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RESUMO

Marcon, Lucas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2008.
Morfologia ovariana no lambari Astyanax bimaculatus sob efeito do
hormdnio de crescimento. Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-
orientadores: Jorge Abdala Dergam dos Santos e Eduardo Arruda Teixeira

Lanna.

Astyanax bimaculatus, peixe oviparo, apresenta atividade reprodutiva o ano
todo e desova parcelada, caracteristicas promissoras para seu cultivo. E
importante conhecer a biologia reprodutiva para facilitar o manejo, minimizar os
gastos com a reproducdo e desenvolver novas técnicas para aprimorar a
reproducdo com interesse comercial e de preservagao. Estudos demonstram a
importancia do hormdnio de crescimento nos processos de gametogénese e
maturagdo gonadal, sendo um importante modulador da reprodugéo da fémea.
O presente trabalho avalia histologicamente os ovarios de lambaris submetidos
a técnica de desova induzida com extrato bruto de hipdfise de carpa, e o efeito
do horménio de crescimento no processo de recuperagao ovariana apos a
desova. Apos a desova induzida, ovarios de peixes do grupo-controle e do
grupo tratado com hormdnio de crescimento foram analisados em microscopia
de luz, visando caracterizar a morfologia ovariana pés-desova. A partir de
dados biométricos obtidos, foram calculados os valores dos indices
gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS), e do fator de condigao Ky nos
diferentes horarios de coleta para os grupos em estudo. Cerca de 60% das
fémeas hipofisadas responderam satisfatoriamente a injegdo do extrato bruto
de hipdfise. A extrusdo dos ovécitos ocorreu entre 225 a 234 horas-grau apos
hipofisagdo. A ovogenése de A. bimaculatus parece ser similar a maioria dos
telebsteos de agua doce. A analise dos fragmentos de ovarios demonstrou a
presenca constante de ovdcitos em todas as etapas de desenvolvimento,
foliculos pods-ovulatorios, além de atresia folicular. Ovécitos em crescimento
primario estiveram presentes em maior numero no grupo-controle, enquanto
ovocitos em crescimento secundario foram mais numerosos no grupo tratado.

Foliculos pés-ovulatérios foram mais numerosos no grupo-controle que no

Vil



grupo tratado, e sua detecgao tornou-se mais dificil entre 96 e 120 horas apds
a desova. A atresia foi observada em maior intensidade no grupo tratado que
no grupo-controle. Diferengas significativas (P<0,05) na contagem de foliculos
atrésicos entre os grupos experimentais foram registradas as seis e as 48
horas pés-desova. Nao foram constatadas diferengas significativas (P>0,05)
para a contagem de eosinofilos dentro dos grupos experimentais. Observou-se
maior quantidade de eosinofilos no grupo tratado, coincidindo com as maiores
quantidades de foliculos atrésicos nesse grupo. Diferenga significativa (P<0,05)
foi observada quando foram associados os valores de atresia e eosindfilos e
comparados 0s mesmos entre 0s grupos experimentais. Por ser espécie de
desova parcelada e ndo apresentar variagao brusca no tamanho das génadas,
nao foram encontradas diferengas significativas (P>0,05) para IGS nos
diferentes horarios de coleta e nem entre os grupos experimentais. Diferencas
estatisticas (P<0,05) para os valores de IHS foram encontradas entre os grupos
experimentais as nove e as 96 horas pés-desova. Valores mais altos de IHS
registrados no grupo que recebeu a dose de horménio de crescimento
coincidem com a maior quantidade de ovdcitos em vitelogénese observada
nesse grupo. Nao foram encontradas diferengas estatisticas (P>0,05) para o

fator de condigao K.
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ABSTRACT

Marcon, Lucas, M.Sc., Federal University of Vigcosa, February 2008. Ovarian
morphology in lambari Astyanax bimaculatus under the effect of the
growth hormone. Adviser: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-advisers: Jorge

Abdala Dergam dos Santos and Eduardo Arruda Teixeira Lanna.

Astyanax bimaculatus, oviparous fish, presents reproductive activity the year
round and multiple spawning. It is important to know the reproductive biology to
facilitate the reproductive management, minimize the expenses with the
reproduction and develop new techniques that can to improve the reproduction
with commercial and preservation interests. Studies demonstrate the
importance of the growth hormone in the gametogenesis and gonadal ripening,
as being an important factor of female reproduction. In this way, the present
study histologically evaluates the Astyanax bimaculatus ovaries submitted to
the induced spawning technique with a crude carp pituitary extract and the
effect of the growth hormone in the ovarian recrudescence process after
spawning. Respecting the different periods after induced spawning, the ovaries
of fishes of the control group and the growth hormone treated group were
analyzed using a light microscope, aiming to characterize the post-spawning
ovarian morphology. From the biometric data obtained, the gonadossomatic
index (GSI) and hepatossomatic index (HSI) values were calculated, and also
the condition factor (K3y), in the different collection schedules for the two groups
under study. Around 60% of the females reacted satisfactorily to the crude carp
pituitary extract injection. The extrusion of the oocytes occurred between 225
and 234 h-degrees after hypophysation. The oogenesis of A. bimaculatus
seems to be similar to the majority of the fresh water teleosts. The analysis of
the fragments of ovaries showed the constant presence of oocytes in the
gonads during all pphases of development, post-ovulatory follicles, besides
follicular atresia. Oocyte in primary growth were present in great number in the
group-control, while oocytes in secondary growth were more numerous in the
treated group. Post-ovulatory follicles were more numerous in the control group
than in the treated group, and between 96™ and 120™ hours after spawning in

both control group and treated group its detection became more difficult. The



follicular atresia was observed in greater intensity in the treated group than in
the control group. Significant differences (P<0.05) between the experimental
were recorded at six and at 48™ hours after spawning. Significant differences
were not observed (P>0.05) for the eosinophyle counting inside the
experimental groups. A greater quantity of eosinophyles was observed in the
treated group, coinciding with the largest quantities of atretic follicles in this
group. A significant difference (P<0.05) was noticed when the follicular atresia
and eosinophyle values were associated and compared between the
experimental groups. Due to a multiple spawning and not presenting abrupt
variations in the size of the gonads, significant differences were not found
(P>0.05) for the GSI in the different collecting periods and not even between the
experimental groups. Statistical differences (P<0.05) for the HSI values were
found between the experimental groups at the nine and 96 " hours post-
spawning. Higher values of HSI were registered in the group that received the
hormone growth coinciding with the largest quantity of vitelogenesis oocyte
observed in this group. Statistical differences were not found (P>0.05) for the

condition factor (K2).



1. INTRODUCAO

1.1. O lambari Astyanax bimaculatus

Os peixes representam aproximadamente 50% dos vertebrados,
englobando cerca de 24.000 espécies que ocupam ambientes aquaticos dos
mais diversos tipos. Dessas 24.000 espécies, cerca de 23.400 sao peixes
teledsteos (Vazzoler, 1996). O lambari Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758),
€ um Characiforme que pertence a familia Characidae. Revisbes recentes
colocam o género em “Incertae sedis”, com 88 géneros e 620 espécies, junto
as 86 espécies que pertencem ao género Astyanax (Lima et al., 2003).

Peixes do género Astyanax sao conhecidos popularmente pelos nomes
de lambaris, piabas, lambari-guacu, mojarra, crioula, tabuéo, piaba da lagoa,
entre outros (Barbieri et al, 1982, citado por Drummond, 1996). Astyanax
bimaculatus € um peixe de pequeno porte, atingindo aproximadamente 20 cm
de comprimento e pesando até 40 gramas. Possui corpo irregularmente
eliptico, com nadadeiras amarelas, quatro a cinco dentes na série externa e
cinco na série interna do pré-maxilar, escamas com reflexos prateados,
mancha umeral ovalada, pedunculo caudal com mancha alongada que se
prolonga até a ponta dos raios caudais medianos (Britski et al., 1988;
CEMIG/CETEC, 2000).

O género Astyanax possui ampla distribuicdo geografica, sendo
encontrado desde o sudoeste dos Estados Unidos até a bacia do rio da Prata
(Moreira Filho, 1989, citado por Pereira Filho, 2000). Os lambaris sé&o
encontrados em cabeceiras de riachos, rios e lagos, e vivem sempre em
cardumes, realizando curtas migracbes na época das cheias para sua
reproducgao. Esses peixes sao considerados onivoros, se alimentando de algas,
vegetais, larvas e insetos adultos (CEMIG/CETEC, 2000). Em estudo
conduzido com o lambari Astyanax janeiroensis nas fases larvais, verificaram-
se que os principais habitos alimentares se baseavam em algas,
microcrustaceos, pequenos invertebrados e esporos vegetais (Santin et al.,
2005).

E importante conhecer a biologia e o tipo de desova da espécie que se

pretende cultivar para facilitar o manejo reprodutivo e minimizar os gastos com
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a reproducdo. O lambari Astyanax scabripinnis € um peixe de reproducgao
externa, sem cuidado com a prole, atividade reprodutiva o ano todo e desova
parcelada. Astyanax fasciatus possui desova total ocorrendo de novembro a
maio. Astyanax bimaculatus possui desova parcelada e seu periodo de desova
vai de setembro a marco (Vazzoler e Menezes, 1992, citados por Pereira Filho,
2000).

1.2. Reproducado em peixes teledsteos

O aumento do numero de lagos artificiais interfere no comportamento
migratorio e reprodutivo de varias espécies economicamente importantes
(Tundisi, 1978). As espécies de maior valor comercial no Brasil, com potencial
para cultivo, sdo exatamente os peixes que realizam migragao reprodutiva e
que podem ter a propagacao e a perpetuagao prejudicadas em consequéncia
da construgdo de barragens hidrelétricas (Lima et al., 1991). Com o
represamento dos rios, torna-se dificil para os peixes realizarem esses
movimentos migratérios para desova. Por isso, estudos sobre a atividade
reprodutiva de peixes nos periodos pré e pos-barramento s&o necessarios para
avaliar impactos causados pela construgao desses reservatérios (Bazzoli et al.,
1991). Desmatamento ciliar, poluicdo industrial e doméstica, destruicdo de
varzeas e lagoas marginais por empreendimentos agricolas também
constituem ameaca em varias regides, além da pesca predatodria ilegal em
periodos de reproducéo (CEMIG/CETEC, 2000).

Assim, tém surgido no Brasil, esta¢cdes de piscicultura com objetivo de
incrementar estudos bioldgicos e limmnoldgicos dos ecossistemas aquaticos.
As Estagcdbes de Hidrobiologia e Piscicultura de Trés Marias
(CODEVASFCEMIG) no Rio Sao Francisco/MG, e de Furnas Centrais Elétricas
no Rio Grande/MG, vém desenvolvendo atividades de pesquisa nas areas de
reproducgao, larvicultura, alevinagem, limnologia e biologia pesqueira com a
preocupagao de recuperar as populagdbes ameacadas pela degradacao
constante.

Varias pisciculturas também tém proliferado com o intuito de se produzir
alevinos. Entre elas, a Piscicultura da Prata, localizada na Fazenda da Prata,

municipio de Eugendpolis-MG, micro-regidao de Muriaé, na Zona da Mata de
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Minas Gerais. A Piscicultura da Prata hd mais de 15 anos dedica-se a
producao de peixes ornamentais e ha quatro anos especializou-se na produgao
de alevinos de diversas espécies para repovoamento e consumo. S0 peixes
produzidos através de matrizes selecionadas com tecnologia necessaria para
oferecer produto de qualidade.

A grande vantagem na reproducgéao artificial de peixes € o aumento da
taxa de fertilizagdo, protecdo contra inimigos naturais, condigcbes ambientais
favoraveis para crescimento e sobrevivéncia de larvas, redugdo dos custos
operacionais e, além disso, ndo necessita de tecnologia avancgada
(Woynarovich & Horvath, 1980). Sendo assim, as pisciculturas vém utilizando
preparagdes hormonais com hipofises, horménio luteinizante (LH), hormdnio
foliculo-estimulante (FSH) e gonadotrofina coribnica humana (hCG) para
propagacao artificial de peixes (Baldisserotto, 2002; Furtado, 1995). Na pratica,
o extrato de hipdfise € o agente mais utilizado para induzir a ovulagéo (Sato,
1999; Szabd, 2003).

A sobrevivéncia das espécies depende da producdo de ovos viaveis.
Em peixes, o desenvolvimento ovocitario tem sido descrito por varios
pesquisadores (Begovac & Wallace, 1988; Bazzoli & Rizzo, 1990; Tyler &
Sumpter, 1996; Grier, 2000 e 2002) e, como nos animais em geral,
compreende os periodos pré-meidtico, preé-vitelogénico, vitelogénico e
maturacao final. Os ovécitos passam por diversas fases de desenvolvimento,
diferenciacdo e maturagdo, de acordo com o periodo reprodutivo do animal
(Wallace & Selman, 1981). Essas fases ocorrem no interior de foliculos cuja
parede constituida de zona radiata, camada folicular, membrana basal, e teca
(Grier, 2000) desempenham um importante papel durante a ovogénese e na
fertilizacao.

