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Negrédo, J. N. C. Avaliagdo da atividade gonadal de machos e fémeas de
pescada branca, Plagioscion squamosissimus (HECKEL, 1840) (Pisces,
Teleostei, Sciaenidae), no rio Para (PA). 2006. 125p. Tese (Doutorado em
Zoologia)- Museu Paraense Emilio Goeldi & Universidade Federal do Para.

RESUMO

Fémeas e machos adultos de P. squamosissimus (Pisces, Teleostei,
Sciaenidae) foram coletados mensalmente no Rio Para, que banha a ilha do
Capim (PA) (S 01°34. 971"; W 048° 52.932"), durante o periodo de fevereiro de
2004 a fevereiro de 2005, correspondendo ao total de 234 espécimes. As
gbnadas foram coletadas, fixadas e processadas de acordo com os métodos
usuais utilizados para processamento em parafina e analise em microscopia de
luz. A espécie em estudo é uma das principais fontes de proteina animal para a
populagao local, sendo capturada de forma intensa e ininterrupta ao longo do
ano. Com base em informacdes dos pescadores locais, essa captura parece
estar determinando uma aparente diminuicdo quantitativa e qualitativa em seus
estoques locais. A espécie apresenta desova parcelada e o desenvolvimento
gonadal foi caracterizado nos estadios de repouso, maturagdo, maduro e
esvaziado ou semi-esvaziado. Gbénadas maduras foram encontradas nos
meses de dezembro, janeiro e julho. A analise de correlagéo entre o estadio
gonadal maduro e a variagdao temporal da relagdo gonadossomatica (ARGS)
indica também a ocorréncia de desova nos respectivos meses. Nao obstante,
as informacdes obtidas da correlagdo entre a ARGS e a média de odcitos
maduros e percentual de espermatozoides por tubulo seminifero,
respectivamente, também indicaram haver desova nos respectivos meses,
sendo que aparentemente a espécie apresenta uma desova mais intensa ou
desova principal entre os meses de dezembro e janeiro (inverno), e outra
desova menos intensa ou secundaria no més de julho (verdo). Com base no
método da morfologia tubular, foram determinados oito estadios do ciclo do
epitélio seminifero (CES), sendo que no estadio 1 os tubulos seminiferos sao
compostos por espermatogbnias primarias e cistos de espermatogbnias
secundarias; o estadio 2 €& composto por espermatogbnias primarias e
secundarias e cistos de espermatdcitos; estadio 3 € caracterizado por
espermatogbnias primarias, secundarias, cistos de espermatécitos e de
espermatides jovens ou recém-formadas; estadio 4 com tubulos seminiferos
caracterizados pela presenga de espermatogOnias primarias e secundarias,
espermatécitos e por cistos de espermatides jovens e tardias; estadio 5
apresenta todas as células anteriores e € marcado pelo surgimento de
espermatozoéides no lumen tubular; estadio 6 tem como caracteristicas a
diminuicdo dos cistos de células germinativas e consideravel aumento do
numero de espermatozoéides no lumen tubular; os tubulos seminiferos no
estadio 7 contém poucos cistos de células germinativas e se inicia o
esvaziamento da massa de espermatozoides do lumen tubular; estadio 8 é o
ultimo do CES e é caracterizado pela aparente desorganizagdo dos cistos
remanescentes de células germinativas no tubulo seminifero.

Palavras-chave: P. squamosissimus, histologia gonadal, quantificagéo,
atividade gonadal, ciclo do epitélio seminifero.



Negrao, J. N. C. Assessment of gonad activity in the male and female of
Plagioscion squamosissimus (HECKEL, 1840) (Pisces, Teleostei, Sciaenidae),
in the Para river (state of Para). 2006. 125p. Thesis (Doctorate in Zoology)-
Emilio Goeldi Museum of Para & The Federal Universitty of Para.

ABSTRACT

Male and female adults of P. squamosissimus (Pisces, Teleostei, Sciaenidae)
were collected monthly in the Para River that surrounds Capim insland, state of
Para (S 01° 34. 971" ; W 048° 52.932"), during the month of february 2004
to february 2005, having 234 specimes. The gonads were collected, mounted
and processed in accordance with the standard methods of paraffin and
analysis using a light microscope. The species under analysis is one of the
principal sources of animal protein for the local population, fishing being
uninterrupted and intensive throughout the year based on information given by
local fisherman, the collection process appears to be determined by an
apparent qualiquantitative reduction in local stock. The species represents
spawn divisions, the gonad development was characterized in state of repose,
maturation, mature and empty or half-empty. Mature gonads were found on the
months of december, january and july. Correlation analysis between the
maturing state of gonads, seasonal variations in relation to gonadosomatic
indexes (GSI) and also the occurrence of spawn in the respective months.
Nevertheless, the information obtained in correlation to GSI and mature oocyte
mediums and between spermatozoa percentages by seminiferous tubule,
respectively, also indicate spawning in the respective months, and apparently
that the species represents a more intensive spawning period or a primary
spawning period between the months of december and january, and a second
or less intensive spawning period in the months of july. Based on the tubular
morphology method, eight of the seminiferous epithelium cycle stages (SEC)
were determined, stage 1 being seminiferous tubule that are comprised of
primary spermatogonia and cysts of the secondary spermatogonia; stage 2 is
comprised of primary and seconday spermatogonia and spermatocytes cysts;
stage 3 is characterized by primary and secondary spermatogonias,
spermatocyte cysts and young spermatids; stage 4 with seminiferous tubule
characterized by presence of spermatogonias primary and secondary,
spermatocyte and by presence of young and later spermatids cysts; stage 5
represents all of the previously mentioned cells and is highlighted by presence
of spermatozoa in the tubule lumen; stage 6 is characterized by reduction of
cysts of germinative cells and a considerable increase in number of
spermatozoa in the tubular lumen; stage 7 is characterized by seminiferous
tubule that contain few cysts of germinative cells and is marked by the begining
of a mass emptying of spermatozoa of the tubule lume; stage 8 is the last of the
SEC and is characterized by the apparent disorganization of the remaining
germinative cellular cysts in the seminiferous tubule.

Key-words: P. squamosissimus, gonadal histology, quantification,
gonadal activity, seminiferous epithelium cycle.
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O peixe tem sido utilizado na alimentacdo da populacdo humana
desde o periodo paleolitico. No continente Sul-americano h& indicios de
consumo datados de 10.000 anos. No Brasil, os indios ja faziam uso desta
fonte de proteina, quando o0s portugueses aqui desembarcaram

(LINHARES, 2003).

Dentro desse contexto, o potencial de oceanos, mares, rios e
lagos € apresentado, por muitos pesquisadores, como o celeiro mundial, com
multiplas alternativas para o suprimento alimentar da populacao, visto que o0s
peixes representam aproximadamente 51,1% dos vertebrados, englobando
mais de 24.600 espécies que ocupam 0s mais diversos ambientes. Desse total,
cerca de 23.400 espécies, ou seja, 96% delas sdo de Teledsteos. Dentre estes,
0os peixes de agua doce apresentam 41% do total de espécies conhecidas

(NELSON, 1984).

A ictiofauna dos rios da Amazbnia € a mais rica do planeta
(VERISSIMO, 1895). Segundo VAL & ALMEIDA-VAL (1995) existem cerca de

2.800 a 3.000 espécies de peixes na Bacia Amazonica.

Esses dados demonstram a grande necessidade, para nossa
regido, da utilizacdo da ciéncia e tecnologia, tanto no que tange a conservacao,
bem como no que diz respeito ao manejo sustentavel de diferentes espécies de

nossa ictiofauna. A utilizacdo dessas ferramentas, através do desenvolvimento
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de estudos e a aplicacdo de técnicas, tende a propiciar a manutencdo de

estoques de grande relevancia eco-socio-econémica na regiao Norte.

Ainda nesse contexto, entidades internacionais, como o Banco
Mundial e a UNESCO consideram o desenvolvimento econémico, justica social
e prudéncia ecolégica, como o tripé para programas de desenvolvimento

sustentavel (CAVALCANTI, 1995).

Porém, tal sustentabilidade parece nao existir guando o assunto é
pesca extrativa, visto que na continua busca pela captura de um namero cada
vez maior de peixes, a referida atividade aliada a degradacdo ambiental, aos
poucos, afetou o equilibrio de populaces e deste modo os estoques naturais
de aguas continentais e dos mares que se constituiam na principal fonte de
pescado tiveram sua capacidade de producdo drasticamente limitada

(ANDRADE & YASUI, 2003).

Dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 1999; apud GONCALVES, 2002) demonstram que a producdo de
pescado, com base extrativista, vem se mantendo nos mesmos indices de
encontrados no comec¢o da década de 90, revelando que essa atividade, além
de ndo ter mais como crescer, mantenha a tendéncia de diminuicdo. Quanto a
essa tendéncia, os referidos dados revelam que no ano de 1996, a producéo
global de pescado oriundo da captura extrativa alcancou 93,5 milhfes de

toneladas. Nao obstante no ano de 2001, esse numero diminuiu para 91,3
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milhdes de toneladas. O referido 6rgdo estima que no ano de 2025 a demanda
pelo pescado sera de 162 milhdes de toneladas, inferindo que a producao
extrativista ndo conseguira suprir essa demanda, uma vez que se encontrara
estagnada em torno de 85 milhdes de toneladas. A referida entidade cita a

piscicultura como uma importante alternativa para suprir essa diferenca.

