com os espermatozoides foram encontradas células livres no limen ovariano que se assemelhavam com esperma-
técitos (cabeca-de-seta branca) e espermatides arredongadas (cabeca-de-seta preta). Ov, ovécito. Corados com azul de toluidina
borato de sodio, A-C e E-F; corado com PAS, D. Barras equivalentes a: A, 9 ym; B-F, 7 ym.
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Figura 8. Em A, vista panoramica do ovario de fémeas capturadas em maturag&o inicial, quando podem ser observados ovocitos
perinucleolares (Pe), alvéolos-corticais (Ac) e vitelogénicos (Vt). O epitélio de revestimento neste periodo foi principalmente prisma-
tico (B-C). No lumen ovariano (Lu), espermatozdides (Ez) foram encontrados em grande quantidade (A-C) alguns livres mas princi-

palmente agrupados em espermatozeugmas (seta). Ov, ovoécitos; Vs, vaso sanguineo. Coloragdo com azul de toluidina borato de
sodio. Barras equivalentes a: A, 11 pm; B-C, 8 um.
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Figura 7. Fotomicrografias do ovario de fémeas capturadas em maturagio avangada. Neste periodo estavam presentes
principalmente os ovdcitos pre-vitelogénicos (Pv), vitelogénicos (Vt) e atrésicos (At). B e C mostram que o epitélio de
revestimento (Ep) & prismatico e que os espermatozdides (Ez) estdo presentes em grande quantidade no lGmen (Lu),
principalmente na forma livre. Ov, ovécitos; Vs, vaso sanguineio. Corados com azul de toluidina borato de sodio. Barras
equivalentes a: A, 11 pm; B, 8 pm; C, 7 pm.
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Flgura 8. Fotomicrografias do epitélio germinativo de fémeas de T. galeatus capturadas, quando estavam em repouso repro-
dutivo. As imagens de A a D mostram, progressivamente, o processo de interiorizagéo dos ninhos de ovogoénias (Og) de

dentro do epitélio germinativo (Ep) para dentro da lamela ovuligera. Em A, as ovogonias estao totalmente acima da membrana
basal (Mb), que pela técnica do PAS se apresenta como uma linha de cor purpura. Em B, o processo de interiorizagao se inicia
mostrando proje¢cao da membrana basal que comega a envolver o ninho de ovogdénias (Mb). Em C, vé-se o ninho quase que
completamente envolvido pela Mb, restando apenas uma pequena abertura e em D, os ninhos (1 a 3) ja estao completamente
envolvidos pela Mb e isolados do epitelio germinativo. Ov, ovogonias; Pt, células somaticas pre-tecais. Coloragao pelo PAS.
Barras equivalentes a: A-D, 7 pm.
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Figura 9. Eletromicrografia de transmisséo do epitélio germinativo que reveste as lamelas ovuligeras do ovario do teledsteo

T. galeatus, separado da lamela ovuligera pela membrana basal (Mb). A imagem mostra dois dos seus tipos celulares, as células
somaticas de revestimento (Cs) e as ovogonias (Og) e alguns de seus componentes ao nivel ultra-estrutural: nucleo (N), nuage

(Ng); complexo de Golgi (G); reticulo endoplasmatico (Re); mitocéndrias (M); complexos juncionais (Jc) e glicocalix (Gl). Observa-se,
dentro da lamela ovuligera, a presenga de ovocito (Ov) e celula folicular (Cf). Aumento: 4.400X.
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Figura 10. Eletromicrografias mostrando diferengas morfolégicas das células epiteliais de revestimento do epitélio germinativo

do ovario em dois diferentes grupos de T. galealus avaliados no repouso inicial (A) e repouso avangado (B). As diferengas mais
marcantes foram vistas na altura do epitélio, maior no periodo de repouso avangado, e na presenga de glicocalix (Gl), mais evidente
na repouso incial. Vé-se ainda: niicleo (N); complexo de Golgi (G); mitocéndria (M); juncdes celulares (Jc); membrana basal (Mb) e
lamen (Lu). As interdigitagGes entre as membranas de duas células epitteliais adjacentes s&o evidenciadas por cabegas-de-seta.
Aumentos: A, 7.000X; B, 7.700X.
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Figura 11. Eletromicrografias do epitélio germinativo que recobre as lamelas ovuligeras do ovario de T. galeatus,