Muitas das espécies nativas ndo desovam espontaneamente em
ambientes |énticos. Algumas espécies nativas quando mantidas em cativeiro se
preparam para a reproducdo, mas nao desovam naturalmente, e sofrem
regressao ovariana, com consequente atresia dos ovécitos. A atresia folicular
€ um processo degenerativo de ocorréncia comum nos ovarios de vertebrados
€ 0s ovocitos podem sofrer atresia em diferentes fases do desenvolvimento ou
diferenciacao (Guraya, 1986). No entanto, este fendmeno tem séria influéncia

nos procedimentos de cultivo e desova induzida, uma vez que processos
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degenerativos do ovario reduzem a taxa de fertilizacdo (Miranda, 1996). A
utilizacdo de técnicas de indugdo hormonal pode minimizar o problema
(Fenerich-Verani et al., 1984; Godinho et al., 1984; Guraya, 1986) e auxiliar na
propagacao artificial destas espécies.

A ovulacao refere-se a expulsao do ovoécito maduro do foliculo (Redding
& Patifo, 1993). Na natureza, a ovulagdo é regulada por dois hormdnios os
quais estimulam o desenvolvimento gonadal em peixes, GtH-l (hormdnio
foliculo estimulante) e GtH-IlI (horménio lutenizante), os quais sdo semelhantes
ao horménio foliculo estimulante (FSH) e ao hormédnio luteinizante (LH),
respectivamente (Connaughton & Aida, 1998; Klausen et al., 2001). Esses
horménios gonadotréficos agem nos orgaos reprodutores, promovendo o
desenvolvimento e maturagdo das células gametogénicas. O processo de
transporte dos horménios para as células reprodutoras é lento em ambientes
naturais; mas, na reproducao artificial, com a técnica de hipofisacdo, esse
processo torna-se mais rapido em relagéo ao processo natural (Woynarovich &
Horvath, 1980).

Nos ovarios de peixes teledsteos com fertilizacdo externa, os foliculos
pos-ovulatorios, estruturas remanescentes da desova, sao frequentes. Um
aspecto interessante € saber a duracdo da reabsorcdo dos foliculos pds-
ovulatérios nos procedimentos de desova induzida para as espécies em
criacdo. Drummond (1996) estudou a reabsorg¢ao dos foliculos pds-ovulatorios
no estroma ovariano em maturacdo avancada de lambaris (Astyanax
bimaculatus lacustris), e observou que cinco dias apdés a desova os foliculos
haviam sido reabsorvidos. Durante esse processo, figuras de apoptose foram
observadas em fémeas submetidas a hipofisacdo (Drummond et al., 2000), o
mesmo ocorrendo em Leporinus taeniatus (Anostomidae) (Santos et al., 2003).

O horménio de crescimento, um peptideo de aproximadamente 20 kDa
secretado pela hipofise de vertebrados (Yamaguchi et al., 1991), atua no
crescimento (Hull & Harvey, 2001; Yamaguchi et al., 1991) e desenvolvimento,
promovendo a divisdo celular, diferenciacéo e crescimento (Corin et al., 1990;
Copeland & Nair, 1994), atuando também no metabolismo de carboidratos,
lipideos, proteinas e acidos nucléicos (Ho et al., 1996, citados por Klausen et
al., 2001). A grande maioria dos dados disponiveis deriva de experimentos

realizados com mamiferos. Nos peixes, o0 horménio de crescimento além de

4



sua atuacdo no desenvolvimento e no crescimento (Donaldson et al., 1983;
Bern, 1983), exerce influéncia na osmorregulacdo (Sakamoto et al., 1993;
Sangiao-Alvarellos et al., 2006), na resposta imune (Calduch-Giner et al.,
1997), e na reproducgéo (Donaldson et al., 1983; Van Der Kraak et al., 1990; Le
Gac et al., 1993).

Alguns trabalhos foram conduzidos com hormoénio de crescimento,
como o exemplo citado por Nicoll et al. (1986), mostrando que o hormdnio de
crescimento humano (GH) se liga fortemente a todos os receptores de
hormonio de crescimento em diferentes classes de vertebrados. Gomez et al.
(1999) estudaram modificagbes na receptividade ao horménio de crescimento
no ovario da truta durante o ciclo reprodutivo, e concluiram que receptores para
este hormdnio estdo presentes no ovario ao longo do ciclo reprodutivo e séo de
grande importancia na vitelogénese e maturagao ovocitaria. Segundo Hull &
Harvey (2001), a vitelogénese € controlada pelo estradiol e fica severamente
prejudicada na auséncia de hormbénio de crescimento em peixes
hipofisectomizados, sendo estabelecida pela administracdo do horménio
exdgeno. Outra importancia € que este hormdnio pode atuar como regulador do
desenvolvimento folicular, atuando no foliculo pré-ovulatério por interferir com a
via de transdugcdo do AMPc (Van Der Kraak et al., 1990). Esses achados
estimulam investigagbes sobre o papel potencial de preparagbes puras do
horménio de crescimento na gametogénese.

Varias vias sao utilizadas para se administrar horménio de crescimento
em peixes: injegdo intramuscular, injecdo intra-celomatica e implantes de
pellets. Nos estudos mais recentes, a utilizagdo de injecdo intra-celomatica do
horménio de crescimento tem sido a mais utilizada (MacLean et al.,, 1994 e
1997; Seidelin & Madsen, 1997 e 1999). Nas injegdes intra-celomaticas, os
niveis maximos de hormdnio de crescimento circulante foram atingidos seis
horas apds a administracdo, mas cairam rapidamente, diferentemente da
administragcao oral onde os niveis mais elevados foram observados com 15

horas, caindo a niveis basais com 24 horas (Moriyama, 1995).



2. JUSTIFICATIVA

A inducao artificial da desova em peixes € recomendada para varias
espécies de interesse comercial que nao reproduzem em ambientes
confinados. O dominio e o aprimoramento desta técnica sao de grande
importancia para aumentar a produgao de alevinos destas espécies. A desova
induzida também é um procedimento utilizado para conservagao de espécies
ameacadas de extincdo. Apesar disso, estudos experimentais sobre a
reproducdo de espécies brasileiras ainda sdo escassos, sendo menos comuns
ainda aqueles enfocam o mecanismo e os eventos morfoldgicos ocasionados
pela indugéo.

Considerando-se que, como base para estudos fisiolégicos e aplicados
em reproducdo, € necessario conhecer eventos ciclicos que ocorrem nas
gbnadas dos animais, entende-se que o conhecimento das caracteristicas
morfologicas dos ovarios do lambari e da recuperagao dessas gbnadas apos a
inducdo da desova em condi¢gdes de confinamento e também em resposta ao
tratamento com horménio de crescimento, fornecerao informacées importantes
para o aprimoramento das técnicas de reproducao artificial nessa espécie,
aléem de fornecer suporte para estabelecimento de protocolos de desova
induzida em diferentes espécies comercialmente importantes.

A escolha do lambari se deve ao fato de ser uma espécie rustica, de
facil manejo e mantida em tanques na Piscicultura da Prata e em numero
suficiente para realizagado do experimento. Também contribuiu para a escolha o
fato de ser um peixe de pequeno porte, ciclo reprodutivo curto e desova

parcelada.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

- Avaliar a dindmica ovariana em lambaris submetidos a desova induzida e

ao tratamento com hormonio de crescimento apds a desova induzida.



3.2. Objetivos Especificos

- Verificar a eficiéncia do processo de hipofisacao;

- Descrever a morfologia dos ovarios, caracterizando os diferentes estadios
de desenvolvimento ovocitario;

- Descrever os eventos morfolégicos que ocorrem nos ovarios dos peixes
apoés desova induzida por hipofisagao;

- Estudar os foliculos pds-ovulatérios em nivel histologico, e determinar a
duragao da recuperacao ovariana de peixes submetidos a desova induzida por
hipofisagao;

- Verificar os processos degenerativos nos ovarios;

- Avaliar os efeitos do horménio de crescimento humano no processo da
recuperagcao ovariana em peixes submetidos a desova induzida por
hipofisagao; e

- Avaliar diferengas nos valores dos indices gonadossomatico (IGS) e
hepatossomatico (IHS) e do fator de condicdo K, de animais submetidos a
desova induzida e naqueles submetidos ao tratamento com horménio de

crescimento apds a desova.

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Piscicultura da Prata (Eugenopolis/MG,
21°05’56"S 42°11’13”0), nos Departamentos de Veterinaria, Biologia Geral e
Zootecnia (Universidade Federal de Vigosa), e no Departamento de Morfologia
(IB/JUNESP-Botucatu).

A indugdo hormonal a desova, o tratamento com horménio de
crescimento e a coleta de fragmentos de ovarios para o presente estudo foram
realizadas na Piscicultura da Prata no periodo de janeiro a fevereiro de 2006.

O presente experimento seguiu as normas preconizadas pelo “Manual
de Conduta no Uso de animais no Ensino, Pesquisa e Extensao do DVT/UFV?,
elaborado pela Comisséo de Etica do DVT/UFV (protocolo n. 59/2005)



4.1. Animais

Foram utilizadas para indugdo a desova, 200 fémeas do lambari
Astyanax bimaculatus mantidos em tanques de terra. Para o presente estudo,
foram selecionadas fémeas de lambari em maturagdo avangada (Figs.1 e 2).
As caracteristicas para a escolha dos reprodutores se basearam em aspectos
corporais como ventre abaulado, e poro genital dilatado e vascularizado.

Os peixes foram retirados dos viveiros (Fig. 3) um dia antes da
hipofisagdo e transferidos para tanques de alvenaria (Fig. 4) dotados de
circulagdo de agua constante e temperatura mantida em torno de 25+1°C, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental. Apds hipofisacdo, as
fémeas foram mantidas nesses tanques de alvenaria até o momento da desova
(Fig. 4). Para se determinar o momento da desova procurou-se observar a
presenca de ovos no fundo do tanque, e dessa forma, os peixes foram
coletados para massagem abdominal e extrusdo dos ovacitos.

Apos a desova, os peixes foram separados em dois grupos: o grupo-
controle, constituido por fémeas desovadas artificialmente apds administracao
de extrato de hipdfise, e o grupo tratado, com as fémeas que receberam uma
dose de horménio de crescimento (GH) apds a desova induzida. Os peixes
foram alimentados com ragdo comercial Purina contendo 35% de proteina,

duas vezes ao dia, de acordo com 0 manejo da piscicultura.

4.2. Tratamentos

Para verificar a interferéncia do processo de reproducao induzida na
recuperacao ovariana foram adotados os seguintes procedimentos:

- Injecao intra-celomatica, em dose dupla, de extrato bruto de hipofise
de carpa-comum (Cyprinus carpio) (Figs. 5 e 6), sendo a primeira inje¢cao na
dose de 0,5 mg/kg de peso corporal (dose preparatéria) e, apds 14 horas, a
segunda injecdo na dose de 6mg/kg (Woynarovich & Horvath, 1980; Sato,
1999).

- Extrusdo dos ovdcitos, realizada manualmente por compressédo da
parede da cavidade celdmica (Fig. 7). No momento da desova, foi calculado o

tempo em horas-grau, considerando-se a temperatura da agua e o tempo
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decorrido apds a aplicacdo da segunda dose do extrato hipofisario [horas-grau
para extrusdo dos ovocitos = temperatura da agua (°C) x tempo (horas)]
(Woynarovich & Horvath, 1980).

No grupo-controle (59 animais), os peixes foram anestesiados com
solucdo de benzocaina 1:10000 (Fig. 9) e eutanasiados por meio de incisdo na
transicdo cabeca-tronco imediatamente apos a desova e em intervalos de trés
horas nas primeiras 12 horas, e depois as 18, 24, 48, 72, 96 e 120 horas para
coleta dos ovarios.

No grupo de animais submetidos ao tratamento hormonal (52 animais)
(Fig. 8), o hormbnio de crescimento humano (Saizen®, Serono) foi
administrado na dosagem de 2ug/g de peso corporal (Seidelin & Madsen,
1999) imediatamente apos a desova, por via intra-celomatica (Fig. 6). Para
esse grupo, foram seguidos os mesmos procedimentos de coleta adotados
para o grupo-controle, com as fémeas sendo eutanasiadas a cada trés horas
nas primeiras 12 horas, e depois as 18, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a

desova.

4.3. Procedimentos para estudo histologico

Para o estudo das caracteristicas morfologicas das gbénadas, os
fragmentos de ovarios coletados (Fig. 10) foram fixados em formaldeido a 10%
em tampéao fosfato 0.1 M pH 7.2. O material foi fixado por um periodo minimo
de 24 horas e preservado em alcool 70%. Em seguida, os fragmentos foram
transferidos para solugdo de alcool 95% por quatro horas. Apds isso, 0s
fragmentos de ovarios foram imersos em solucdo de alcool 95%:resina
glicolmetacrilato ( Leica, Historesin) na proporgao de 1:1 por 12 horas, seguida
de resina pura por 24 horas, e inclusdo (Figs. 11 e 12), seccionados com 1-3
pMm de espessura e corados com hematoxilina-eosina, azul de toluidina em pH
0.5, pH 4.0 e pH 6.5, PAS (Periodic Acid-Schiff) e PAS/metanil-amarelo.