Alguns estudos tém demonstrado também que algumas espécies
da ictiofauna amazbnica parecem estar sofrendo uma reducdo em seus
estoques em virtude de sua sobre-exploracdo (BARTHEM & PETRERE, 1995;
ISAAC & RUFFINO, 1996). Somado a outros fatores, este problema pode levar
a uma diminuicdo da oferta de pescado nos grandes centros da regido. Isso
pode vir a ser um agravante social, visto que tende a elevar o preco do
pescado e consequentemente dificultar a aquisicdo, desta importante fonte de

proteina animal, pela populacéo de baixa renda.

Neste contexto ainda, a grande diversidade ictiofaunistica da
Regido Amazonica, confere a piscicultura uma enorme gquantidade de espécies
com potencial zootécnico. Entretanto, ANDRADE & YASUI (2003) ressaltam
que o elevado numero de espécies no cultivo piscicola implica em uma grande
plasticidade de caracteristicas reprodutivas, o que pode fazer com que uma
técnica de propagacdo bem sucedida em determinada espécie possa ter
rendimento diferenciado em outra. Os mesmos autores entendem que se faz
necessario o conhecimento das caracteristicas da espécie a ser cultivada, tais

como, época e local de desova, fisiologia reprodutiva, caracteristicas fisico-
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quimicas do ambiente, para que se possa manipular adequadamente a

reproducado desses animais.

Quanto a espécie em estudo, VAL & HONCZARYK (1995)
consideram a Plagioscion squamosissimus como uma das espécies
amazonicas com potencial para o cultivo, relatando a excelente qualidade de
sua carne, mas ressaltam que as técnicas para o cultivo desta espécie ainda

nao sao conhecidas.

Estes dados revelam que na busca da manutencédo de estoques
pesqueiros de determinada espécie de relevancia econémica e cientifica, como
a pescada, se faz necessario o desenvolvimento de estudos, sobre o ciclo
biolégico da mesma. Tais estudos propiciam informacdes valiosas e
imprescindiveis para 0 sucesso de futuros programas de conservagao e

manejo de determinadas espécies.

Assim sendo, se ressalta a importancia de estudos que visem o
conhecimento do ciclo biolégico reprodutivo, em ambiente natural, de
determinada espécie. Tal conhecimento proporciona informacdes valiosas
sobre estratégias e taticas reprodutivas utilizadas pelas espécies de nossa
ictiofauna, tais como, periodo reprodutivo, fecundidade, potencial reprodutivo,
periodo de primeira maturacdo, tipo de desova, dentre outros. Essas
informacfes sdo indubitavelmente de valor impar para programas de
desenvolvimento sustentavel, uma vez que servem como referenciais para

programa de conservacao e manejo de espécies.
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Em relacdo a esses estudos, nas Ultimas décadas do século XX,
contribuices importantes, sobre a biologia reprodutiva de peixes, foram
realizadas (FOWLER, 1950; RASQUIN & HAFTER, 1951; HERDERSON, 1962;
RASTOGI, 1968; De VLAMING, 1972; GRIER, 1975a, b, 1976; BHATTI & AL-
DAHAM, 1978; ANDRADE, 1980; BARBIERI et al., 1981; GRIER, 1981,
ANDRADE & GODINHO, 1983; BARBIERI & BARBIERI, 1984; AGOSTINHO et
al. 1986; BILLARD, 1986; CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1986/1987;
AGOSTINHO et al., 1987; BORGES, 1987; AZEVEDO et al., 1988; ZANIBONI
& REZENDE, 1988; VAZZOLER et al., 1989; BILLARD, 1990; LIMA et al., 1991;
VAZZOLER & MENESES, 1992; AIRES, 1998; NEGRAO, 1999; NEGRAO et
al., 2002; QUAGIO-GRASSIOTTO et al, 2001). Contudo, os trabalhos
histol6gicos sobre a avaliacdo gonadal que descrevem as diferentes fases
pelas quais passam as células germinativas durante a gametogénese nos
peixes amazobnicos ainda sao incipientes, dada a grande diversidade
ictiofaunistica da regido (CHAVES & VAZZOLER, 1984; MATOS & AZEVEDO,

1989; VAZZOLER et al., 1989; MATOS et al., 1993;).

Quanto a aqueles estudos, sdo necessarios estudos que se
baseiem nos aspectos morfologicos das células gametogénicas de machos e
fémeas, bem como, na mensuracdo e quantificacdo dessas células,
estabelecimento dos estadios de maturacdo gonadal e descricdo do ciclo do
epitélio seminifero (CES) de P. squamosissimus, afim de conhecer o periodo
de desova e inferir o potencial reprodutivo de machos e fémeas da espécie em

ambiente natural.
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1.1 Espermatogénese

No que diz respeito ao processo de formacdo dos gametas
masculinos de animais, 0 mesmo é denominado de espermatogénese, sendo
definido como o conjunto de divisGes e diferenciacdes nos quais células-tronco
(espermatogobnias), da linhagem germinativa, originam células altamente

especializadas, os espermatozoides.

Em geral o processo espermatogénico € dividido em trés fases
distintas: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as espermatogoénias
proliferam e originam os espermatécitos e, a0 mesmo tempo renovam, a
populacdo espermatogonial necessaria para a manutencdo do processo;
(b) fase meidtica que se caracteriza por divisdbes reducionais dos
espermatoécitos, com a consequente formacdo de células hapldides,
as espermatides; (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénese, onde as
espermatides sofrem complexa série de transformacdes citolégicas originando

os espermatozoéides (CLERMONT, 1972; RUSSELL et al., 1990).

A terminologia “cinética da espermatogénese” inclui o conjunto de
processos citolégicos e histologicos que ocorrem no interior dos tubulos
seminiferos. Os eventos citolégicos englobam as etapas de diviséo,
diferenciacdo e metamorfose das células germinativas em si, enquanto que os
eventos histolégicos sdo concernentes a evolucdo dos diferentes tipos

celulares, em conjunto, no tubulo seminifero (CLERMONT, 1967).
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Em qualquer estudo de cinética e quantificacdo da
espermatogénese, é fundamental o reconhecimento morfolégico dos diferentes
tipos celulares que compdem o epitélio seminifero, incluindo-se tanto células
germinativas (espermatogénicas) como células de sustentacdo (de Sertoli).
Tal reconhecimento é feito, principalmente, em microscopia de luz, pelo estudo

da morfologia nuclear das referidas células (CASTRO et al., 1997).

A quantificacdo e a mensuracdo de nucleos de células
espermatogénicas (espermatogbnias, espermatécitos e espermatides) e
nacleos de células de Sertoli, que se da através da obtencdo e analise de
cortes histologicos, €é uma importante ferramenta para elucidar

guestionamentos sobre o potencial reprodutivo de determinada espécie.

Através destas andlises € possivel inferir o numero de
espermatozoides esperados e correlacionar com o nimero de espermatozoéides
observados na analise seminal, bem como, com caracteristicas

comportamentais reprodutivas e fenotipicas de determinada espécie.

A descricdo da morfologia do espermatozoide, obtida através da
coleta e analise seminal, € de execucdo relativamente simples, e dela
importantes conclusdes podem ser obtidas, tais como, morfologia nuclear e
organizacdo estrutural do referido gameta de uma determinada espécie em

estudo.
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Essas observacbes se tornam possiveis com a utilizacdo de
técnicas de andlise histolégica e morfologica de testiculos e espermatozoides,
uma vez que através destas andlises é possivel uma investigacdo mais
acurada que propicia uma descricdo geral da organizacdo estrutural, bem

como, da populacado de células germinativas que compdem os testiculos.

Quanto a composicao e organizagao estrutural dos testiculos, nos
animais em geral, a andlise histologica de um corte transversal de um tabulo
seminifero, mostra que as células espermatogénicas estdo organizadas de
modo a formar camadas que vao desde a membrana basal até o [limen tubular
(CASTRO et al, 1997; FRANCA, 1991). A descricdo e caracterizacdo dessas
camadas é um fator importante para o estabelecimento do ciclo do epitélio

seminifero (CES) que se evidencia nos tubulos seminiferos.

O ciclo do epitélio seminifero (CES) € visto como uma série de
eventos (sucessdo ordenada de associacfes celulares ou estadios) que
ocorrem no tempo, em uma dada area do epitélio seminifero, entre dois
aparecimentos sucessivos da mesma associacdo celular, ou seja, € um
fendbmeno de carater temporal e ocorre em qualquer ponto do tubulo seminifero

(CLERMONT, 1972; BERNDTSON, 1977; RUSSELL et al., 1990).