em repouso gonadal, mostrando detalhes das células epiteliais de revestimento (Ep) e das ovogonias (Og). Visualizam-
se nucleo (N); nucléolo (Nu), nuage (Ng), mitocondrias (M); membrana basal (Mb), glicocalix (Gl) e limen (Lu). lamen.
Também fazendo parte deste epitélio estdo presentes as células foliculares (Cf). Associado a célula epitelial vé-se
espermatozdides (Ez), alguns deles encaixados dentro das células epiteliais. Aumentos: A, 6.600X; B, 8.100X.
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Figura 12. Eletromicrografias mostrando ninho de ovogénias no epitélio germinativo do ovario de T. galeatus em repouso
gonadal. O ninho contém células epiteliais de revestimento (Ep), ovogdnias (Og) e células foliculares (Cf). Abaixo deste
ninho, e separando-o da lamela ovuligera, v&-se membrana basal, delimitada por sequéncia de cabegas-de-seta. A figura
B € um detalhe do retangulo no quadrante superior direito da figura A. Observa-se que a membrana basal comega a se
estender sobre o ninho de ovogbnias. Observa-se também ovacitos (Ov) e limen (Lu). Aumentos: A, 6.200X; B, 15.700X.

41



N ) ‘1 ‘ : &f‘;@% 0w e iy S defita AR --a.

Figura 13. Eletromicrografias mostrando ninho de ovogénias (Og) no periodo de repouso gonadal em processo de
envolvimento pela membrana basal (cabegas-de-seta), mais avangado que aguele observado na Figura 13. A Figura
B é uma ampliagdo de parte da A e mostra com mais detalhe o percurso da Mb que esta em processo de cobertura
do ninho ovogdénias. Observam-se também nucleo (N); nuage (Ng); reticulo endoplasmatico (Re) e limen (Lu).

Aumentos: A, 3.600X; B, 5.700X.
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Figura 14. Eletromicrografias do epitélio germinativo do ovario de T. galeatus capturados no periodo de maturagéo inicial. Em A,
observe a presenca de células epiteliais prismaticas (Ep) e na presenca de grande guantidade de espermatozdides (Ez) encaixa-
dos profundamente neste epitélio. As células epiteliais sao unidas por longas jungoes celulares (cabegas-de-seta), que & mostrada
com detalhes na figura B. Na regido das Jc foi observada grande quantidade de filamentos intermediarios (Fi). Ov, ovogdnia; N,

nucleo; Mb, membrana basal; Lu, limen. Aumentos: A, 2.100X; B, 19.300X.
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Figura 16. Eletromicrografias do epitélio germinativo do ovario de T. galeatus, capturadas em maturagéo inicial. Encaixados nas
células epiteliais de revestimento (Ep), vé-se, em corte longitudinal (A) e transversal (B), grande quantidade de de espermatozoides
(Ez) dispostos em feixes. As cabecgas-de-seta contornam a membrana citoplasmatica da célula epitelial, limitando o espago inter-
celula (Ei) onde estao encaixados os feixes de espermatozéides. Em C, observe que estes espacos intercelulares sdo fechados

por longas jungdes intercelulares (fileiras de setas) e, em algumas jungées ( figura D) encontra-se sequéncia de varios desmossomos
enfileirados (cabegas-de-setas brancas). Aumentos: A, 12.500X; B, 11.800X; C, 7.630X; D, 12.370X.
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Figura 16. Eletromicrografias mostrando detalhes das células epitélio de revestimento das lamelas ovuligeras do ovario de
T. galeatus capturados no periodo de maturagdo avancada. Observa-se que as células epitéliais (Ep) sdo prismaticas altas,
com intensa interdigitagio entre as membranas citoplasmaticas de células vizinhas na sua porgéo basal (cabecgas-de-seta).
Séo evidentes as jungdes intercelulares (Jc), na regido apico-lateral das células, e foi grande o numero de vesiculas citoplas-
maticas (V), na regido supra-nuclear, apresentando tamanho e elétron-densidade bastante variados. Vé-se também: N, nlcleo;
G, complexo de Golgi; M, mitocéndria; Mb, membrana basal; Lu, lmen e Ez, espermatozéides. Aumentos: A, 7.000X; B, 12.300X.

45



Figura 17. Eletromicrografias de varredura da superficie do ovario de T. galeatus capturados no periodo de maturagdo avangada.
Na figura A, observe grande quantidade de espermatozoides (Ez) dentro das criptas ovarianas (Cr) e em B, estes aderidos ao
epitélio de revestimento (Ep). C e D mostram o nticleo (N) e a cauda (C) de espermatozoéides livres no limen ovariano. Em E,
observe encaixado no epitélio a presencga de feixes de espermatozodides (setas). Aimagem F mostra detalhe de um destes feixes
de espermatozoides (seta). Ov, ovocito. Aumentos: A, 470X; B, 860X; C, 4.100X; D, 4.600X; E, 940X; F, 4600X.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