ApOs a coloragédo, os ovarios das fémeas de lambaris do grupo-controle
e do grupo tratado com hormdnio de crescimento foram analisados em
microscopio de luz. Essa analise levou em consideracdo os estadios de
desenvolvimento ovocitatio, a involugdo dos foliculos poés-ovulatérios e a

presenca de foliculos atrésicos.



4.4. Analises morfométricas da recuperagcao ovariana

Nesta etapa, foram medidos os diametros de 50 ovécitos em cada
estadio de desenvolvimento, em |aminas escolhidas ao acaso, a partir de
ovocitos integros, esféricos, com pouca retracédo e corte passando pelo nucleo.
Estas medidas foram feitas utilizando-se ocular micrométrica de 10X e
objetivas de 10X e 40X em fungdo do estadio de desenvolvimento ovocitario.
Os diametros dos ovdcitos foram calculados apods utilizacdo de fator de
correcao apropriado para os aumentos.

Para a avaliacdo da recuperagao ovariana foram feitas contagens dos
diferentes estadios de desenvolvimento ovocitario, ocorréncia de atresia e
foliculos pos-ovulatorios. Utilizou-se microscopio Olympus BX40 dotado de
reticulo micrométrico (1 mm de lado e 100 subdivisbes) em ocular de 10X e
objetiva de 10X. As contagens foram realizadas em 10 campos escolhidos ao
acaso para cada animal nos dois grupos experimentais. Também foi realizada
a contagem de eosindfilos associados aos foliculos atrésicos, utilizando-se
microscopio Olympus BX40 (ocular de 10X e objetiva de 40X) em 10 campos
escolhidos ao acaso para cada animal nos dois grupos experimentais.

Para todas as contagens, foram calculados os valores médios e
desvios-padrao para cada periodo de coleta em cada grupo, para se avaliar o
processo de recuperag¢ao ovariana.

As imagens digitais foram obtidas com fotomicroscépio Olympus AX70
TRF, no Laboratério de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia
Vegetal da UFV.

4.5. Analise quantitativa da atividade reprodutiva

Para analisar quantitativamente a atividade reprodutiva do A.
bimaculatus, foram registrados, para cada exemplar, os seguintes dados
biométricos: comprimento padrdo (em cm), peso corporal (em g), peso dos
ovarios (em g) e peso do figado (em g). Os valores médios e desvios-padrao
dos indices gonadossomatico e hepatossomatico, e do fator de condicéo Ky
(sem o peso dos ovarios) foram calculados para cada animal, em cada um dos

grupos propostos no presente estudo.
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a) Indice gonadossomatico (IGS)
IGS=PG x100 PG= peso dos ovarios
PC PC= peso corporal

b) indice hepatossomatico (IHS)
IHS= PF x100 PF= peso do figado
PC PC= peso corporal

c) Fator de condicao (K3)
Ke=PC - PG x100 PC= peso corporal
cpP? PG= peso dos ovarios

CP= comprimento-padrao

4.6. Andlises estatisticas

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de normalidade
(Lilliefors) e homocedasticidade (Cochran & Barttlet) e, posteriormente a
analise de variancia para testar as variagdes nos valores meédios dos indices
calculados (IGS, IHS, K3) para cada periodo de coleta. Quando apresentaram
significancia, foi realizado o teste de Duncan (P<0,05) para comparar os
indices médios quando foram registradas diferengas significativas. Teste de
Duncan (P<0,05) foi utilizado para comparar valores médios de IGS, IHS e K;
entre os grupos controle e tratado. Quando ndo atenderam as premissas de
normalidade e homocedasticidade, mesmo apds as transformacdes
apropriadas, os dados foram submetidos aos testes nao-paramétricos de
Kruskal-Wallis e de Wilcoxon (SAEG, 1999).

Foi utilizado teste de Tukey (P<0,05) para comparar valores médios dos
diferentes estadios de desenvolvimento ovocitario, de foliculos atrésicos, de
eosindfilos e de foliculos pds-ovulatérios entre os grupos experimentais. Teste
de correlagao de Pearson foi usado para comparar a proporgao de eosindfilos
associados aos foliculos atrésicos entre o grupo-controle e o grupo tratado
(BioEstat 3.0).
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Figs. 1 e 2: Exemplares de Astyanax bimaculatus em maturagédo avangada.
Em 1, fémeas com ventre abaulado. Em 2, aspecto de ovario
em maturacdo avangada, com ovacitos visiveis a olho nu.

Fig. 3: Vista panoramica dos tanques de terra da Piscicultura da Prata,
Eugendpolis/MG.

Fig. 4:Tanques de alvenaria utilizados para condug¢ao do experimento.
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Fig. 5. Material utilizado para preparo e administragdo de extrato
hipofisario.
Fig. 6: Aplicacdo do extrato hipofisario para indugdo a desova, ou do
hormdnio de

crescimento em fémeas desovadas artificialmente.
Fig. 7: Extrusdo dos ovadcitos de Astyanax bimaculatus por meio de
massagem da

parede da cavidade celémica.
Fig. 8: Horménio de crescimento para aplicagdo em fémeas apds a
desova.
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Fig. 9: Esquema de anestesia dos peixes.
Fig. 10: Coleta de fragmentos de ovario.
Figs. 11 e 12: Incluséo de fragmentos de ovario em historesina.

14



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Eficiéncia da hipofisacao

Foram hipofisadas 200 fémeas adultas de Astyanax bimaculatus em fase
avangada de maturacido, das quais 120 responderam ao estimulo hormonal
com extrato de hipdfise de carpa-comum, de forma semelhante aos valores
relatados na literatura em espécies diferentes do mesmo género (Woynarovich
& Horvath,1980; Miranda, 1996; Drummond, 1996; Sato, 1999).

Sao varios os agentes indutores que podem ser utilizados para indugao
da ovulagdo. Podem ser utilizados o horménio liberador de LH (LHRH), o
horménio foliculo-estimulante (FSH) e a gonadotrofina coriénica humana (hCG)
(Furtado, 1995; Baldisserotto, 2002; Garcia-Alonso & Vizziano, 2004). No
estudo realizado com a corvina da espécie Micropogonias furnieri (Perciformes:
Sciaenidae), foram utilizadas trés doses de hCG (100, 300 e 500 Ul por Kg de
peixe) sendo que a maturagdo dos ovécitos foi atingida 48 horas apds o
tratamento com 300 e 500 Ul de hCG, e 72 horas apds o tratamento na
dosagem de 100 Ul de hCG (Garcia-Alonso & Vizziano, 2004). Em trabalho
realizado com a espécie Brycon insignis (Characiformes:Characidae)
(piabanha) mantida em cativeiro, os peixes foram submetidos em trés
tratamentos com diferentes doses e combinagdes de hCG para inducdo a
desova. Os peixes mostraram uma melhor desova com uma unica dose de
5 Ul de hCG que os outros grupos (Talmelli et al, 2002).

Para se obter sucesso na desova, devem ser conhecidos a técnica
utilizada para induzir a ovulagcédo, a agao do hormoénio, e o tipo de peixe que
esta sendo trabalhado. Dessa forma, a literatura descreve a agdo de alguns
horménios ja utlizados, como é o caso do LHRH, que estimula o
desenvolvimento ovocitario e a desova em varias espécies. As dosagens com o
LHRH podem variar de 1 a 5 mg/kg quando forem aplicados por via
intracelomatica ou intramuscular no peixe. Essas dosagens podem ser até dez
vezes menores se forem aplicadas diretamente nas regides intracraniais. Uma
forma analoga do LHRH, modificada em seu grupo de aminoacidos, visa tornar
essa substancia mais potente, permitindo um efeito mais prolongado das

gonadotrofinas no érgao reprodutor da fémea (Baldisserotto, 2002).
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Porém, a técnica mais utilizada pelas pisciculturas e com menor gasto
financeiro, é o extrato de hipdfise de carpa-comum (Szabd, 2003). No presente
experimento também se utilizou hipdfise de carpa-comum pelos motivos
anteriormente citados. A metodologia de indugdo a desova seguiu a rotina
adotada na Piscicultura da Prata (Eugendpolis/MG), adaptada a partir de
Woynarovich & Horvath (1980). Esses pesquisadores utilizaram extrato bruto
de hipdfise de carpa-comum na dose de 6 mg/kg para induzir a ovulagdo, uma
vez que 0os mesmos relatam que espécies de pequeno porte respondem com
uma unica injecdo. Nesse experimento, diferentemente da metodologia
proposta por esses autores, foram utilizadas duas injeg¢des; porém, a
porcetagem de fémeas que respondeu positivamente € semelhante a utilizagcéo
de uma unica dose, como relatado por Miranda (1996), Drummond (1996) e
Sato (1999).

A resposta a aplicagdao de diferentes hormdnios que induzem a
liberagdo de gonadotrofinas, assim como o extrato de hipéfise, pode variar de
espécie para espécie. Dessa forma, o ajuste nos niveis hormonais a serem
utilizados deve evitar a inibicido da ovulacdo com consequente perda dos
reprodutores (Zaniboni Filho & Barbosa, 1996).

Na técnica de hipofisacdo, as hipodfises sao extraidas de peixes
doadores (carpa-comum) na época imediatamente anterior a desova,
justamente para coincidir com os altos niveis das gonadotrofinas (Baldisserotto,
2002).

Nos processos rotineiros com extrato de hipofise, segundo Woynoravich
& Horvath (1980), as fémeas recebem geralmente duas doses, sendo a
primeira dose introdutéria avaliada em 10% da segunda, que € a dose decisiva
ou final. Para se determinar a dose a ser injetada, devem-se considerar o sexo,
0 peso e o estadio de maturagao dos peixes. Esses autores também afirmam
que com a administracdo de uma dose de horménio as horas-grau serado altas,
e que quanto menores forem as fémeas mais rapida sera a ovulagao.

Utilizando uma unica dosagem, Drummond (1996) obteve 300 horas-
grau para a desova em A. bimaculatus lacustris, enquanto Miranda (1996)
utiizando a mesma espécie registrou 305-312 horas-grau. No presente
trabalho, a desova ocorreu mais rapidamente devido a utilizacdo de duas

doses, concordando com Woynoravich & Horvath (1980). A desova no presente
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estudo ocorreu por volta de nove horas apos aplicagdo da segunda injecao
hormonal, com a temperatura da agua variando entre 25 e 26°C, perfazendo
um total de 225 a 234 horas-grau apos a hipofisagao.

As fémeas que ovularam foram separadas daquelas que nao
responderam positivamente ao estimulo com extrato bruto de hipdfise. Os
peixes que nao responderam a agdo hormonal apresentaram ovarios
volumosos, ovocitos em varias fases de desenvolvimento e raros foliculos pés-
ovulatérios, como também observado em Astyanax bimaculatus lacustris por
Miranda (1996) e Drummond (1996). Nas fémeas que ovularam, observou-se
que apods desova induzida o ovario mostrava a presenca de lamelas ovuligeras
com ovocitos em diferentes estadios de desenvolvimento, foliculos pds-

ovulatorios e foliculos atrésicos.

5.2. Morfologia dos ovarios

Os ovarios das fémeas Astyanax bimaculatus seguem os padrbes
descritos para a maioria dos teledsteos, sendo 6rgaos pares, alongados e
foliaceos, sofrendo modificagdes na espessura, volume e coloragcado durante as
diferentes fases do ciclo reprodutivo, conforme observado também em outras
espécies do género (Drummond, 1996; Miranda, 1996; Melo et al., 2005;
Mazzoni et al., 2005; Rodrigues et al., 2005). Nesses peixes, o ovario é do tipo
cistovariano, onde o lume ovariano se estende até o oviduto, como na maioria
dos peixes teledsteos (Nagahama, 1983; Connaughton & Aida, 1998; Selman &
Wallace, 1986).

Nas observagdes histolégicas do ovario de Astyanax bimaculatus,
verificaram-se ovarios envolvidos externamente por uma serosa peritoneal,
constituida por mesotélio e lamina do tecido conjuntivo fibroso (Fig. 13).
Profundamente a essa estrutura, observa-se tunica albuginea de natureza
conjuntiva, contendo fibrécitos e vasos sanguineos (Fig. 14). A tunica
albuginea emite septos para o interior do 6rgao, formando lamelas ovuligeras,
nas quais encontram-se ovogoOnias e ovocitos em diferentes fases de
desenvolvimento (Figs. 14 a 17). No lambari, o tipo de desenvolvimento

ovocitario € assincrénico, com a presenca de ovocitos em diferentes estadios
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de desenvolvimento (Figs. 13 a 17), o que foi também observado por Miranda
(1996), Drummond (1996) e Pereira Filho (2000).

Nos ovarios onde predominam ovdcitos primarios, uma quantidade
razoavel de tecido conjuntivo se mantém entre os ovoécitos em
desenvolvimento. Nos ovarios em que a maioria dos ovocitos encontra-se em
vitelogénese avangada, a visualizagdo do tecido conjuntivo do estroma
ovariano é dificultada pelo tamanho que estes ovdcitos atingem.