Considera-se uma associacdo celular ou estadio do ciclo do
epitélio seminifero (CES) como sendo um conjunto definido de geracbes de

células germinativas, encontrado em determinado momento, em um tubulo
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seminifero seccionado transversalmente. Uma vez que as associacoes
celulares desenvolvem-se de forma sincrénica, em estreita relacdo umas com
as outras, disto decorre que, ao longo do tempo, em uma secc¢ao transversal de
tubulo seminifero, ocorre mudanca constante e progressiva de associacdes
celulares, com uma regularidade ciclica. Dessa forma, a medida que o tempo
passa, as diferentes associa¢des celulares vao se sucedendo uma a outra na

seccdao transversal do tubulo seminifero (CASTRO et al, 1997).

Nos peixes, as células espermatogénicas sao confinadas no
interior de cistos que se encontram dentro dos tubulos seminiferos. Cada cisto
€ composto pelo conjunto de células na mesma fase de diferenciacdo. Em um
corte transversal de tubulo seminifero € possivel caracterizar os cistos de

células germinativas que compdem ou que preenchem esse tubulo.

1.2 Oogénese

bY

Quanto a gametogénese em fémeas, essa € denominada de
0ogénese e equivale ao processo que resulta na formagdo de gametas
femininos, nos ovarios. Na maioria dos animais, tal processo é dividido em trés
fases: multiplicagdo, crescimento e divisdo. Na fase de multiplicacdo células
germinativas chamadas de oogbnias multiplicam-se através de vérias divisées
mitoticas consecutivas. No inicio da primeira divisdo meiética (meiose |), as
oogodnias se diferenciam em odcitos primarios, 0s quais iniciam a segunda fase

da oogénese, ou seja, a fase de crescimento.
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Nos peixes, quando os odcitos primarios iniciam a meiose | eles
sdo envolvidos pela camada de células foliculares. Nesse momento, a meiose
€ interrompida e o0s odcitos iniciam um periodo de crescimento primario,
guando passam por aumento de volume, devido ao acumulo de substancias de
reserva no citoplasma. Ao final desse periodo, os odcitos de teledsteos ja
atingiram diametro entre 100 a 200 um, sendo entdo chamados de odcitos

previtelogénicos (VAL & HONCZARYK, 1995).

Em resposta a um estimulo ambiental, que pode ser fotoperiodo,
pluviosidade e temperatura, havera aumentos periddicos de gonadotropinas no
sangue, induzindo os odcitos previtelogénicos a um desenvolvimento mais
acentuado. Esta fase € caracterizada pelo surgimento de vesiculas vitelinicas
no citoplasma do oécito e é denominada de vitelogénese. Tal processo inclui a
sintese de vitelogenina, no figado, que é transportada para o o0cito através dos

vasos sanguineos (VAL & HONCZARYK, 1995).

Em algumas espécies, a vitelogénese pode ser induzida e
acelerada pela manipulacdo de fatores ambientais. Em espécies como a truta,
a vitelogénese € acelerada pela manipulacdo do fotoperiodo, enquanto que
com a carpa, a temperatura e o fotoperiodo aceleram a vitelogénese

(VAL & HONCZARYK, 1995).

A maturacao final dos odcitos, em muitas espécies de peixes

tropicais de agua doce, é muito rapida e geralmente tem duracdo menor do que
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24 horas, envolvendo o reinicio da meiose, migracdo da vesicula germinal
(nucleo) para a borda do odcito e finalmente a quebra da vesicula germinal, um
evento muito util no julgamento da maturidade do odcito. A meiose cessa
novamente e o od0cito, agora maduro, esta pronto para ser expulso (oocitacao)

e ser fertilizado (VAL & HONCZARYK, 1995).

Uma vez ovulados, o0s od6citos de diferentes espécies
permanecem férteis no ovario, ou cavidade ovarica, por periodos que variam
de menos de uma hora até diversos dias. ApOs este tempo, 0s o0citos se
tornam “sobrematuros” e iniciam entdo a sua desintegracdo (VAL &

HONCZARYK, 1995).

Ainda em relacdo a avaliacdo do desenvolvimento gonadal em
fémeas, o tipo de desova de um peixe é determinado pela interacdo entre a
dindmica do desenvolvimento oocitario, frequéncia de desovas dentro de um
periodo reprodutivo e numero de periodos reprodutivos durante sua vida.
Significa dizer, que o tipo de desova é o modo como as fémeas liberam seus
oocitos maduros dentro de um periodo reprodutivo, ou seja, depende
basicamente, de como ocorre a sequéncia de eliminacdo daqueles lotes de

oocitos presentes no ovario (VAZZOLER, 1996).

Quanto ao referido desenvolvimento oocitario, MARZA (1938,

apud WALLACE & SELLMAN, 1981) estabelecem-se quatro mecanismos de
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desenvolvimento: sincrénico em um grupo; sincrbnico em dois grupos,

sincrénico em mais de dois grupos e assincronico.

Sincrénico em um grupo € 0 mecanismo que consiste na
maturacdo e eliminacdo concomitante, ou seja, de uma sé vez, de toda a
populacdo oocitaria presente nos ovarios durante o periodo de desova.
Equivale a dizer que a espécie realiza somente uma desova durante sua vida,
visto que, nos ovarios, nao restam oocitos do estoque de reserva para desovas

subsequentes. Esse mecanismo caracteriza desova Unica.

No mecanismo sincrénico em dois grupos, a cada periodo
reprodutivo notam-se dois lotes de odcitos nos ovarios - um equivalente aos
oocitos do estoque de reserva e outro lote correspondente aos odécitos que
sofrerdo os processos de maturacao e eliminacao sincrénicas em cada periodo
reprodutivo. Este mecanismo é caracteristico de espécies que apresentam
desovas periddicas durante sua vida, sendo que, a cada periodo, somente um
lote de odcitos é eliminado. Segundo VAZZOLER (1996), este mecanismo €&

dito como uma desova total.

O mecanismo sincrénico em mais de dois grupos se caracteriza
pela presenca de um lote de odcitos do estoque de reserva, e ao lado desse
notam-se lotes de odcitos em distintas fases de desenvolvimento. Porém, os
oocitos que compdem cada lote sofrem maturacéo sincronica e sdo eliminados

no periodo reprodutivo. VAZZOLER (1996) acrescenta que, neste mecanismo,
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a medida que os lotes mais desenvolvidos atingem a maturacdo completa, séo
eliminados; assim sendo, a cada periodo de desova, verifica-se a eliminacéo
sucessiva de lotes de odcitos maduros. Este mecanismo ocorre em espécies
que desovam periodicamente durante sua vida, sendo que em cada periodo
um numero n, igual ou maior que 2, de lotes de odécitos maduros sao

eliminados, fato que caracteriza uma desova multipla ou parcelada.

No mecanismo assincrénico, nos ovarios, ndo sdo evidenciados
lotes de o0citos, mas a presenca de oocitos em todas as fases de
desenvolvimento, logo estas células sdo eliminadas a medida que véo
atingindo sua maturacdo completa. VAZZOLER (1996) acrescenta que, neste
mecanismo, ndo se evidenciam periodos reprodutivos definidos, visto que a
liberacdo dos odcitos maduros € continua, durante a vida dos individuos, fato

gue caracteriza desova intermitente.



1 Introducao 29

1.3 Caracteristicas biolégicas da Plagioscion squamosissimus

A pescada branca, Plagioscion squamosissimus (HECKEL, 1840)
(PISCES, TELEOSTEI, SCIAENIDAE), se encontra distribuida nas principais
bacias hidrograficas da América do Sul: Bacia Amazbnica, Bacia do Rio
Parnaiba, e Bacia do rio Parang, sendo uma espécie de grande importancia

comercial (SOARES, 1978; SOARES & CASATTI, 2000; SANTOS et al, 2006).

A espécie ocorre em quase todos os rios e lagos da Amazobnia,
tanto em aguas brancas como em aguas negras (SAINT-PAUL et al., 2000),
sendo comum também no estuéario do rio Caeté, Braganca-PA (CAMARGO &
ISAAC, 2001a), baia do Maraj6 (BARTHEM, 1985) e no litoral do Amapa e

reentrancias Maranhenses-paraenses (CAMARGO & ISAAC, 2001b).

<> . '
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Figura 1- Plagioscion squamosissimus

Quanto ao aspecto econémico da espécie, na ilha de Mosqueiro,
um dos centros de abastecimento de pescado para os mercados de Belém, a

pescada branca juntamente com a dourada Brachyplatystoma rousseauxii,
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pescada amarela Cynoscion acoupa e a piramutaba Brachyplatystoma vaillantii
compdem os principais recursos pescados na ilha (SANYO TECNO MARINE,
1998). Segundo as estatisticas de desembarque, entre 1993 e 1997, na baia
do Marajo, o total desembarcado de pescada branca equivaleu a 40% do total
capturado (em peso), tendo sido suplantado pela pescada amarela e sarda
Pellana sp. com 53% e 49% (percentual em peso), respectivamente

(BARTHEM, 2004).

E um teledsteo bentopelagico de agua doce, pode alcancar
34,0cm de comprimento e peso maximo de 4,5Kg. Os juvenis se alimentam de
formas imaturas de crustaceos, de insetos aquaticos, zooplancton e de larvas
de camardes. Ao atingir a fase adulta, apresenta alimentacao variada, incluindo
em sua dieta camardes e peixes. Sao observadas mudancas ontogenéticas em

sua dieta, especializaco alimentar e canibalismo (LASSO-ALCALA et al., 1998).

Estes organismos possuem um par de pequenas pedras no
cranio, os otélitos. Essas estruturas apresentam caracteristicas distintas entre
as espécies e géneros, sendo uma importante forma de identificacdo de

espécies diferentes.

Em virtude das referidas peculiaridades da espécie, foram
realizados estudos sobre sua alimentacdo, tamanho e idade de primeira
maturacdo, aspectos biologicos e ecologicos de fémeas, seus parasitas,

estrutura populacional (SOARES, 1978; LASSO-ALCALA et al., 1998;
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RODRIGUES et al, 1988; CRUZ et al, 1990; NASCIMENTO, 1992;
CASTRO, 1994, 1999; DA MATA & LAZZARO, 1997; VALENTIM, 1998;
RUFINO & ISAAC, 2000; CARNELOS & BENEDITO-CECILIO, 2002;

LOUBENS, 2003).

Esses estudos revelam a importancia cientifica e econémica da
espécie. Contudo, ainda sédo incipientes as informacfes sobre a atividade
gonadal de machos e fémeas da espécie, tais como, escala de maturidade
gonadal, quantificacdo e mensuracdo de células germinativas de machos e
fémeas; estabelecimento do ciclo do epitélio seminifero nos machos. O
presente trabalho buscou elucidar esses questionamentos e somar

informacdes sobre a biologia reprodutiva da espécie.
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De acordo com as informagdes anteriores sobre P. squamosissimus,

e levando-se em consideragdo a grande importancia de se conhecer a biologia

reprodutiva da ictiofauna amazénica e especialmente da pescada branca, este

trabalho de pesquisa teve como objetivos:

1.1

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

Objetivos Gerais:

Descrever as caracteristicas reprodutivas da pecada branca, no rio Para;

Objetivos Especificos:

Caracterizar macro e microscopicamente a escala de maturidade gonadal
de machos e fémeas da espécie;

Quantificar a populagao de células germinativas femininas;

Quantificar a populagao de células espermatogénicas;

Estabelecer os estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES) na espécie;
Estabelecer os valores da ARGS em machos e fémeas da espécie;
Correlacionar os valores ARGS de machos com os dados macro e
microscopicos da escala de maturidade e dados da quantificagcdo da
espermatogénese, afimde inferir o periodo reprodutivo de machos da espécie;
Correlacionar os valores ARGS de fémeas com os dados macro e
microscopicos da escala de maturidade e dados quantitativos e qualitativos
de células gaméticas, afim de se inferir o periodo reprodutivo das fémeas.
Contribuir com informagdes sobre a atividade pesqueira, em especial da

pescada branca, no rio Para.
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3.1 AREA DE ESTUDO

As coletas foram realizadas rio Para, na area que compreende a
regido sul/sudeste da llha do Capim que esta localizada no municipio de
Abaetetuba, no Estado do Para, na regidao compreendida como “regidao das
ilhas de Abaetetuba”, que corresponde ao conjunto de ilhas situado na area de
confluéncia dos rios Tocantins e rio Para, no estuario do rio Amazonas

(S 01°34. 971°; W 048° 52.932").

Area de
Estudo

BRASIL

Estrada

Ilhas do Abaetetuba
1 r
RAPE MIRI P-
0 . 210 ) _l‘Ukl'ﬂ

Figura 2: Demonstragcao da area de estudo e de colheita de material bioldgico

(elipse)
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A populacao da llha do Capim atinge cerca de 450 habitantes e as
principais atividades econdmicas desenvolvidas por essa populagdo sdo a

pesca e o cultivo de acai (LEITAO, 1997).

Por estar localizada no extremo do conjunto de ilhas, a llha do
Capim apresenta sua regiao sul/sudeste voltada para os municipios de
Abaetetuba, Vila do Conde, Barcarena e Beja (Figura 2). O lado norte/nordeste
da ilha esta voltado para a baia do Maraj6. Enquanto as outras ilhas, se
separam por pequenos rios, a ilha do Capim se localiza entre a baia do Capim
e a de Marajo. Sua localizagao faz com que a mesma se encontre na area de
influéncia de grandes projetos, como o Complexo Metalurgico Albras-Alunorte,

instalado no municipio de Barcarena, no estado do Para (LEITAO, 1997).

3.1.1 Fatores abiéticos do rio Para, na regidao sul/sudeste da ilha do

Capim, no periodo de fevereiro de 2003 a fevereiro de 2004

Os dados abidticos, obtidos no referido periodo de coleta, sao
concernentes as caracteristicas ambientais, tais como, a temperatura ambiente

e a pluviosidade.
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3.1.2 Atividade pesqueira no rio Para, naregiao sul/sudeste dailha do Capim

No presente trabalho, os dados obtidos na pesquisa com os
pescadores e moradores locais (area de coleta) forneceram importantes
informacgdes referentes a atividade pesqueira na regido, em especial a captura

de P. squamosissimus.

Para analise e tabulacdo dos dados relativos a atividade
pesqueira, na area de estudo, fez-se uma estimativa desta atividade nos
ultimos quinze anos na referida area. Para isso, trabalhou-se com um grupo
dos vinte pescadores mais antigos da regido. Desse grupo foram obtidos os
valores médios de tempo (em horas por dia) gasto na pescaria ha quinze anos
e o tempo médio atual (em horas por dia), bem como, as médias de quantidade

(kg) e tamanho (cm) do pescado capturado ha quinze anos e as médias atuais.

3.2 Coleta dos espécimens

Coletas mensais de P. squamosissimus foram realizadas com
redes de emalhar (35 ou 40 mm entre nés adjacentes). Foram coletados 234
individuos, no periodo de fevereiro de 2004 a fevereiro de 2005. Desse total,
115 animais eram fémeas e 119 eram espécimes machos. Foi coletado o
sémen de machos que se encontravam com gdénadas maduras. Para a analise
dos aspectos macroscopicos, histoldgicos e histomorfométricos das gbnadas,
foram utilizados testiculos e ovarios de todos os espécimes sexualmente

maduros capturados.
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3.2.1 Verificagcao do comprimento e peso dos espécimes

Todos os espécimes capturados foram medidos (comprimento
total em cm) e pesados (peso total em g). Esses dados biométricos mensais
foram correlacionados com aqueles das analises macroscopica, histologica e

histomorfométrica dos testiculos e ovarios.

3.3 Escala de maturidade gonadal

Depois da obtengcdo dos dados biométricos de peso e
comprimento, os animais foram sacrificados pelo método de comocgao cerebral.
Posteriormente, fez-se uma incisdo no celoma de cada animal, a partir da
abertura urogenital em direcdo a cabeca do animal. Esse procedimento
permitiu que a gbnada fosse coletada integralmente, sendo medida (cm) e

pesada (g).

Para o estabelecimento da escala de maturidade gonadal
(definida em estadios), fez-se a caracterizacdo dos estadios de maturagao
segundo a metodologia descrita por VAZOLLER (1996). Assim sendo, os
referidos estadios foram definidos segundo as caracteristicas macroscoépicas
de volume, coloragdo, grau de transparéncia e irrigagdo sanglinea das
gbnadas, aliadas as caracteristicas microscopicas. Dessa forma, foram
definidos quatro estadios de maturagdo gonadal: Gbénadas em repouso;

Gbnadas em maturagao; Génadas maduras; Génadas esvaziadas:
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3.3.1 Goénadas em repouso

Neste estadio os ovarios apresentaram tamanho reduzido,
ocupando em torno de 1/3 do celoma, sendo translucidos, com fraca

vascularizacado e nao foram observados odcitos a olho nu.

Os testiculos em repouso apresentaram-se de tamanho reduzido,

filiformes e localizados juntos a coluna vertebral.

3.3.2 Goénadas em maturagao

Os ovarios ocupavam de 1/3 a 2/3 da cavidade corpérea,

apresentavam-se vascularizados e com oécitos (pequenos), visiveis a olho nu.

Os testiculos apresentaram-se bem desenvolvidos,
esbranquicados e quando submetidos a certa pressdo rompiam-se, eliminando

esperma leitoso e viscoso.

3.3.3 Gonadas maduras

Os ovarios ocupavam cerca de 70% da cavidade corporea,
apresentavam-se turgidos e preenchidos por grande quantidade de odcitos

visiveis a olho nu.

Os testiculos encontravam-se turgidos, esbranquigados, ocupando
grande parte da cavidade abdominal e quando submetidos a fraca presséo

rompiam-se, eliminando esperma menos viscoso do que o estadio anterior.
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3.3.4 Gonadas esvaziadas ou semi-esvaziadas

Os ovarios se encontravam relativamente flacidos, com
membranas distendidas, tinham aspecto hemorragico com poucos odcitos

visiveis a olho nu e ocupavam cerca de 1/3 do celoma.

Os testiculos esvaziados ou semi-esvaziados apresentavam
aspecto hemorragico, eram completamente flacidos e ndo se rompiam sob

fraca presséao.