O processo de desenvolvimento dos ovocitos parece ser o mesmo para
as diferentes espécies de teledsteos, observando-se variacdes na estrutura do
ovocito, como didmetro, caracteristicas do nucleo, camadas envoltoras,
composicdo e distribuicdo do vitelo. Quando maduros, os ovécitos sao
eliminados e surgem os foliculos pdés-ovulatérios no estroma ovariano. No
presente trabalho, observou-se grande quantidade de foliculos pés-ovulatérios
nas primeiras horas apos a desova induzida como também relatado por
Miranda (1996), Drummond (1996), Pereira Filho (2000) e Santos et al. (2003).

O epitélio que envolve a lamela ovuligera de A. bimaculatus possui
células pavimentosas e cubicas (Fig. 18).

Quando se inicia a ovogénese, dois tipos celulares originados do tecido
epitelial ovariano migram em direcdo ao estroma, as células somaticas (pré-
foliculares) e as células gametogénicas (ovogonias) (Figs. 18 e 19).

As ovogobnias organizadas em ninhos ou encontradas isoladamente séo
envoltas por células epiteliais (Figs. 19 e 20) e por uma membrana basal que
as separam do estroma ovariano, para mais tarde se tornarem ovocitos (Grier
et al., 2007). Estas células se caracterizam por possuirem formas
arredondadas, citoplasma reduzido e pouco basoéfilo, nucleo grande com
nucléolo unico e central (Figs. 18 a 21). As ovogbnias se multiplicam por
mitose e entram em meiose, permanecendo “estacionadas” em profase |
(diploteno) e seguem nessa fase da divisdo celular até o momento pré-
ovulatério (Wallace & Selman, 1981). Em estudos utilizando microscopia
eletrbnica, foi observado no escasso citoplasma das ovogOnias, muitas
mitocondrias e pequena quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso
(Benjamim, 2004). Com isso, pode-se inferir a baixa sintese protéica
apresentada por estas células, mesmo com nucléolo desenvolvido (Grier, 2000;

Guimaraes & Quagio-Grassiotto, 2001). Como nos demais teledsteos (Bazzoli
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& Riizzo, 1990; Chini et al., 2001; Guimardes & Quagio-Grassiotto, 2001;
Ravaglia & Maggese, 2003), as ovogbnias de A. bimaculatus s&do as menores
células da linhagem germinativa feminina.

As células epiteliais que envolvem as ovogobnias (Figs. 18 a 22) séo
designadas células pré-foliculares e se tornardo as células foliculares que,
segundo Grier (2002), serdo responsaveis pela formagdo da zona radiata.
Outras células de origem do estroma também passardo a fazer parte do foliculo
ovariano, formando a teca, que envolve mais externamente o ovaocito.

Em estudo in vitro utilizando horménios esterdides sexuais,
demonstrou-se que os horménios 17p-estradiol e o 17a,203-DHProgesterona
induzem o crescimento das ovogdnias nos ovarios do peixe japonés Hucho

perryi (Salmoniformes: Salmonidae). Esses hormdnios tém fungdes importantes na

proliferacdo das ovogdnias e na ovogénese (Higashino et al., 2003), marcando
o inicio da profase | da meiose, levando a formagdo do complexo
sinaptonémico (Grier, 2002; Ravaglia & Maggese, 2003), que indica inicio do
desenvolvimento dos ovadcitos primordiais.

No ovario do lambari Astyanax bimaculatus, foram verificadas células
com caracteristicas que as diferenciaram das ovogoénias iniciais (Fig. 21). Estas
células sdo maiores, com citoplasma volumoso, nucleo grande e esférico, e
nucléolo evidente. Esta etapa do desenvolvimento ovocitario pode ser
considerada uma fase intermediaria entre as menores células (ovogonias)
(Figs. 18 a 22) e os ovécitos em desenvolvimento primario (Fig. 18). Alguns
autores consideram essa etapa como ovogonias; porém, segundo Grier (2002),
esta interpretagdo esta incorreta e estas células sdo, agora, denominadas de
ovacitos primordiais. Nessa etapa os ovocitos podem ser encontrados isolados
ou em ninhos, envoltos por camada unica de células foliculares pavimentosas e
membrana basal que os separa do estroma ovariano. Essa organizagéo é
denominada foliculo ovariano (Wallace & Selman, 1981; Grier, 2000 e 2002;
Ravaglia & Maggese, 2003; Yanagimoto & Humphreys, 2005).

De acordo com as caracteristicas morfolégicas observadas ao longo da
ovogénese, o desenvolvimento ovocitario de Astyanax bimaculatus do presente

estudo foi dividido em duas etapas: desenvolvimento primario e secundario.
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5.2.1. O desenvolvimento primério

O desenvolvimento ovocitario primario em Astyanax bimaculatus foi
subdividido em dois estadios para facilitar o estudo: desenvolvimento ovocitario
primario inicial e avangado.

Nesse estadio, os ovocitos possuem citoplasma fortemente basdfilo,
nucleo esférico, nucléolos dispersos pelo nucleoplasma, e estdo envoltos por
células foliculares pavimentosas (Figs. 23, 24 e 25). A presenga de varios
nucléolos e o aumento dessas estruturas nesse estadio, proporciona aumento
no volume do citoplasma, devido a passagem de RNA ribossomal (rRNA)
através dos complexos de poros do envoltorio nuclear. Em estudo conduzido
por Prisco et al. (2004), na espécie Torpedo marmorata (Torpediniformes:
Torpedinidae), constatou-se a presenca de nucléolos nas fases iniciais,
organizado na forma de redes de fibrilas e granulos. Os granulos de rRNA
foram marcados com graos de prata, o que permitiu evidenciar o mesmo
material do nucleoplasma no citoplasma do ovdcito, o que esta de acordo com
Wallace & Selman (1981), ao relatarem que em teledsteos o material nucleolar
se espalha no citoplasma para que ocorra uma intensa sintese de RNA e
proteinas, resultando em um aumento do citoplasma como relatado por Prisco
et al. (2004), e também observado no presente trabalho com A. bimaculatus.

No trabalho realizado por Motta et al. (2005), foi notado no envoltério
nuclear de ovécitos da espécie Trematomus lepidorhinus (Perciformes:
Nototheniidae), da Antartida, a presenca de uma membrana de contorno
uniforme e sem irregularidades, igualmente observado para alguns peixes
teledsteos tropicais (Chini et al., 2001; Garcia et al., 2001; Motta et al., 2005).
No presente estudo, a membrana que envolve o nucleo do ovécito de Astyanax
bimaculatus possui contorno uniforme, sem irregularidades, nesse estadio de
desenvolvimento (Figs. 23, 24 e 25).

Em muitos teledsteos ocorre o aparecimento do nucleo vitelinico que
termina por se dispersar pelo citoplasma (Benjamin, 1996; Tyler & Sumpter,
1996; Garcia et al.,, 2001; Motta et al., 2005). Esse tipo de estrutura, como
relatado em estudos ultra-estruturais (Wallace & Selman, 1981; Drummond,
1996), é formado por agregados de ribonucleoproteinas associadas com
organelas citoplasmaticas como mitocdndrias, reticulo endoplasmatico e

elementos de Golgi. Ovécitos primarios de Astyanax bimaculatus lacustris e de
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A. fasciatus mostraram a presenca do nucleo vitelinico se dispersando pelo
citoplasma (Drummond, 1996; Garcia et al., 2001). No estadio de
desenvolvimento primario inicial do presente estudo, também foi observada a
presenga do nucleo vitelinico (Fig. 25). Diferentemente, Pelizaro et al. (1981)
nao observaram nucleo vitelinico na espécie Astyanax bimaculatus por eles
estudada.

Em Astyanax bimaculatus o volume do citoplasma dos ovécitos
aumenta e adquire aspecto granular, e observa-se uma diminuigdo na relagao
nucleo/citoplasma (Fig. 26). Essa etapa do desenvolvimento foi classificada
como estadio de desenvolvimento ovocitario primario avangado, onde se
observa maior didmetro ovocitario em relagdo a etapa anterior (Tabela 1).

Em alguns peixes antarticos, Motta et al. (2005), verificaram no inicio do
desenvolvimento ovocitario a presenca do nucleo com um unico nucléolo
grande e esférico. Com o desenvolvimento, o nucléolo se fragmenta e forma
varios nucléolos associados ao envoltdrio do nucleo. Na espécie Trematomus
lepidorhinus, o nucléolo se fragmenta e se dispersa em todo o nucleoplasma,
igualmente observado no peixe neotropical Astyanax bimaculatus (Fig. 26). O
envoltorio nuclear mostra um contorno irregular com varios nucléolos na regiao
central e também perifericamente no nucleoplasma (Fig. 26).

Nesse momento, evidenciou-se a presenga de granulagdes grosseiras
dispersas por todo o citoplasma (Fig. 26), que representam a fragmentagao do
nucleo vitelinico. Esse evento também foi relatado por Garcia et al. (2001),
onde se observaram as mesmas caracteristicas na espécie Astyanax fasciatus.

Durante o desenvolvimento primario avancado, a camada de células
foliculares é pavimentosa, com o nucleo eliptico (Fig. 26). Entre as células
foliculares e o ooplasma, aparece a zona radiata como uma fina camada
homogénea PAS+ (Fig. 26). No final do desenvolvimento primario avangado,
forma-se o complexo folicular, constituido pelo ovécito envolvido por zona

radiata, camada de células foliculares, membrana basal e teca (Grier, 2002).

5.2.2. O desenvolvimento secundario
O desenvolvimento ovocitario secundario em Astyanax bimaculatus foi
subdividido em trés estadios: desenvolvimento ovocitario secundario inicial,

intermediario e avangado.
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No estadio de desenvolvimento ovocitario secundario inicial, o volume
citoplasmatico aumenta mais em relagdo ao nucleo (Figs. 27, 28 e 33), e o
ovocito neste estadio possui um didmetro maior que estadio anterior (Tabela 1).
O nucleo é central, ligeiramente acidofilo, com nucléolos pequenos e dispersos
pelo nucleoplasma, e o citoplasma €& granular e fracamente basofilo (Figs. 27,
28 e 33).

Em seguida, ocorre a formagédo de vesiculas pequenas e claras na
periferia do citoplasma ovocitario de Astyanax bimaculatus (Figs. 27 e 28 e 33).
Essas vesiculas sdo denominadas de vesiculas corticais, e também foram
observadas em Astyanax fasciatus (Garcia et al., 2001), em Astyanax
bimaculatus lacustris (Miranda, 1996; Drummond, 1996) e em varios outros
teledsteos neotropicais de agua doce (Bazzoli, 1992; Bazzoli & Godinho, 1994).
Observagdes sobre o local onde as vesiculas corticais surgem também foram
relatadas na espécie Tilapia zilli (Perciformes:Cichlidae) (Coward & Bromage,
1998), onde se observou que as mesmas s&o inicialmente observadas no
ooplasma periférico.

As vesiculas corticais aumentam em quantidade e tamanho, se fundem
e formam os alvéolos corticais (Figs. 29 a 32). Esses alvéolos corticais nao
responderam as coloracdes feitas com hematoxilina-eosina, azul de toluidina
pH 4,0 (Figs. 29, 30 e 32), mas coraram com azul de toluidina em pH neutro
(Fig. 31) e fracamente em pH 0,5. A morfologia e o conteudo dos alvéolos
corticais de A. bimaculatus é similar aquela descrita por Bazzoli & Godinho
(1994) e Garcia et al. (2001), que estudaram estas estruturas, detectando
glicoconjugados acidos carboxilados e glicoproteinas neutras, conteudos
relacionados com a fertilizagado do ovécito e com o bloqueio da polispermia.

Na sequéncia, ocorre um aumento no didmetro do ovdcito (Tabela 1) e
inicia-se a deposigao de vitelo a partir da regido periférica (Fig. 29, 34 e 35), o
que permitiu classificar esse estadio como desenvolvimento secundario
intermediario. O local de surgimento dos globulos de vitelo difere entre os

peixes. Em Crinodraco hamatus (Perciformes:Channichthyidae), um peixe do

continente Antartico, o globulos de vitelo surgem proximos ao nucleo (Motta,
2005). Em outro peixe antartico, Trematomus hansoni (Perciformes:

Nototheniidae), os glébulos de vitelo surgem como duas camadas protéicas

que foram evidenciadas pela técnica com sais de prata, sendo uma camada

22



préxima ao nucleo e outra proxima a periferia do citoplasma ovocitario (Motta et
al, 2005). O surgimento do vitelo em diferentes regides do citoplasma do
ovdcito parece indicar diferentes vias de sintese, ou seja, glébulos de vitelo que
surgem proximos ao nucleo indicam via de sintese enddgena (Shackley and
King, 1979, citados por Motta et al., 2005).

O vitelo resulta do processamento da vitelogenina, uma proteina que &
sintetizada nos hepatdcitos de fémeas sob agao de estrogenos e transportada
para o ovario através da corrente sanguinea, sendo incorporada no ovacito por
micropinocitose seletiva (Selman & Wallace, 1989; Ribeiro et al., 2006).