3.4 Coleta do sémen dos espécimes sexualmente maduros

Depois dos procedimentos supracitados, realizou-se a coleta do
sémen dos espécimes com gbnadas maduras (total de seis animais). Com o
auxilio de uma agulha, cada gbnada foi perfurada e levemente pressionada
para a coleta do sémen em tubos plasticos de polipropileno com capacidade de

50ml e devidamente identificados.

Amostras de 20 pl de sémen foram retiradas de cada tubo e
colocadas em 180 uyl de solugdo de formol salino. Esse procedimento
proporcionou a diluigdo do sémen e consequentemente a analise da morfologia
dos espermatozéides. Essas amostras foram conduzidas para o Laboratério de

Reproducdo Animal da UFPA, onde foram analisadas.
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3.4.1 Morfologia do Espermatozéide

Para este pardmetro, com o auxilio de uma pipeta, retirou-se uma
pequena quantidade de sémen dos tubulos com sémen diluido e sobre uma
lamina previamente limpa colocou-se uma pequena gota desse sémen (5-7 pl)
e uma gota de Eosina Y. Apos 15 segundos, colocaram-se duas gotas de
Nigrosina sobre a mesma lamina, homogeneizou-se e transferiu-se uma gota
desse material para outra lamina e fez-se, em seguida, um fino esfregaco.

Depois de seca, a lamina foi analisada em microscopio de luz.

3.5 Processamento Histolégico das Gonadas

3.5.1 Dissecacao e fixacao dos testiculos e ovarios para analise

microscopica

Com o uso de um bisturi, as gbnadas (testiculos e ovarios) foram
seccionadas em fragmentos com aproximadamente 2 mm de espessura, com
coleta e identificagcdo de suas porgoes proximal, média e caudal. Parte desses
fragmentos foi fixada em solugdo de formol a 10%. Outra parte foi fixada em

solugéo de glutaraldeido a 2,5%.

Depois de 24 horas de fixagao, os fragmentos foram transferidos
para alcool a 70%, onde permaneceram por igual periodo. Posteriormente os

mesmos foram processados pela técnica de rotina em parafina.
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3.5.2 Corte, Coloracao e Observagao do Material em Microscopia de Luz:

Para a analise histolégica das gbdnadas, foram obtidos cortes
histolégicos de aproximadamente 5um de espessura, em microtomo “American
Optical Corporation 820 Spencer Microtome”. Esses cortes foram colocados em
banho-maria, transferidos para laminas histologicas e colocados em estufa a
37°C por um tempo minimo de 12 horas. Posteriormente, os cortes foram
corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE). O processamento teve
continuidade com a diafanizagdo dos cortes em xilol e montagem das laminas
em Permount. Depois desses procedimentos, as laminas foram analisadas em
microscopio “Olympus” modelo CHK2-F, com caracterizagdo morfoldgica,
mensuracgao e quantificagdo das células da linhagem gamética dos testiculos e
ovarios, bem como, fez-se a caracterizacdo dos estadios do ciclo do epitélio

seminifero nos machos.

3.6 Analise da variagao temporal da relagao gonadossomatica (ARGS) em

machos e fémeas

A ARGS foi utilizada por ser um importante indicador quantitativo
do periodo reprodutivo de wuma espécie ou de uma populagao
(VAZZOLER, 1996). Para isso, fez-se uso dos dados inerentes a data de coleta
dos espécimes (més de coleta), sexo, peso total em gramas (W, ; g) e peso

gonadal em gramas (Wg; g) de machos e fémeas.
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Inicialmente, calculou-se o peso do corpo de cada individuo macho ou fémea

(We):

Onde: We= W, - W,

Posteriormente, se calculou, para cada individuo, os valores da RGS1 e RGS2

Onde: RGS; = Wy / W; x 100 RGS,; =Wy /W, x 100

Logo, se pdde calcular a diferenca entre os valores médios mensais de RGS4 e

RGSZ .

Onde:| ARGS = RGS; - RGS;

Os valores mais elevados ARGS correspondem ao periodo
reprodutivo da espécie. Nao obstante, esses valores foram correlacionados
com os dados macro e microscopicos da escala de maturidade gonadal
(estadios de maturagdo), com as médias de odcitos maduros (em vitelogénese
completa), com os valores percentuais dos espermatozoéides. Na referida
correlagao, foi utilizado o teste paramétrico de Pearson. A tabulacdo dos dados

foi realizada no programa estatistico BioEstat 3.0 (AYRES et al., 2003).

Quanto aos dados inerentes a escala de maturidade gonadal
(estadios de repouso, em maturagdo, maduro e esvaziado ou semi-esvaziado),
foram obtidos os valores médios de células germinativas que compunham cada
um dos referidos estadios, tanto em machos como em fémeas. A esses dados
somaram-se as frequéncias dos estadios gonadais de machos e fémeas ao

longo dos doze meses de coleta de materiais.
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3.7 Quantificacio e mensuragdao das <células da linhagem

espermatogénica:

A analise da quantificacdo e mensuracdo das células
espermatogénicas (estudo histomorfométrico) foi realizada com a utilizacdo de
um tambor morfométrico. Para isso, fez-se a contagem e mensuragdo dos
nucleos das células presentes em dez tubulos seminiferos. Porém, nesta
contagem, involuntariamente podem ser mensurados os fragmentos nucleares
presentes dentro dos cistos. Logo, para corrigir esse problema, os dados
obtidos (“numeros brutos”) foram convertidos em “numeros reais” de acordo

com o fator de correcdo de ABERCROMBRIE (1946).

Onde: Contagem real = contagem bruta x [espessura do corte / (espessura do

corte + didmetro nuclear)]

3.8 Caracterizagao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero (CES)
na pescada branca, com base em cada associagao celular presente

nos cistos no interior dos tubulos seminiferos:

Para a caracterizagdo dos oitos estadios do ciclo do epitélio
seminifero da pescada branca foi utilizado o método da morfologia dos tubulos
seminiferos (AMANN, 1970; ORTAVANT et al., 1977; CARDOSO, 1981;
FRANCA, 1991). Para isso, se levou em consideracdo que nos peixes, 0S
tubulos seminiferos sdo caracterizados por um conjunto de cistos de células

germinativas que podem estar na mesma fase de desenvolvimento, por
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exemplo, somente cistos de células mitéticas (espermatogdnias). Porém, um
tubulo seminifero pode ser composto de cistos de células mitéticas
(espermatogobnias); cistos de células meidticas (espermatdcitos); cistos de
células espermiogénicas (espermatides), além da presengca ou nao de
espermatozoides no lumen tubular. Assim sendo, o método da morfologia
tubular, utilizado para a caracterizacdo dos estadios do CES, na pescada
branca, teve como referenciais a fase de diferenciagao celular em cada cisto, o
diametro nuclear e o padréao de coloragao destas células, além da presenga ou

auséncia de espermatozoides no lumen tubular.



RESULTADQOS
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4.1 FATORES ABIOTICOS DO RIO PARA, NA AREA QUE CORRESPONDE A

REGIAO SUL/SUDESTE DA ILHA DO CAPIM

Os dados obtidos da verificagdo anual da temperatura ambiente, no
local de coleta, indicaram que a temperatura média n&o variou significativamente
ao longo dos doze meses de coleta. As temperaturas mais elevadas foram
registradas nos meses de junho, julho, agosto e setembro (temperatura média de
32°C). Este fato coincidiu com o periodo menos chuvoso do ano na regido. Ja os
menores valores térmicos foram registrados nos meses de dezembro, janeiro,
fevereiro e margo (temperatura média de 27°C), que veio a coincidir com a fase
invernosa na regido, com grande incidéncia de chuvas. A temperatura anual

média, registrada de fevereiro de 2004 a fevereiro de 2005 foi de 31,5 £ 2,27°C.

4.2 OBSERVAGOES DA ATIVIDADE PESQUEIRA NA REGIAO SUL/SUDESTE

DA ILHA DO CAPIM, NO RIO PARA

As informacdes obtidas, através deste trabalho, com os moradores
da regiao Sul/Sudeste da llha do Capim, mostraram que estes moradores tinham a
atividade pesqueira como uma de suas principais fontes de renda e subsisténcia.

Tal fato péde ser corroborado ao longo dos doze meses de coleta de material
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biolégico deste trabalho. Nao obstante, o forte carater de subsisténcia foi
comprovado pelo fato do pescado fazer parte da dieta alimentar de todas as
familias residentes na regidao sul/sudeste da llha. Cabe ressaltar que outra
importante fonte de obtencdo de renda, da populacado local, também observada
durante a realizacdo deste trabalho, foi o cultivo de “acgaizais”, com a
comercializagdo do acai, por exemplo, na cidade de Abaetetuba ou mesmo na

capital Belém, PA, Brasil.

Observou-se que a atividade pesqueira era realizada com a
utilizacao de linhas de pesca (linhas-de-mao); matapis (aparelho de pesca muito
utilizado para captura de camardes); espinhéis (linha de nylon de 100 a 200 m de
comprimento, composta de 100 a 200 anzd6is com cerca de 35 cm de equidistancia
entre si). Notou-se que este aparelho de pesca é muito utilizado para a captura de
bagres de pequeno, médio e grande-porte, dentre os quais se encontram a piraiba,
a piramutaba e a dourada. Os espécimens de médio a grande-porte eram levados
para a cidade de Abaetetuba, onde eram comercializados. Aqueles espécimens de

pequeno-porte eram utilizados na alimentagao das familias dos pescadores.

Nao obstante, se verificou que o tipo de aparelho de pesca mais
utilizado pela maioria dos pescadores, da referida regido, era a rede de emalhar
(rede de espera). Esse aparelho era muito difundido para a pesca da
P. squamosissimus, sendo que essa espécie era a mais capturada e consumida

na alimentacao das familias dos pescadores.
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No concernente a frequéncia da atividade pesqueira, se notou que
essa atividade ocorria de forma continua e ininterrupta ao longo do ano. Contudo,
havia diminuigdo do numero de pescadores e tempo de pesca nos meses de junho
a outubro, que correspondiam aos meses da safra ou colheita do agai, quando os

habitantes locais dispensavam mais tempo para essa atividade econdmica.

Através do presente trabalho, também, se pdde notar que um outro
fator que diminuia a atividade pesqueira na regido, nos meses de setembro,
outubro e novembro, eram as condicdes climaticas desfavoraveis, para tal
atividade, durante boa parte do dia. Aqueles meses, devido aos ventos muito mais
intensos e constantes, que nos outros meses, notou-se que as aguas ficavam
bastante agitadas e com ondas (“maresias”) que poderiam superar um metro e
meio de altura. Tal fato, aliado a fatores como tamanho de embarcagdo e maior
dificuldade de pesca obrigavam os pescadores a aguardarem, ao longo do dia, um

momento favoravel a pescaria.

4.2.1 Observacao do tipo de aparelho utilizado na pesca de P. squamosissimus

Ao longo dos doze meses de estudo, se observou que o tipo de
aparelho de pesca muito utilizado para a captura da pescada era a rede de
emalhar com altura de 2,5 m e comprimento de 70 m, com malhagem de 35 ou

40 mm (entre nds adjacentes). Contudo, se observou que a quantidade de redes
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utilizadas era inegavelmente discrepante entre os pescadores que utilizavam
cascos, canoas ou montarias ndo motorizadas, quando comparada com aqueles
que pescavam em embarcacdes motorizadas, isto €, enquanto os primeiros
conseguem colocavam em suas embarcagbes em média 5 (cinco) redes
(comprimento total 350 m), os ultimos podiam pescar com um numero médio de

8 (oito) redes que resulta no total de 560m de redes usadas para a pesca.

Observou-se que ao chegarem aos seus pontos de pesca, 0s
pescadores langavam suas redes na agua, onde permaneciam por um intervalo de
tempo de 40 a 80 minutos (média de 60 minutos). Depois desse periodo, as redes
eram icadas e despescadas (peixes retirados das redes de emalhar). Apds esses
procedimentos, comumente, as redes voltavam a ser langadas a agua. A repeticao
do procedimento dependia de fatores tais como: quantidade do pescado capturado
por cada despesca; tempo de pescaria; condigdes climaticas favoraveis; regime de

maré; numero de redes utilizadas, etc.

4.2.2 Tipo de embarcacgao utilizada para a pesca de P. squamosissimus

Dentre os pescadores que desenvolviam suas atividades pesqueiras
na regiao sul/sudeste da llha do Capim, se verificou que cerca de 80% utilizavam

embarcagcbes pequenas e nao motorizadas, tais como, montarias, canoas e
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cascos. Em virtude dos mesmos terem que se deslocar por distancias
relativamente longas, a procura dos cardumes de pescadas, eles faziam uso de
velas de lona ou de material plastico que propiciavam seus deslocamentos mais

rapidamente.

Observou-se que esse tipo de atividade pesqueira, com forte carater
de subsisténcia, fazia com que o tempo destinado a pesca, acabava nao se

traduzindo em tempo real de pescaria.

Outra verificagdo foi o fato de que grande parte dos pescadores
(70% dos que utilizavam as embarcagdes citadas) ndo utilizavam nenhum meio de
conservacao do pescado. Segundo relato dos proprios pescadores, isso se devia
as suas condic¢des financeiras. Tal fato os obrigava a depositar todo o pescado no

fundo (porédo) da embarcacgao.

4.2.3 Uso de embarcacdes motorizadas nas atividades pesqueiras no rio

Para (regiao sul/sudeste da ilha do Capim)

As informacdes obtidas, através deste estudo, indicaram que cerca
de 20% dos pescadores que desenvolviam as suas atividades pesqueiras no rio
Para (regido sul/sudeste da Ilha do Capim) utilizavam embarcagbes motorizadas.
A grande maioria destes (85% a 90%) utilizava redes de emalhar (2,5 m de altura e

70 m de comprimento)com malhagem de 35 mm e 40 mm.
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4.2.4 Analise do tempo (horas diarias) destinado a atividade pesqueira

Os dados obtidos da pesquisa realizada com um grupo de 20 (vinte)
pescadores, dentre os mais antigos da regidao sul/sudeste da ilha do Capim
(média de idade 39,6 + 8,4 anos), concernentes ao tempo que 0S mesmos
destinavam a atividade pesqueira, sao indicativos de que ha quinze anos, o tempo
médio que esses pescadores destinavam para tal atividade era de 4,58 + 1,085
horas diarias. Ja o tempo médio atual destinado a pescaria, segundo os

pescadores, € de 7,38 + 2,83 horas diarias.

Conforme os relatos do mesmo grupo de pescadores, ha quinze
anos, a quantidade média de pescado, por pescador, ficava em torno de
25,6 £ 9,6 kg, cujo peso médio em gramas de cada animal era de 407,5 + 107,9 g.
Atualmente a quantidade meédia de pescado capturado fica em torno de

16,2 + 9,4 kg, sendo que o0 peso médio em gramas por animal € de 262,0 £ 64,779.

4.3 Localizagao de ovarios na cavidade abdominal da pescada

Os ovarios de P. squamosissimus sao orgaos pares localizados na
porcao dorsal da cavidade abdominal. Mantém-se separados em toda a sua

porcao anterior (cefalica) e mediana. Na porg¢ao posterior (caudal) ocorre unido
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dos ductos que desembocam na abertura genital. Eles sao envolvidos
parcialmente pelo peritbnio o qual os mantém aderidos as paredes da porgao

dorsal do celoma.

A analise histoldgica de cortes de ovarios revelou que essas gbnadas
sao revestidas externamente por um tecido epitelial. Esse epitélio repousa sobre
uma espessa camada subjacente de tecido conjuntivo denso (a tunica albuginea)
que adentra nas gbnadas para formar lamelas ovigeras que sao revestidas por
células foliculares. No interior das lamelas, encontra-se toda a populagdo de

células germinativas (Figura 3).

-

¢

Lamelas ov@_er‘.
C )

Figura 3- Fotomicrografia mostrando a organizagédo estrutural do ovario, lamelas
ovigeras; tecido  epitelial (TE); tecido conjuntivo denso (TCD).
Coloragao Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 10X.



4 Resultados 51

4.4 Analises Macro e Microscépica da Escala de Maturagdao Gonadal de
Fémeas

As caracteristicas macro e microscopicas observadas ao longo do
ciclo reprodutivo da pescada demonstraram que os ovarios da espécie passavam

por 4 estadios de maturacao: repouso, em maturagao, maduros e esvaziados.

4.4.1 Ovarios em Repouso

Macroscopicamente, ovarios em repouso ocupavam cerca de 30%
do celoma, eram pouco vascularizados e translucidos. Os dados quantitativos
indicaram que esse estadio apresentou maiores valores percentuais nos meses de
margo com 61% (n= 10), abril com 85,8% (n= 12), e setembro com 40% (n= 14)
das fémeas capturadas nos respectivos meses. Os cortes histoldgicos dos ovarios
demonstraram que as lamelas ovigeras eram compostas por ninhos de oogodnias,
oocitos | e do estoque de reserva (odcitos Il) (Figura 4). A média destes ultimos,

em cada cem células analisadas, foi de 76,21+ 19,45 em marco, 86,11+ 27,4 em

abril, e 87,34+ 21,77 em setembro.

d ovigera

Figura 4- Fotomicrografia de um ovario no estadio de repouso onde é destacada a
lamela ovigera contendo os odcitos | e Il. Coloragdo HE. Aumento da objetiva 20X.
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A andlise histolégica das oogbnias indicou que essas células
possuem citoplasma levemente baséfilo e bem desenvolvido. O nucleo tinha
localizagao central com um unico nucléolo excéntrico. Comumente, essas células
agrupavam-se em ninhos localizados préximos a vasos sanguineos. A partir

dessas células se originava a populagao de odcitos dos ovarios (Figura 5).

Os odcitos do estoque de reserva (oocitos Il) possuiam citoplasma
basodfilo e desenvolvido. O nucleo tinha localizacdo central, sendo bastante
volumoso e com numero variavel de nucléolos excéntricos. Essas células

mostravam-se revestidas por uma camada de células foliculares (Figura 6).