A zona radiata € mais desenvolvida nessa etapa, sendo observadas
duas camadas que reagem diferentemente ao PAS. A camada interna é
fracamente positiva e a externa, mais fortemente positiva (Figs. 34 e 35), o que
indica a presencga de polissacarideos neutros. O conteudo da zona radiata é
semelhante a muitos peixes teledsteos estudados (Bazzoli, 1992; Garcia et al.,
2001; Chini et al., 2001). Estudando quatro espécies de peixes de interesse
comercial, da ordem Characiformes, Sampaio (2006) relatou que a zona radiata
externa contém polissacarideos neutros (PAS+) e carboxilados (acidos) (Alcian
Blue + em pH 2.5), enquanto a zona radiata interna apresentou polissacarideos
neutros (PAS+), caracteristico de ovos n&o-adesivos. Nesse momento do
desenvolvimento secundario inicial, a zona radiata apresenta um contorno
irregular, sendo pregueada em algumas regides da circunferéncia do ovécito
(Fig. 29). A superficie da zona radiata em muitos peixes teledsteos varia em
sua estrutura e organizagdo, o que determina se 0os ovos sdo adesivos ou n&o
adesivos, conforme a estratégia reprodutiva que pode ser migratéria ou nao.
Em alguns peixes Characiformes e Siluriformes, a zona radiata possui
protuberancias proximas ao polo animal; em outros peixes, a zona radiata tem
rede de fibrilas, vilos que se projetam da zona radiata, flamentos associados a
zona radiata e canais-poros que se comunicam com o citoplasma do ovdcito
(Rizzo et al., 2002). A zona radiata de Astyanax bimaculatus ja foi estudada em
microscopio eletrébnico por Rizzo et al. (2002). Os autores verificaram a
presengca de canais-poros ao longo da zona radiata, e também o
caracterizaram como ovdcito do tipo fracamente adesivo. No presente estudo,
essas estruturas ndo foram analisadas, mas foram observadas estrias ao longo

da zona radiata em microscépio de luz.
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Durante o desenvolvimento secundario intermediario, pbde-se
evidenciar o inicio da formacao do aparelho micropilar. O canal micropilar se
apresenta como uma depressdao em forma de funil na zona radiata, e é
ocupado pela célula folicular modificada esférica, com nucleo basodfilo e
citoplasma aciddfilo (Figs. 33 a 35), concordando com as observagdes de
Ricardo et al. (1996).

Nos lambaris do presente estudo, a célula micropilar pode ser
evidenciada nos ovocitos em desenvolvimento ovocitario secundario inicial (Fig.
33), mas o aparelho micropilar s6 se apresentara totalmente desenvolvido em
ovoécitos em desenvolvimento ovocitario secundario avangado (Figs 36 e 37),
concordando com as observagodes feitas por Drummond (1996) e Garcia et al.
(2001).

As células foliculares que envolvem o ovdcito nesse momento podem
apresentar-se cubicas ou pavimentosas (Fig. 35), discordando da observagao
feita por Drummond (1996), onde as células foliculares apresentaram-se
pavimentosas durante todo o desenvolvimento ovocitario. Dessa forma, a
evidéncia de células foliculares cubicas poderia facilitar a transformacéao parcial
do nutriente vindo do sangue destinado a nutricdo do ovdcito (Houillon, 1972,
citado por Drummond, 1996). Células foliculares pavimentosas né&o
metabolizam ao mesmo nivel das células foliculares cubicas, cabendo mais
esforgo para transformar o nutriente oriundo do sangue em vitelo (Chaves e
Vazzoler, 1984, citado por Drummond, 1996).

No estadio de desenvolvimento ovocitario secundario avangado, o
volume citoplasmatico aumenta mais em relacdo ao nucleo (Figs. 30 a 32),
tendo o ovécito neste estadio, um didmetro maior (Tabela 1) quando
comparado aos estadios anteriores.

Nessa etapa do desenvolvimento, o vitelo foi se espalhando por todo
citoplasma (Figs. 30 a 32). O mesmo foi notado em Astyanax fasciatus (Garcia
et al., 2001). Os ovdcitos maduros de Astyanax bimaculatus passam por
modificagdes morfoldégicas que fazem com que seu aspecto se altere
completamente. O citoplasma torna-se preenchido com varios globulos de
vitelo, os quais tém forma esférica e ndo se fundem para formar uma massa
homogénea (Figs. 28, 30 a, 32, e 35 a 37), como observado em Astyanax

bimaculatus lacustris (Drummond, 1996; Miranda; 1996) e também em outros
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peixes teledsteos neotropicais de agua doce (Bazzoli, 1992; Bazzoli & Godinho,
1994; Chini et al., 2001). Em peixes ovoviviparos da familia Poeciliidae (Ordem

Cyprinodontiformes), o citoplasma € ocupado por uma massa homogénea,

resultante da fusdo dos glébulos de vitelo, como é o caso em Lebistes
reticulatus, (Droller & Roth, 1966), Xiphophorus helleri (Azevedo, 1976) e
Xiphophorus maculatus (Benjamin, 2004). Esse padrdo de organizagdo do
vitelo pode estar relacionado com o ambiente ou estratégia reprodutiva, uma
vez que o lambari é espécie ovipara e de desova parcelada.

A andlise histoquimica dos ovocitos vitelogénicos de Astyanax
bimaculatus mostra que os globulos de vitelo contém proteinas, corando-se
fortemente com hematoxilina-eosina e azul de toluidina em pH 6.5 (Figs. 30,
31, 36 e 37). Na técnica com PAS/metanil-amarelo a reacdo foi positiva ao
metanil-amarelo, o que demonstra a presenca de proteinas. Reacgao positiva ao
PAS foi demonstrada por Sampaio (2006) ao estudar quatro espécies da ordem
Characiformes. Em Astyanax fasciatus (Garcia et al, 2001), as reagdes
citoquimicas para identificagdo dos globulos de Vvitelo responderam
positivamente aos métodos de Coello e ao Fast Green, o que indica a presenca
de proteinas totais e polissacarideos no citoplasma, assim como na espécie
Leporinus striatus (Characiformes: Anostomidae) analisado por Chini et al.
(2001). No presente trabalho, a reagdo histoquimica para os glébulos de vitelo
foi negativa em azul toluidina em pH 0.5, e positiva em azul de toluidina em pH
4.0 demonstrando a detecg¢ao de polissacarideos acidos.

A zona radiata € mais espessa nesse estadio se comparada aos
estadios anteriores, e apresenta um aspecto mais homogéneo ao redor do
ovécito (Fig.30). O aumento na espessura da zona radiata em ovécitos de
especies oviparas indicaria protecdo as adversidades do ambiente no qual se
encontra (Bazzoli & Godinho, 1994). Por outro lado, zona radiata delgada pode
estar relacionada a viviparidade (Azevedo, 1976; Riehl & Greven, 1990; Riehl &
Greven, 1993), em que o embrido desenvolve em ambiente protegido (Riehl &
Greven, 1993) e também facilitaria uma troca mais efetiva de gases.

As células foliculares mantém-se pavimentosas. Nesse estadio, o
aparelho micropilar ja estd completo, e o nucleo migra para o pélo animal, em
direcédo a ele (Figs. 31 e 36). Quando o nucleo do ovocito migra para o pélo

animal, ocorre a desintegracdo do seu envoltorio e 0 espalhamento do seu
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conteudo no citoplasma. No final da maturagdo ovocitaria, os cromossomos
remanescentes continuam até a segunda metafase da meiose, onde
estacionam novamente (Grier, 2002).

Em trabalho realizado por Holland et al (1998) com fémeas da espécie
Morone saxatilis (Perciformes:Moronidae), conhecido como “Striped Bass”, os
peixes foram tratados com hormodnios testosterona (T) e combinagdo de T +
GnRHa. Nesse estudo, ndo foram evidenciadas alteragbes morfologicas
ovarianas € nem nos ovocitos ao longo dos 145 dias de experimento. No
presente trabalho ndo foram observadas diferengas morfolégicas nos diferentes
estadios de desenvolvimento ovocitario, seja no grupo-controle seja no grupo
tratado com hormbénio de crescimento, confirmando o padrdao de

desenvolvimento ovocitario em teledsteos.

5.2.3. Morfometria dos ovaocitos

O aumento no didametro do ovodcito observado no decorrer do
desenvolvimento se deve principalmente ao acumulo de vitelo, e foi
acompanhado por meio da mensuragao de ovaocitos esféricos, integros e com
corte passando pelo ndcleo. No entanto, em estadios finais de
desenvolvimento, o nucleo tende a se deslocar para o podlo animal. Como o
referencial para a mensuragéo € o nucleo central, a medida dos ovdcitos no
final do processo pode n&o corresponder ao didmetro real, caso ndo seja
observado o nucleo no ovdcito a ser mensurado (Kobayashi & Iwamatsu, 2002;
Benjamin, 2004). Os valores médios e desvios-padrdo do diametro do ovdcito
estao expressos na tabela 1. Os valores encontrados sdo semelhantes aqueles
encontrados por Miranda (1996) e Drummond (1996) para A. bimaculatus
lacustris, e Melo et al. (2005) para Astyanax scabripinnis.

Os envoltérios dos ovécitos de A. bimaculatus também se modificam,
acompanhando o desenvolvimento ovocitario. Assim, foi observado que a
espessura da zona radiata aumentou com o desenvolvimento do ovdcito.
Porém, a obtengdo de medidas confidveis de sua espessura utilizando
microscopia de luz é dificil, situacdo valida também para a membrana basal,
cuja espessura varia ao longo do desenvolvimento ovocitario, como mostrou
Benjamin (2004) utilizando-se de micrografias eletrbnicas para a obtencéo de

tais valores.
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5.3. Recuperacao ovariana

5.3.1. Dinamica do desenvolvimento ovocitario nos grupos experimentais

Os ovocitos primarios iniciais foram encontrados em maior numero que
os demais estadios nos ovarios dos animais, seja no grupo-controle seja no
grupo tratado (Grafico 1). A quantidade média de ovadcitos primarios iniciais
encontrados no grupo-controle foi superior ao grupo tratado; porém, nao se
constatou diferenca significativa (P>0,05) para as contagens totais (Grafico 1).
No entanto, a contagem desses ovocitos ao longo do periodo experimental
mostrou que os valores para o grupo-controle foram sempre superiores ao
grupo tratado. Porém, os maiores foram registrados nos periodos de nove e 12
horas no grupo-controle, enquanto no grupo tratado com horménio de
crescimento os valores foram semelhantes ao longo do periodo experimental
(Gréfico 2).

No estadio de desenvolvimento primario avangado a quantidade de
ovécitos foi menor em relagdo ao estadio anterior (Grafico 1). A quantidade
média de ovécitos primarios avangados encontrados no grupo-controle foi
superior ao grupo tratado; entretanto, nao foi constatada diferenca significativa
(P>0,05) para as contagens totais (Grafico 1). Entretanto, maiores valores para
a contagem dos ovocitos em desenvolvimento primario avangado no grupo
tratado em relagdo ao grupo-controle foram registrados somente as 3, 9, 18 e
24 horas pos-desova (Grafico 3).

A quantidade de ovdcitos em desenvolvimento secundario inicial com
vesiculas corticais foi inferior aos valores registrados para os demais estadios
de desenvolvimento (Grafico 1). Observou-se, também, que a contagem média
desses ovadcitos no grupo tratado foi maior que no grupo-controle, mas nao se
constatou diferenca significativa (P>0,05) para as contagens totais (Grafico 1).
A contagem dos ovécitos em desenvolvimento secundario inicial com vesiculas
corticais no grupo tratado permaneceu superior em quase todos os periodos
analisados, exceto nos periodos de 18, 72 e 120 horas que mostraram maiores
valores para o grupo-controle (Grafico 4).

O numero de ovdcitos em desenvolvimento secundario intermediario
com inicio de deposi¢cao de vitelo somente nao foi inferior ao numero de

ovocitos secundarios iniciais com vesiculas corticais (Grafico 1). Nesse estadio
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de desenvolvimento, o valor médio da contagem dos ovécitos foi maior no
grupo tratado que no grupo-controle, ndo se constatando diferenga significativa
(P>0,05) para as contagens totais (Grafico 1). Porém, observou-se que no
grupo tratado a quantidade de ovécitos foi superior ao grupo-controle nos
periodos de 3, 6, 18, 24, 72, 96 e 120 horas pods-desova, sendo inferior ao
grupo-controle somente nos periodos de 9, 12 e 48 horas pos-desova (Grafico
5).

Para os ovocitos em desenvolvimento secundario avangado com
glébulos de vitelo em todo o citoplasma, o valor encontrado foi superior aqueles
registrados para ovocitos secundarios iniciais e intermediarios, e foi maior no
grupo tratado que no grupo-controle (Grafico 1), sem contudo se constatar
diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais. Valores
superiores do grupo-controle em relagdo ao tratado somente foram observados
as 24, 96 e 120 horas pos-desova (Grafico 6).