Figura 5-Fotomicrografia mostrando Figura 6- Fotomicrografia de um odcito
em detalhe um ninho de oogbénias prévitelogénico ou odcito Il, citoplasma
(NO); citoplasma de uma oogbnia (Cit); nucleo (N); nucléolos (Nuc), células
(Cit); nucleo (N); nucléolo (Nuc); foliculares  (seta). Coloragdo HE.
vaso sanguineo (VS). Coloracado HE. Aumento da objetiva 40X.

Aumento da objetiva 100X.
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4.4.2 Ovarios em Maturagao

Macroscopicamente, nas pescadas em maturacdo gonadal, os
ovarios ocupavam cerca de 50% do celoma, tendo coloragdo amarelada, com

grande quantidade de odcitos visiveis a olho nu.

A analise quantitativa das fémeas, nos doze meses de coleta,
demonstrou que os maiores valores percentuais de ovarios em maturagao foram
verificados nos meses de maio com 33,30% (n= 10), junho com 44,4% (n= 10),
outubro com 50% (n= 14) e novembro com 75% (n= 10) de fémeas com ovarios
em maturacdo. Este ultimo foi dividido em dois sub-estadios: maturacao inicial e

maturacao final.

4.4.2.1 Ovarios em maturacgao inicial:

No inicio da maturagdo gonadal ou maturagdo inicial
(maio e outubro), de cada 100 células gaméticas quantificadas, os odcitos do
estoque de reserva (odcitos Il) ainda foram as células mais frequentes, com

médias de 60 + 24,71 no més de maio e de 57,24 + 19,57 no més de outubro.

A segunda maior média ficou com os odcitos em vitelogénese lipidica (oécitos Ill)

com 31,8 + 11,01 em maio e 38,11 + 14,55) em outubro.
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A analise histologica dos ovarios em maturagéo inicial demonstrou
que os odcitos em vitelogénese lipidica (odcitos Ill) apresentavam nucleo e
citoplasma mais volumosos que os oocitos Il. No citoplasma, observou-se o
processo de vacuolizagdo com a consequente formacao de vesiculas lipidicas ou
gotas de lipidio que brotavam, aparentemente, da regido perinuclear e se
dispersavam por todo o citoplasma. O nucleo tinha contorno ligeiramente irregular

com nucléolos pequenos e dispostos perifericamente no seu interior (Figura 7).

Figura 7- Fotomicrografia de um odcito em vitelogénese lipidica (odcito Ill); células

foliculares (setas); vesiculas lipidicas (»); nucleo (N); nucléolo (Nuc).
Coloragao Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 40X.
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4.4.2.2 Ovarios em maturacao final

Nas gbnadas em maturagéo final (junho e novembro) notou-se a
diminuigdo de odcitos Il e Ill. Concomitantemente a essa diminuigdo surgiam os
oocitos em vitelogénese lipidica e protéica (odcitos IV) e odcitos com vitelogénese
completa ou odcitos maduros (oo6citos V). Em cada cem células quantificadas, os

oocitos IV atingiram o valor médio de 12,0 + 4,97 células em junho e 8,88 + 2,26
células em novembro. Os odcitos V alcangaram uma média de 25,0 £+ 7,21 células

(em cada cem células quantificadas) em junho e 32,33 £ 11,71 células em novembro.

Os oocitos em vitelogénese lipidica e protéica (odcitos 1V) eram
células com frequéncia relativamente baixa nos ovarios em maturacao final. Essa
baixa freqléncia pode estar associada ao fato das mesmas terem curta duracgao.
O citoplasma, desses odcitos, mostrou-se muito volumoso e com grande
quantidade de vesiculas lipidicas. A caracteristica notavel dessas células foi o
surgimento de granulos de proteina a partir da superficie interna da membrana
plasmatica da célula. Essa disposi¢ao, aliada ao continuo aumento desses
granulos tende a forgar o direcionamento dessas vesiculas para uma regido

relativamente periférica ao nucleo, na qual tais vesiculas se localizam (Figura 8).

Nos ovarios em maturagcdo final, surgiam as maiores células

gameéticas, ou seja, os oocitos com vitelogénese completa ou maduros (oécitos V).
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Essas células foram caracterizadas pela plenitude do processo vitelogénico, no
qual, as vesiculas lipidicas e os granulos de protéicos atingiram o volume maximo

(Figura 8).

Figura 8- Fotomicrografia de um ovario em maturagdo final, no qual sao
observados odcitos em vitelogénese lipidica e protéica (odcitos V), odcitos com
vitelogénese completa ou odcitos maduros (odcitos V). Coloragdo Hematoxilina-
Eosina. Aumento da objetiva 20X.

4.4.3 Ovarios Maduros

Macroscopicamente, os ovarios maduros apresentavam coloragéo
amarelada, ocupando cerca de 65% a 70% do celoma e estavam repletos de
oocitos visiveis a olho nu. Nos cortes histologicos, observaram-se oogoénias,

odcitos de reserva (odécitos | e Il), oocitos com vitelogénese lipidica (odcitos lll) e
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odcitos com vitelogénese completa ou odcitos maduros (odcitos V) que foram as

células predominantes (Figura 9).

As maiores percentagens de animais com gbnadas maduras foram
observadas nos meses de julho com 43% (n= 12), dezembro com 20% (n= 10) e
janeiro com 55% (n= 12). Nesses meses, de cada cem células quantificadas, 69%
correspondiam aos odécitos maduros (odcitos V) (71,3 = 27,39). O teste
paramétrico de Pearson indicou haver forte correlagado entre os indices de ovarios
maduros com a média de odcitos maduros (r= 0,8984; p= 0,0001), nos referidos

meses.

Figura 9- Fotomicrografia de um ovario maduro onde se observa a predominancia de
odocitos com vitelogénese completa, ou seja, odcitos maduros (odcitos V).
Coloragao Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 20X.
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Os dados referentes a variagdo temporal da relagdo
gonadossomatica (ARGS) foram indicativos de que a espécie apresenta dois picos
de desova ao longo de um ciclo reprodutivo. Sendo que, uma desova principal ou
mais intensa foi observada entre os meses de dezembro e janeiro. Aparentemente
um segundo pico de desova de menor intensidade parece ocorrer no més de julho

(Figura 10).

A aplicacdo do teste paramétrico de Pearson entre ARGS com
ovarios maduros dos meses de julho (n= 12), dezembro (n= 10) e janeiro (n= 12),

demonstrou haver correlagdo positiva entre essas variaveis (r= 0,7688;

p= 0,0035). O teste nao-paramétrico confirmou essa correlagdo (rs= 0,8176;

p= 0,0012). A comparacao entre RGS com as médias de odcitos maduros (julho,
dezembro e janeiro) foi também indicativa de forte correlagao positiva entre essas

variaveis, com valores paramétricos (r= 0,9462; p= 0,0000).

0.08 -
0.06 -

0.04 - ARGS?

0.02 -

0 I I I I I I I I I I I 1
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

ARGS de fémeas

Figura 10- Valores mensais da ARGS de fémeas (n= 115). Os meses de maiores valores
de ARGS correspondem aos meses de desova da espécie no rio Para.
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4.4.4 Ovarios Esvaziados

Macroscopicamente os ovarios apresentaram coloragao ligeiramente
amarelada. Eram flacidos e ocupavam cerca de 40% a 50% do celoma.
Os maiores percentuais de ovarios esvaziados foram observados nos meses de

dezembro com 10%, janeiro com 12%, fevereiro 43,5% e agosto com 50%.

Flgura 11- Fotomlcrograﬁa de um ovario esvaziado (pds-desova); odcitos | e I,
foliculos esvaziados (setas). Coloracdo HE. Aumento 20X. Insert: detalhe de um
foliculo vazio. Aumento da objetiva 40X.

Na analise histolégica, foram encontradas oogbnias, odcitos do

estoque de reserva (odcitos Il), e eventualmente odcitos maduros. A peculiaridade
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de gbnadas neste estadio foi a grande ocorréncia de foliculos vazios

(pbés-ovulados) (Figuras 11 e 12).

Figura 12- Fotomicrografia de um ovario esvaziado (pds-desova); lamelas
ovigeras com odcitos | e I, corddes de células foliculares esvaziados (setas).
Coloragédo HE. Aumento da objetiva 20X.

4.5 Localizagao de testiculos na cavidade celomatica

Os testiculos da pescada sao o6rgéos pares, filiformes e estao
situados na parte dorsal do celoma ao qual sdo mantidos fixos através do
mesorquio. Mantém-se separados em quase toda sua extensdo, mas na
extremidade caudal de cada 6rgao existe uma estrutura onde os espermatozoides
sdo armazenados, o ducto espermatico. A unido das gbnadas na extremidade
caudal é resultado da unido desses ductos e culmina na formagao de um unico
ducto que desemboca na papila urogenital localizada posteriormente a abertura

anal.
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Histologicamente, os testiculos sédo revestidos por uma capsula de
tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea. Esta emite septos para o interior do
testiculo formando tubulos seminiferos enovelados. Junto a parede dos tubulos,
apoiam cistos de células germinativas. Cada cisto é formado por prolongamentos
citoplasmaticos de células de Sertoli e composto por células no mesmo estadio de
maturagdo. De cada testiculo, emerge um ducto espermatico que desemboca na

papila urogenital, localizada posteriormente a abertura anal (Figura 13).

gt e SR R R seminiferos,

i & s - —il

Figura 13- Fotomicrografia mostrando a organizagao estrutural do testiculo, no qual
sdo evidenciados os tubulos seminiferos, a tunica albuginea, o ducto espermatico.
Coloracdo HE. Aumento da objetiva 10X.