No grupo tratado com horménio de crescimento observou-se menor
quantidade de ovdcitos primarios iniciais e avangados em relagdo ao grupo-
controle, enquanto nos estadios de desenvolvimento secundario a quantidade
de ovdcitos foi maior no grupo tratado que no grupo-controle (Graficos 1 a 6).
Segundo Chatterjee et al. (1997), o desenvolvimento dos ovodcitos € um
fendbmeno hormoénio-dependente. Em estudo conduzido para se avaliar o
impacto do carbofuram sobre maturacdo dos ovocitos na espécie
Heteropneustes fossilis (Siluriformes: Heteropneustidae) (catfish), os autores
observaram que o numero de ovécitos foi afetado pelo carbofuram, sendo
registrado maior numero de ovdcitos iniciais no grupo tratado em relagdo ao
grupo-controle. O carbofuran pode inibir 0 aumento da taxa de ovdcitos em
fases avancadas por inibir a sintese de vitelogenina. (Chatterjee et al, 1997). O
tratamento com horménio de crescimento pode estar influenciando a producao
das gonadotropinas e o desenvolvimento dos ovdcitos, visto que uma maior
quantidade de ovocitos em vitelogénese foi encontrada nos ovarios de
Astyanax bimaculatus que receberam a dose de GH. No presente estudo pode-
se verificar que ndo houve perda na produgdo de ovécitos no grupo tratado
com o hormdénio de crescimento ao longo do periodo experimental se
comparado com o grupo-controle (Graficos 1 a 6). Dessa forma, mais estudos

devem ser realizados para confirmagcdo dos niveis hormonais que podem
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influenciar diretamente no desenvolvimento ovocitario. Para isso, seria
necessario analisar os niveis plasmaticos das diferentes substancias que sao
importantes no processo de ovogénese e vitelogénese. Esse tipo de estudo é
de grande importancia para se avaliar impactos proporcionados por diferentes
tratamentos sobre a producao de ovos e que poderiam interferir na reproducao

desses animais (Chatterjee et al, 1997) e também na recuperacéo ovariana.

5.3.2. Atresia folicular

A atresia folicular € um processo frequentemente observado nos
ovarios dos vertebrados (Saidapur, 1978). Em A. bimaculatus, a atresia folicular
foi frequentemente observada. Porém, para o entendimento desse evento, as
alteragdes morfologicas observadas durante a atresia foram comparadas com
as caracteristicas de ovécitos normais.

Durante esse processo, os ovocitos regridem, passando por varias
fases de degeneragao e reabsorcao (Figs. 38 a 45). O processo de atresia &
caracterizado por uma série de eventos sequenciais, que culminam com a
reabsorgao total e desaparecimento do ovécito. Dependendo da forma que os
diferentes autores estudam esse processo, ele pode ser dividido em varias
etapas (Lambert, 1970; Bazzoli & Rizzo, 1995; Rizzo & Bazzoli, 1995; Miranda
et al.,, 1999). Os fatores que levam a atresia podem ser ambientais ou
fisiolégicos. Dessa forma, a atresia folicular pode ser induzida por fatores como
estresse, agentes biocidas, temperatura, luz, alimentagcdo inadequada,
confinamento e niveis hormonais (Nagahama, 1983; Guraya, 1986)

No lambari Astyanax bimaculatus deste estudo, o processo de atresia
foi semelhante ao descrito por Miranda et al. (1999), Munoz et al. (2002); Melo
et al. (2005) e Santos et al. (2005). A maior frequéncia de atresia foi observada
em ovocitos vitelogénicos aqui designados como ovoécitos em crescimento
secundario avangado. Observagdes semelhantes foram feitas por Drummond
(1996) em A. bimaculatus lacustris, e Melo et al. (2005) em A. scabripinnis.

O processo da atresia que ocorre nos ovocitos secundarios € do tipo
hipertréfico devido a hipertrofia e hiperplasia das células foliculares (Vizziano &
Berois, 1990). Péde-se observar ocorréncia de atresia tanto nos estadios de
desenvolvimento secundario inicial quanto, principalmente, no desenvolvimento

secundario avangado.
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A atresia inicial €& caracterizada pela descontinuidade da camada
externa da zona da radiata, fendas na camada interna da zona radiata e
hipertrofia das células foliculares (Figs. 38-42). Nesse momento da atresia,
foram evidenciadas células eosindfilicas entre a membrana basal e células da
teca (Figs. 42 e 43). Durante os processos de atresia, a zona radiata, PAS
positiva, perde essa positividade, apresentando reatividade ao metanil amarelo
em coloragdes com PAS+metanil amarelo (Figs. 40 e 41), o que poderia indicar
modificacdo do conteudo dessa estrutura.

Na sequéncia do processo de atresia, ocorre o inicio da fusdao e
liquefacdo dos gldbulos de vitelo, desintegracdo e fragmentagdo da zona
radiata, hipertrofia das células foliculares que se tornam vacuolizadas e contém
material granular de aspecto similar aos glébulos de vitelo, e invasédo do
citoplasma pelas células foliculares (Figs. 44-49). Na atresia avancgada, células
foliculares engolfam os residuos finais do ovécito, levando a uma diminuigao do
tamanho do foliculo atrésico (Figs. 50 e 51).

O processo final da atresia n&o foi documentado no presente
experimento. A regressao total dos foliculos foi registrada por Miranda (1996),
que relata um periodo de seis meses em A. bimaculatus lacustris, e de quatro
meses em Leporinus reinhardti. Os processos finais ou avangados da atresia
mostram uma continua diminuicdo do tamanho do foliculo atrésico,
aparecimento de granulos castanho-amarelados e permanéncia no ovario por
longos periodos (Bazzoli & Rizzo, 1995; Rizzo & Bazzoli, 1995; Rizzo &
Bazzoli, 1997; Miranda et al., 1999). No presente estudo, essas caracteristicas
nao foram observadas.

Além da participacdo das células foliculares hipertrofiadas no processo
de reabsorgao do vitelo, os vasos sanguineos da teca que aumentam em
numero também tém uma atuacdo ativa nesse processo (Lang, 1981a). A
reabsor¢ao do vitelo foi evidenciada por Bazzoli & Rizzo (1995) estudando a
espécie A. bimaculatus lacustris. Eles verificaram que as células foliculares dos
ovaocitos vitelogénicos incorporaram o azul de tripan injetado na circulagao,
através do fenémeno de granulopexia, muito conhecido nos macrofagos. Em
foliculos atrésicos dos peixes da espécie Acipenser transmontanus
(Acipenseriformes: Acipenseridae) (white sturgeon), Linares-Casenave et al.

(2002) verificaram que as células foliculares hipertrofiam e fagocitam o
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envelope vitelinico do ovo permitindo a invasao do citoplasma por essas
mesmas células. Nos processos tardios, foram observados linfocitos infiltrando
a teca e, segundo esses autores, essas células podem participar da fase final
de reabsor¢cdo ovocitaria. Além disso, notaram a diminuicdo dos niveis
plasmaticos de estradiol, testosterona e vitelogenina que séo coincidentes com
o inicio do processo de atresia daqueles ovocitos que ndo desovaram. Essas
observagcbes sugerem que as ceélulas eosinofilicas e as células foliculares
poderiam participar do processo de atresia logo apds a desova do lambari.

No grupo tratado foi registrado maior numero de foliculos atrésicos em
relacdo ao grupo-controle (Graficos 7 e 8). Além disso, verificou-se que os
eventos de atresia inicial foram registrados em maior numero que eventos de
atresia intermediaria e avancada (Grafico 8). A atresia foi observada em maior
intensidade entre nove e 48 horas apds a desova no grupo tratado, € no grupo-
controle as 18 e 24 horas (Grafico 7). Diferencas estatisticas (P<0,05) foram
registradas somente entre os periodos experimentais 18 e 120 horas e entre 24
e 120 horas no grupo-controle. No grupo tratado, somente foram registradas
diferencas estatisticas (P<0,05) entre os periodos experimentais de 12 e 96
horas. Quando se comparou a ocorréncia de atresia entre os grupos
experimentais, foram verificadas diferengas (P<0,05) somente as seis e as 48
horas. Nao foram registradas diferengas estatisticas (P>0,05) para a contagem
total de foliculos atrésicos entre os grupos experimentais.

Nao se constataram diferengas significativas (P>0,05) para a contagem
de eosindfilos entre os diferentes horarios propostos para coleta dentro dos
grupos controle e tratado. Diferengas entre os grupos experimentais (P<0,05)
ocorreram as seis, 48 e 120 horas. A contagem total de eosindfilos foi
significativamente superior no grupo tratado em relagdo ao grupo-controle
(P<0,05).

O teste de correlagdo de Pearson mostrou correlagéo positiva (r=0,68)
quando se considerou o numero de eosindfilos associados aos foliculos
atrésicos entre o grupo-contole e o grupo tratado ao longo do periodo
experimental, apesar de mostrar diferenga significativa (P<0,05) quando as
médias foram comparadas.

O estresse causado no manejo dos peixes pode ter sido a principal

causa da ocorréncia da atresia, observado em maior quantidade no grupo
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tratado. Em funcéo disso, foi registrada maior quantidade de eosindfilos no
grupo tratado que no grupo-controle, coincidindo, entdo, com a maior
quantidade de foliculo atrésicos do grupo tratado (Graficos 9 e 10). Esses
resultados podem sugerir que o tratamento com o hormdnio de crescimento
pode influenciar a ocorréncia de atresia folicular e o niumero de eosindfilos
associados a esses foliculos atrésicos.

Coward & Bromage (1998) estudando a recuperagdo ovariana na
espécie Tilapia zilli, verificaram que entre 18 e 26 dias de experimento houve
um aumento na presenca de foliculos atrésicos no ovario, o que pode reduzir a
fecundidade e também influenciar a qualidade do ovo. Portanto, em Astyanax
bimaculatus esses achados permitem sugerir que maiores quantidades de
ovdcitos atrésicos nos ovarios também podem comprometer o potencial

reprodutivo da espécie.

5.3.3. Foliculos pés-ovulatorios

Os foliculos pos-ovulatorios (FPO) em Astyanax bimaculatus surgem
apos a ovulagao, e sdo formados pelas células foliculares, membrana basal e
teca, concordando com Grier (2007). Sua presenca pdde ser facilmente
observada principalmente nas primeiras horas apds a desova induzida com
extrato de hipdfise, tanto no grupo-controle quanto no grupo tratado (Fig. 54).
Segundo Drummond et al. (2000), apés a desova, estas estruturas
remanescentes dos foliculos ovarianos nao tém funcdo enddcrina e séo
rapidamente reabsorvidas, o que envolve morte celular programada ou
apoptose das células foliculares.

Em A. bimaculatus, os foliculos péds-ovulatérios, estruturas
remanescentes nos ovarios apdés a desova, sao continuos com o lume do
ovario e se caracterizam por apresentar lume amplo e irregular, e parede
constituida por camada unica de células foliculares, membrana basal e teca
(Figs. 52 e 53). Os maiores valores para a contagem dos foliculos pos-
ovulatérios foram registrados imediatamente apdés a desova (Grafico 11). Ao
longo do periodo experimental as maiores quantidades de foliculos pos-
ovulatorios registradas no grupo-controle em relagdo ao grupo tratado
ocorreram nos horarios de 9, 12, 24, 48 e 96 horas. Nos periodos de 96 e 120

horas pds-desova foram registrados os menores valores tanto para o grupo-
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controle quanto para o grupo tratado (Grafico 11). O valor médio total de
foliculos pés-ovulatérios observado no grupo-controle foi maior que no grupo
tratado, ndo se constatando, apesar disso, diferencga significativa (P>0,05) para
contagens totais (Grafico 11). Esses achados sado semelhantes aqueles
encontrados para a espécie Tilapia zilli, onde a partir do terceiro dia apds a
desova induzida ndo se observou presenca de foliculos pds-ovulatorios
(Coward & Bromage, 1998), e que poderia indicar um processo de reabsorgéo
rapida desses foliculos pds-ovulatérios. Esses autores relatam ainda que os
altos niveis de testosterona sao significativos para sua fungdo nos ovarios da
Tilapia zilli logo nas primeiras horas apos a desova. A fungdo exata da
testosterona ainda ndo esta bem entendida, mas sabe-se que esse horménio é
convertido em estradiol nas células da teca (Nagahama et al., 1995, citados por
Coward & Bromage, 1998) e também estimula a sintese de GTH (Crim et al.,
1981, citados por Coward & Bromage, 1998), importantes para o
desenvolvimento dos novos foliculos ovarianos. Esses relatos podem contribuir
para investiga¢des futuras nos niveis de testosterona e estradiol como fatores
importantes para a recuperagao ovariana e para o recrutamento de novos
ovacitos.

O foliculo pés-ovulatério nas primeiras horas apdés a desova
apresentava parede constituida por camada unica de células foliculares
envolvendo uma cavidade ou lume (Figs. 52-54), no qual se identificou a célula
micropilar. Essa célula possui um aspecto globoso, citoplasma abundante,
nucleo descompactado e nucléolo evidente (Fig. 55) e permanece no ovario
apoés a ovulacdo. Em A. bimaculatus, o lume do foliculo & obstruido por uma
secregcao de natureza aciddfila e pela proliferacdo e hipertrofia de células
foliculares. Segundo Lang (1981b), a secrecdo observada no interior dos
foliculos pés-ovulatérios parece ser do tipo holdcrina e, como este lume
comunica-se com o lume do ovario, € provavel que o material secretado retorne
ao tecido ovariano por atividade pinocitica das células do epitélio ovariano.

Com o avancgo do processo de involugao dos foliculos pés-ovulatérios, a
parede folicular apresentou camada unica de células hipertroficas e membrana
basal intacta (Fig. 56). Em estudo ultra-estrutural da involugdo dos foliculos
pos-ovulatérios, Drummond et al. (2000) observaram membrana basal delgada,

tecido conjuntivo espesso, com varias células da teca envolvendo as células
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foliculares. Nesse mesmo estudo, a célula da teca demonstra possuir
caracteristica de célula secretora com reticulo endoplasmatico desenvolvido,
complexo de Golgi e varias mitocdndrias.

Ao longo da involugao dos foliculos pdés-ovulatérios, ocorre perda de
contato entre as membranas das células foliculares adjacentes, evento
observado por Santos et al. (2005) entre 48 e 72 horas pds-desova em
Leporinus taeniatus (Characiformes: Anostomidae). Esse evento €& fator
importante na involugdo dos foliculos pods-ovulatérios, e foi constatado no
presente trabalho utilizando-se a técnica histoquimica de PAS/metanil-amarelo
(Fig. 57). Na sequéncia, as células foliculares hipertroficas apresentam
citoplasma claro, nucleo grande e com nucléolo evidente. No decorrer da
involugdo dos foliculos pds-ovulatorios sdo observados células foliculares
ocupando o lumen. Essas células possuem cromatina condensada. Drummond
et al. (2000) mostraram por meio da analise ultra-estrutural, figuras tipicas de
apoptose, com formacao de protusdes citoplasmaticas e nucleo contendo
agregados de cromatina condensada adjacente ao envoltério nuclear em um
padrdao crescente pds-desova. Em Leporinus taeniatus, Santos et al. (2005)
relataram outros aspectos apoptoéticos na involugdo dos foliculos pos-
ovulatorios, como fragmentagdo do nucleo, perda de adesao celular e bolhas
citoplasmaticas, com as organelas mantendo-se intactas. Projecoes
citoplasmaticas das células foliculares em direcao ao lume como relatadas por
esses autores também foram observados no presente estudo (Fig. 57).

As células foliculares quando entram em apoptose sdo fagocitadas
pelas células foliculares normais ou por células granulares macrofagicas
proximas a regido do lume. Dessa forma, acredita-se que a absorg¢do dos
foliculos pds-ovulatorios seja realizada por esses mecanismos (Drummond et
al., 2000). Em alguns trabalhos foram encontradas células do tipo eosinofilos
circundando os foliculos pds-ovulatérios ou no lume desses. Em Xiphophorus
maculatus, Benjamin (2004) relata que nas fases iniciais de involugdo dos
foliculos vazios os eosindfilos sao observados no tecido conjuntivo que
circunda esses foliculos, e atingem o lume dos foliculos somente nas fases
avancadas de involugdo. Essa situagdo ndo foi verificada em Astyanax
bimaculatus, mas foram evidenciados vasos sanguineos e hemacias entre os

foliculos pés-ovulatorios (Figs. 58 e 59).
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Durante a involugao dos foliculos pés-ovulatérios, o lume é obstruido
por ceélulas foliculares hipertrofiadas (Figs. 58 e 59) e a estrutura ovariana se
reorganiza. A partir de 96 horas apds a desova, tanto no grupo-controle quanto
o grupo tratado, o numero de foliculos pds-ovulatérios diminuiu e sua detecgao

tornou-se mais dificil.

5.3.4. Andlise quantitativa da recuperacdo ovariana

A analise quantitativa da recuperacao ovariana em A. bimaculatus foi
conduzida tomando-se por base os indices IGS, IHS e K.

O calculo dos valores médios para esses indices utilizou, para o grupo-
controle, 59 fémeas distribuidas nos diferentes periodos de coleta
estabelecidos. Para o grupo tratado com hormdnio de crescimento, o calculo
utilizou 52 fémeas.

Nos periodos considerados, compararam-se os valores de IGS, IHS e
Kz entre os grupos controle e tratado. Os resultados encontram-se nas tabelas
2 e 3. O comportamento do IGS e do IHS nos dois grupos ao longo do periodo
experimental € mostrado no grafico 12.

A andlise estatistica ndo mostrou diferengas significativas nos valores
dos indices avaliados para cada periodo experimental nem para os valores
médios totais, seja no grupo-controle seja no grupo tratado (Tabelas 2 e 3). A
analise estatistica dos mesmos indices entre os grupos experimentais, no
mesmo periodo de tempo, apontou diferengas significativas somente para os
valores de IHS as nove e as 96 horas pds-desova (Tabelas 2 e 3).

Apesar do IGS ser um bom indicador do estado biolégico do peixe para
determinar os estadios do ciclo reprodutivo em peixes e de ser considerado o
melhor indicador da época da reproducédo (Vazzoler, 1996) pelo fato da
maturagdo das células germinativas ser concomitante com o aumento de peso
da gbnada, a ndo-detecgéo de diferengas significativas para IGS nos diferentes
periodos analisados pode ser atribuida ao fato de ser espécie de desova
parcelada e que pode nao apresentar variacdo brusca da gbnada em periodos
de tempo curtos (Grafico 12).

As diferengas encontradas para os valores de IHS, com valores mais
altos registrados no grupo que recebeu a dose de hormdnio de crescimento,

pode ser devido ao fato desse 6rgao ser o principal alvo do horménio, o que
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coincidiu com maiores quantidades de ovocitos em desenvolvimento
secundario avangcado em inicio de deposicdo de globulos de vitelo
(vitelogénese) do que no grupo-controle (Grafico 5). O IHS pode variar entre as
espécies de teledsteos devido as diferencas na capacidade de armazenamento
de energia, condi¢ao fisioldgica, habitos alimentares e disponibilidade de
alimento (Svedang & Wickstrom, 1997, citados por Ribeiro et al., 2006).
Estudando a reprodugao da espécie Steindachnerina insculpta (Characiformes:
Curimatidae), Ribeiro et al. (2006) constataram diferencas no indice
hepatossomatico, que diminui da fase de repouso para fase de maturacgao,
concordando com Selman & Wallace (1989). O IHS reflete o possivel papel de
substancias hepaticas na maturagdo gonadal, principalmente no periodo de
formagao dos globulos de vitelo, o que é sugerido pela redugdo brusca nos
valores IHS de fémeas em maturagdo avancada, que comprova a transferéncia
de substancias hepaticas para o ovario (Selman & Walace, 1989; Ribeiro et al.,
2006). A analise ultra-estrutural de hepatocitos de fémeas de Steindachnerina
insculpta conduzida por Ribeiro et al. (2006) mostrou que, quando os valores
de IHS eram mais elevados, as quantidades de reticulo endoplasmatico rugoso
e liso eram maiores, possuiam pouco glicogénio no citoplasma e quantidade
abundante de mitocondrias eletron-densas. O aumento do indice
hepatossomatico e da quantidade de organelas citoplasmaticas é devido ao
aumento da sintese de vitelogenina para formagdo dos ovécitos em
vitelogénese (Ribeiro et al., 2006).

Segundo Hull & Harvey (2001), a vitelogénese é controlada pelo
estradiol e fica severamente prejudicada na auséncia de horménio de
crescimento em peixes hipofisectomizados, sendo estabelecida pela
administragdo do hormédnio exégeno. Peyon et al. (1996) avaliaram o efeito do
horménio de crescimento sobre a sintese de vitelogenina induzida pelo 17[3-
estradiol (E2) em cultura primaria de hepatécitos de fémeas de enguia Anguilla
anguilla L. (Anguilliformes:Anguillidae). O horménio de crescimento sozinho
nao foi capaz de aumentar os niveis de vitelogenina, mas quando se utilizou
horménio de crescimento (20 ng/ml) + E2, o hormbnio de crescimento agiu
diretamente sobre as células do figado e potencializou a agdo do E2 para
aumentar a sintese de vitelogenina. O efeito potencializador do horménio de

crescimento parece ser momento e dose-dependentes para modular a fungao
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do status hormonal para agir em sinergismo com o E2 (Peyon et al., 1996). Em
trabalho conduzido por Coward & Bromage (1998) com a espécie Tilapia zilli,
de reproducdo assincrbnica, o aumento do indice hepatossomatico coincidiu
com o aumento dos niveis de 173-estradiol e testosterona logo apds a desova,
que coincidiu também com o recrutamento de novos ovdcitos para o inicio da
vitelogénese. Klausen et al. (2001) estudando o efeito dos hormdnios
liberadores de gonadotrofinas (GnRH | e GnRH Il) sobre as células hipofisarias
do peixe goldfish (Carassius auratus) (Cypriniformes:Cyprinidae), tratadas “in
vitro”, por 12 horas, verificaram a expressdao do gene do horménio de
crescimento, e constatou que os niveis desse horménio ficaram mais altos
quando essas células foram tratadas com GnRH Il do que com GnRH I. Tudo
isso leva a concluir que diversos horménios em varias espécies de teledsteos
atuam no aumento do indice hepatossomatico para contribuir na sintese e
transferéncia de vitelogenina para os ovarios.

BENJAMIN (2004) estudando os efeitos do horménio de crescimento
sobre o ovario de Xiphophorus maculatus n&do encontrou diferengas entre
esses indices (IGS, IHS e Kj;) dentro de cada grupo experimental, mas
diferengas foram encontradas para IHS e K, em diferentes periodos analisados

quando se compararam o grupo-controle com o tratado.
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5.5. Figuras
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Fig. 13- Ovario envolvido externamente por uma serosa peritoneal (seta unica).
Fig. 14- Tunica albuginea de natureza conjuntiva (seta unica), apresentando
fibrécitos e vasos sanguineos (vs). Seta dupla: lamela ovuligera.

Figs. 15, 16 e 17- Lamelas ovuligeras (setas duplas) onde se encontram
ovogobnias e ovoécitos em diferentes estadios de desenvolvimento.

op- ovocito primario; 0s- ovocito secundario; lu- lume ovariano; fpo- foliculo
pos-ovulatorio; fa- foliculo atrésico.

Coloracéao- Hematoxilina-eosina.

Barra- 13 e 14 (500um); 15 e 16 (200um); 17 (150um).
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Figs. 18 e 19- Ovogobnia (asterisco) submergindo no tecido ovariano a partir do
epitélio do lume (ep) constituido por células pavimentosas (p) ou cubicas (c).
Na sequéncia, ovogobnias (asterisco) no tecido subjacente envoltas por células
pré-foliculares (seta dupla).

Fig. 20- Ninho de ovogodnias (asterisco) envolto por células pré-foliculares (seta
dupla).

Fig. 21- Ninho com ovogobnias (asterisco) e ovocitos primordiais (seta unica)
envolto por células pré-foliculares (seta dupla).

Fig. 22- Ninhos de ovogbnias (asterisco) e de ovocitos primordiais (seta unica).
opi- ovdcito primario inicial; opa- ovdcito primario avangado; osa- ovécito
secundario avangado; lu- lume ovariano; fpo- foliculo pés-ovulatério; n- nucleo.
Coloracao- Hematoxilina-eosina.

Barra- 18 (50um); 19 e 20 (20um); 21 (30um); 22 (150um).
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Figs. 23 e 24- Ovocitos em estadio de desenvolvimento primario inicial (opi).
Nucleo esférico (n) e nucléolos dispersos no nucleoplasma (seta unica).
Envoltorio do nucleo uniforme (seta dupla).

Fig. 25- Ovdcitos em estadio de desenvolvimento primario inicial (opi). Célula
folicular pavimentosa envolvendo o ovécito primario (cf) e nucleo vitelinico se
dispersando no citoplasma (asterisco). Envoltério do nucleo uniforme (seta
dupla).

Fig. 26- Ovdcito em estadio de desenvolvimento primario avangado (opa).
Nucléolos (nu) dispersos no nucleoplasma do ovdcito primario avangado (opa).
Células foliculares pavimentosas (cf) envolvendo o ovdcito, e inicio da
formacao da zona radiata (zr) PAS +. Citoplasma com granulagdes evidentes
(asterisco). Envoltério nuclear irregular (seta dupla); e nucléolos (nu)
espalhados pelo nucleoplasma (n).

fpo- foliculo pds-ovulatorio.

Coloracéao- 23, 24 e 25 (Hematoxilina-eosina); 26 (PAS+metanil-amarelo).
Barra- 23 (150um); 24 (100um); 25 e 26 (50um).
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Figs. 27, 28 e 29 - Ovécitos em desenvolvimento secundario inicial (osinc) e
secundario avangado com inicio de deposi¢ao de vitelo (osint). Nucleo central
(n) e pouco acidofilo, nucléolos pequenos (nu) e dispersos pelo nucleoplasma.
Aparecimento das vesiculas corticais na periferia do citoplasma (seta unica).
Zona radiata apresentando um contorno irregular ou pregueado (zr).

Figs. 30, 31 e 32- Ovdécito secundario avangado com inicio de deposi¢céo de
vitelo e ovdcito secundario avangado (osa). Alvéolos corticais (seta unica) em
diferentes respostas de coloracdes utilizadas. zr- zona radiata linear; n- nucleo
deslocando em diregao ao polo animal.

opi- ovdcito primario inicial; opa- ovdcito primario avangado; osa- ovécito
secundario avangado; fpo- foliculo pés-ovulatério; asterisco- vitelo.
Coloracéao- 27, 29 e 30 (Hematoxilina-eosina); 28 (PAS+metanil-amarelo); 31
(Azul de toluidina, pH 6.5); 32 (Azul de toluidina, pH 4.0).

Barra- 27-32 (100um).
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Fgs. 33, 34 e 35- Células foliculares (cf) pavimentosas em ovocitos em
desenvolvimento secundario inicial (osinc) e cubicas em ovocitos secundarios
em inicio de deposicao de vitelo (osint). Zona radiata (zr) constituida por duas
camadas PAS+. Vesiculas corticais (seta). Célula micropilar (cm) obstruindo o
canal da micropila. Granulagdes no citoplasma de ovdcito primario avancado
(G).

Figs. 36 e 37- Aparelho micropilar desenvolvido no ovdécito secundario
avangado (osa). cm- célula micropilar; zr- zona radiata; asterisco- vitelo.
Coloracéao- 33, 36 e 37 (Hematoxilina-eosina); 34 e 35 (PAS+metanil-amarelo).
Barra- 35 (100um); 33, 34, 36 e 37 (50um).
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Figs. 38, 39, 40, 41, 42 e 43- Foliculos atrésicos em atresia inicial. Observa-se
descontinuidade da camada da zona da radiata externa (zre) evidente com
PAS+metanil-amarelo, seguida de fendas na camada interna da zona radiata
(zri). Em 42 e 43, observa-se hipertrofia das células foliculares (cf), além de
células do tipo eosindfilos (e) associadas ao foliculo atrésico. Asterisco- vitelo;
t- células da teca pavimentosas; seta dupla- membrana basal; hc- hemacias.
Figs. 44 e 45- Foliculo atrésico em atresia intermediaria mostrando a
fragmentagcdo da zona radiata (zr) e perda do conteudo citoplasmatico
(asterisco).

Coloragéo- 42, 43 e 45 (Hematoxilina-eosina); 38-41 e 44 (PAS+metanil-amarelo).

Barra- 38, 39 (40um); 40-42 e 45 (20um); 43 (10um); 44 (50um).
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Figs. 46 e 47- Foliculo atrésico em atresia intermediaria onde se observa
liquefacdo do do vitelo (asterisco) e incorporagdo do mesmo por células
foliculares, além de fragmentacao da zona radiata (zr).

Figs. 48 e 49- Invasao das células foliculares no foliculo atrésico (cf) para
reabsorg¢ao do citoplasma em liquefagéo (asterisco); vs- vaso sanguineo.

Figs. 50 e 51- Atresia avancada, onde se nota que todo conteudo
citoplasmatico foi fagocitado pelas células foliculares (cf) que ocupam o
citoplasma ovocitario.

t- teca; vs- vaso sanguineo; cf- célula folicular.
Coloragéo- 46-51(Hematoxilina-eosina).

Barra- 46, 47 e 48 (50um); 49 (100um); 50 e 51 (80um).

51



52



Figs. 52, 53 e 54- Foliculos pds-ovulatérios (fpo) apresentando parede
constituida por camada unica de células foliculares (cf) e pela membrana basal
que delimitam um lume amplo e irregular (asterisco).

Fig. 55- Foliculo pds-ovulatério (fpo) com célula micropilar (cm) de aspecto
globoso, citoplasma abundante, nucleo descompactado e nucléolo evidente.
opi- ovdcito primario inicial; opa- ovécito primario avangado; osinc- ovécito
secundario inicial com vesiculas corticais; osa- ovdcito secundario avancado;

cf- celular folicular.
Coloracéo- 52-55 (Hematoxilina-eosina).

Barra- 52, 54 e 55 (100um); 53 (50um).
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Fig. 56- Foliculo pés-ovulatério (fpo) apresentando lume amplo e irregular
(asterisco) ocupado por secregao de natureza aciddfila (se).

Fig. 57- Foliculo pés-ovulatorio (fpo) mostrando membrana basal (mb) PAS+
externamente a camada de células foliculares (cf). Da superficie apical dessas
células, notam-se projecgdes citoplasmaticas (seta dupla) em dire¢ao ao lume. .
Figs. 58 e 59- Foliculos poés-ovulatorios (fpo) em processo avangado de
involugdo, onde ocorre invasdo por células foliculares (seta) que ocluem seu
lume.

opi- ovdcito primario avangado; opa- ovdcito primario avangado; cm- célula
micropilar; hc- hemacias.

Coloragéo- 56, 58 e 59 (Hematoxilina-eosina); 57 (PAS+metanil-amarelo).

Barra- 56 (150um); 57, 58 e 59 (50um).
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5.6. Tabelas
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Tabela 1. Valores médios, desvios-padrao e amplitude de diametro (em
um) dos ovécitos de Astyanax bimaculatus nos diferentes

estadios de desenvolvimento.

EDO n Diametro Amplitude
(M£DP)
opi 50 77,17+18,24 46,62-119,14
opa 50 150,0 +47,41 94,53-285,32
osinc 50 233,87+41,14 156,76-348,00
osint 50 305,55+39,93 213,99-392,31
osa 50 443,81+78,03 326,08-682,73

EDO: estadio de desenvolvimento ovocitario; n: nimero de medidas; opi: ovdcito primario
inicial; opa: ovdcito primario avangado; osinc: ovécito secundario inicial, com vesiculas
corticais; osint: ovécito secundario avangado, com inicio de deposigdo dos glébulos de
vitelo; osa: ovdcito secundario avangado, com glébulos de vitelo em todo citoplasma; M:
média; DP: desvio-padréo.
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Tabela 2. Peso corporal (PC) em gramas no momento do sacrificio, indice
gonadossomatico (IGS), indice hepatossomatico (IHS) e fatores de
condicao (K4 e Ky), por periodo de coleta apdés desova induzida, de
fémeas de Astyanax bimaculatus do grupo-controle.

Horas p6s- n PC IGS IHS K>
desova M+DP M+DP M+DP M+DP
0 (zero) 6 15,60+1,32 4,75+398 1574077 2,55+0,32

3 5 10,06+5,35 9,8846,85 5,9245,17 2,62+0,31
6 5 14,92+592 6,27+2,54 1,55+0,45 2,43+0,28
9 5 10,73+1,82 3,75+1,64 1,33+0,44* 2,57+0,30
12 9 13,75+4,98 5,67+2,30 1,59+0,45 2,46+0,28
18 o 11,2641,97 3,39+1,54 2,03+0,40 2,59+0,29
24 5 12,70+3,03 4,79+1,16 1,84+0,41 2,45+0,15
48 5 13,21+5,72 4,52+0,76 1,69+0,23 2,28+0,12
72 5 13,39+3,35 7,9144,98 1,79+0,76 2,41+0,15
96 S5 14,45+3,54 6,36+0,94 1,55+0,26* 2,30+0,28
120 8 17,12+1,63 6,85+2,69 1,41+0,19 2,39+0,15

n: numero de exemplares por periodo de coleta, M: média; DP: desvio-padrao;
*: valores estatisticamente diferentes em relagéo ao grupo tratado.
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Tabela 3. Peso corporal (PC) em gramas no momento do sacrificio, indice
gonadossomatico (IGS), indice hepatossomatico (IHS) e fatores de
condigao (K4 e K3), por periodo de coleta apds desova induzida, de

fémeas de Astyanax bimaculatus do grupo tratado.

Horas pos- n PC IGS IHS Kz
desova M+DP M+DP M+DP M+DP
3 5 7,87+2,76 8,2816,34 7,39+8,85 2,45:0,20
6 5 7,60+1,75 4,4611,84 6,66+7,45 2,57+0,22
9 5 6,77+1,63 5,80+1,98 4,12+4,65* 2,3620,20
12 5 6,62+1,63 7,95:2,02 1,73+0,60 2,46:0,26
18 5 508+1,44 9,28+6,92 1724037 2,41%0,14
24 5 7,68+2,27 526+3,75 1,84+024 2,48+0,10
48 5 6,94+1,78 4,87+1,94 210+0,80 2,42+0,29
72 5 6,63:1,94 4,77+1,82 220+0,76 2,86+0,92
96 5 588:0,90 8,23+2,24 2,25+0,39% 2,47+0,16
120 7 853:0,77 5,86+2,58 3,23+3,95 2,27+0,10

n: numero de exemplares por periodo de coleta, M: média; DP: desvio-padrao;
*: valores estatisticamente diferentes em relagdo ao grupo-controle.
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5.7. Gréficos
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Grafico 1: Quantidades médias de ovdcitos nos diferentes estadios de desenvolvimento nos
grupos controle e tratado, ao longo do periodo experimental.
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Estadios de desenvolvimento

opi: ovdcito primario inicial; opa: ovocito primario avangado; osinc: ovécito secundario inicial com
vesiculas corticais; osint: ovicito secundario avangado com inicio de deposicdo de glébulos de vitelo; osa
= ovocito secundario avangado com glébulos de vitelo em todo citoplasma.

Letras iguais em cada estadio de desenvolvimento ovocitario indicam que n&o houve diferenga
estatisticamente significativa (P>0,05).

Grafico 2: Quantidades médias de ovécitos primarios iniciais, nos diferentes periodos pos-desova,
nos grupos controle e tratado.
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Letras iguais para os grupos indicam que n&o houve diferenca estatisticamente significativa (P>0,05).
Gréfico 3: Quantidades médias de ovdcitos primarios avancados, nos diferentes
Periodos pds-desova, nos grupos controle e tratado.
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Letras iguais para os grupos indicam que nao houve diferenga estatisticamente significativa (P>0,05).

Grafico 4: Quantidades médias de ovdcitos secundarios iniciais, com vesiculas corticais, nos
diferentes periodos pds-desova, nos grupos controle e tratado.
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Letras iguais para os grupos indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significativa (P>0,05).

Grafico 5: Quantidades médias de ovdcitos secundarios intermediarios, em inicio de deposicédo
de glébulos de vitelo, nos diferentes periodos pds-desova, nos grupos controle e
tratado.
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Letras iguais para os grupos indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significativa (P>0,05).

Gréfico 6: Quantidades médias de ovdcitos secundarios avangados, com glébulos de vitelo em
todo citoplasma, nos diferentes periodos pds-desova, nos grupos controle e
tratado.
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Letras iguais para os grupos indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significativa (P>0,05).

Grafico 7: Quantidades médias de foliculos atrésicos, nos diferentes periodos pés-desova, nos
grupos controle e tratado.
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Letras iguais para os grupos indicam que n&o houve diferenga estatisticamente significativa (P>0,05).

Grafico 8: Quantidades médias de foliculos atrésicos nas diferentes fases do processo de
atresia nos grupos controle e tratado, ao longo do periodo experimental.
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Letras iguais para os grupos indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa (P>0,05).
Grafico 9: Quantidades médias de eosindfilos, nos diferentes periodos pos-desova, nos grupos
controle e tratado.
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Letras diferentes para os grupos indicam diferenga estatisticamente significativa (P<0,05).

Grafico 10: Quantidades médias de eosindfilos associados aos foliculos atrésicos nos grupos
controle e tratado, ao longo do periodo experimental.
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Gréfico 11: Quantidades médias de foliculos pds-ovulatérios, nos diferentes periodos pos-
desova, nos grupos controle e tratado.

66



Quantidades médias

I

w

[

—

3 6 9 12 18 24 48 72

Periodo experimental {(em horas)

96

M Controle

H Tratado
a

120 Total

Letras iguais para os grupos indicam que nao houve diferenca estatisticamente significativa (P>0,05).

Grafico 12: Variagdo dos valores médios dos indices gonadossomatico e hepatossomatico,
nos diferentes periodos pdés-desova, nos grupos controle e tratado.
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6. CONCLUSOES

Com a metodologia de hipofisagdo adotada, 60% das fémeas responderam
positivamente, com a desova ocorrendo entre 225 e 234 horas-grau.

A morfologia dos ovarios e a ovogénese de A. bimaculatus é similar a
outras espécies do género Astyanax.

Eventos de atresia folicular inicial foram registrados em maior numero que
atresia intermediaria e avangada nos dois grupos experimentais, e 0s
valores totais de atresia folicular foram maiores no grupo tratado que no
grupo-controle.

Maior quantidade de eosindfilos foi registrada no grupo tratado que no
grupo-controle, coincidindo com as maiores quantidades de foliculos
atrésicos do grupo tratado. Além disso, observou-se diferenca significativa
quando foram associados os valores de atresia e eosinoéfilos e comparados
0S mesmos entre 0s grupos experimentais.

Foliculos pds-ovulatorios foram observados em maior numero no grupo-
controle que no grupo tratado, sem diferenga significativa entre os grupos.
As 96 e 120 horas pés-desova, observou-se queda brusca da contagem
desses foliculos nos dois grupos experimentais, o que tornou dificil a sua
deteccao. Durante sua involugdo, foram observadas hipertrofia das células
foliculares, espessamento da teca e oclusao gradativa do lume.

Variagbes nos valores de IGS nao foram observadas dentro dos grupos
nem entre eles. Isso pode ser devido ao fato de ser espécie de desova
parcelada e que pode ndo apresentar variagdo brusca da gbénada em
periodos de tempo curtos.

Valores mais altos de IHS foram registrados no grupo que recebeu a dose
de horménio de crescimento, o que coincidiu com maior quantidade de

ovocitos em inicio de vitelogénese.
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