4.6 Analises Macro e Microscépica da Escala de Maturagao Gonadal de

Machos

De acordo com os aspectos macro e microscopicos dos testiculos,
foram caracterizados quatro estadios de maturagdo gonadal ao longo de um ciclo
reprodutivo da pescada: 1-Repouso; 2- Maturagdo (2.1— Maturagao inicial;

2.2— Maturacgao final; 3— Maduro; 4— Esvaziado ou parcialmente esvaziado.
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4.6.1 Testiculos em Repouso

Macroscopicamente as gbnadas se apresentavam translucidas e
pouco volumosas. A analise histologica demonstrou que, neste estagio, os
testiculos apresentavam tubulos seminiferos reduzidos, no interior dos quais foram
encontradas espermatogOnias primarias e cistos de espermatogbnias secundarias
(Figura 14). Esse estadio foi caracteristico dos meses de marc¢o, abril e setembro,

com média de espermatogdnias primarias por tubulo de 5,22 + 1,23 enquanto que

a média de espermatogdbnias secundarias por cisto foi de 35,03 + 6,44.

Figura 14- Fotomicrografia de cistos de espermatogbnias secundarias (CES) no
testiculo de um animal em estado de repouso; luz do tubulo seminifero (LTS).
Coloracado HE. Aumento da objetiva 100X

4.6.2 Testiculos em Maturagao

Macroscopicamente os testiculos tinham aspecto branco-leitoso e

eram mais volumosos que aqueles do estadio anterior. As caracteristicas
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microscopicas observadas nas gbnadas propiciaram a divisdo deste estadio em

dois sub-estadios:

4.6.2.1 Testiculos em Maturagao Inicial

Microscopicamente os testiculos passavam a apresentar um
consideravel aumento em virtude da proliferagdo das células germinativas no
interior dos tubulos seminiferos. Todos os tipos celulares se fizeram presentes
neste estagio de maturacdo gonadal, mas as células que predominavam

eram espermatogbnias secundarias (u= 43,31 % 11,32), espermatécitos

(M= 100,58 £ 32,15) e as espermatides (u= 220,91 + 71,86). Foi possivel identificar

espermatozdides na luz dos tubulos (Figura 15).

' Cisto de '

espermatogdnigss
secundarias _

RS

Figura 15- Fotomicrografia de testiculo em maturagao inicial no qual é evidenciado um
tubulo seminifero contendo cistos de espermatogdnias, cistos de espermatécitos e
cistos de espermatides. E possivel notar a presenga de alguns espermatozéides
recém-langados na luz do lume tubular (seta). Coloragdo HE. Aumento da objetiva 40X
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4.6.2.2 Testiculos em Maturacgao Final

Microscopicamente os tubulos seminiferos eram mais volumosos e
repletos de células germinativas. Todos os tipos celulares estavam presentes,
porém predominavam as espermatides (360,91+88,86). Este estadio culminava
com o rompimento dos cistos de espermatides em final de diferenciacdo, com a
consequente eliminagdo dos espermatozoéides na luz dos tubulos seminiferos, fato
que caracterizava o inicio do penultimo estadio de diferenciagao testicular, ou seja,

o estadio maduro (Figura 16).

Figura 16- Fotomicrografia de um testiculo em maturacdo final, detalhe de um
tubulo seminifero preenchido por cistos de espermatogbnias secundarias (CEG);
cisto de espermatécitos (CET); cistos de espermatides (CEP); espermatozdides
(EPZ); luz do tubulo seminifero (LTS). Coloragdo HE. Aumento da objetiva 40X.
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O direcionamento dos espermatozoides para o ducto espermatico
demonstrou ser um processo gradual. Contudo, assim que essas células eram
liberadas no lumen, aparentemente ndo ocorria o direcionamento imediato das
mesmas para o referido ducto. Esse fato foi confirmado nos tubulos seminiferos
repletos de espermatozoides durante o estadio no qual as gbnadas se

encontravam maduras (Figura 17).

Figura 17- Fotomicrografia demonstrando detalhes do ducto espermatico (DE)
preenchido parcialmente pela massa de espermatozdides; tecido conjuntivo frouxo
(TCF); tecido epitelial que reveste o ducto (TE); tubulos seminiferos (TS).
Coloragao Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 20X.
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4.6.3 Testiculos Maduros

Microscopicamente, este estadio apresentou algumas peculiaridades
consideravelmente pontuais, tais como, a grande quantidade de espermatozoides
na luz dos tubulos seminiferos e que passavam a ocupar cerca de 70% dos
referidos tubulos. Ao longo deste estadio, os espermatozoéides foram direcionados
para o ducto espermatico, onde sdo armazenadas até o momento da espermiacgao,

ou seja, liberagado dos espermatozdides para o meio externo (Figura 18).

Figura 18- Fotomicrografia de um testiculo maduro contendo tubulos seminiferos
repletos de espermatozdides (EPZ); e cistos de células germinativas (CCG).
Coloracao HE. Aumento da objetiva 20X.
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4.6.4 Testiculos Esvaziados ou Parcialmente Esvaziados

A analise histolégica demonstrou poucos cistos de espermatogbnias
secundarias, espermatocitos e espermatides. Na luz dos tubulos seminiferos
foram encontrados espermatozoides que nado foram direcionados para o ducto

espermatico (Figuras 19 e 20).

Figura 19- Fotomicrografia de testiculos contendo tubulos seminiferos esvaziados
ou parcialmente esvaziados (TS); luz do tubulo seminifero (LTS); cistos de células
germinativas (CCG). Coloragdo HE. Aumento da objetiva 40X.

“ S

Figura 20- Fotomicrografia do ducto espermatico esvaziado ou pés-desova. Luz do
ducto espermatico (LDE) antes preenchida pela massa de espermatozodides.
Coloragéo HE. Aumento da objetiva 40X.
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4.7 Quantificagao da espermatogénese

A analise das médias de células germinativas obtidas entre fevereiro
de 2004 a fevereiro de 2005 revelou a freqiéncia que cada tipo celular apresenta

durante o ciclo reprodutivo ao longo do ano (Figura 21).

Os dados obtidos da quantificacdo dos nucleos de células
germinativas de cada dez tubulos seminiferos, por animal, indicaram a alternancia
de tipos celulares predominantes ao longo do ciclo reprodutivo. Contudo, células
como espermatogbnias primarias e células de Sertoli aparentemente nao
demonstraram grandes variagdes numericas ao longo do ciclo, sendo que a menor
média dessas espermatogbnias ocorreu no més de dezembro (3,0 + 1,22) e a
maior no més de maio (7,83 + 3,31), e a média geral ao longo do ciclo foi de
4,4 + 1,61. J& a menor média de células de Sertoli foi observada no més de
dezembro (5,1 £ 1,81) enquanto que a maior média se observou no més de

setembro (7,8 + 3,42), nao obstante, a média geral no ciclo foi de 6,01 + 0,89.

No que concerne a frequéncia dos outros tipos celulares, a analise
quantitativa revelou grande predominancia de espermatides nos meses em que a
espécie demonstrou estar com génadas em maturagdo (maio, junho, setembro,

outubro e novembro) com valores médios de 166,17 + 46,30 (54,34% da area

tubular); 115,25 + 48,56 (27,41% da area tubular); 346,8 + 192,94 (59% da éarea
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Area tubular

tubular); 194, 27 + 62,31 (38,67% da area tubular); 253,34 + 176,62 (32% da area

tubular), respectivamente.

Nao obstante, os valores percentuais das espermatides decairam
proporcionalmente com o aumento do numero de espermatozéides na luz dos
tubulos seminiferos, fato que coincidiu com o0s meses nos quais a espeécie
aparentemente atingiu o estadio de gbnadas maduras. Nesse estagio, os valores
percentuais que os espermatozoéides ocupavam nos tubulos seminiferos foram de

70% no més de dezembro, 50% em janeiro e 70% em julho (Figura 21).
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40.0%- A A _
_ 0O Espermatide
30.0%- =
0 B Célula de Sertoli
20.0%-
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10.0%-{
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Figura 21- Valores percentuais de espermatogbnias primarias e secundarias,
espermatocitos, espermatides espermatozoides e células de Sertoli por tubulo
seminifero no periodo de fevereiro de 2004 a fevereiro de 2005.
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A analise comparativa entre os valores da ARGS de machos com o
estadio maduro (julho, dezembro e janeiro) indicou a existéncia de forte correlagao

positiva entre as referidas variaveis (r= 0.8921; p= 0.0026). (Figura 22).
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Figura 22- Correlacao linear de Pearson entre valores percentuais de espermatozoides e
ARGSJ
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Nao obstante, se aplicando o teste paramétrico de Pearson entre os
valores da ARGS com os valores percentuais de espermatozdéides
notou-se  forte  correlacdo  positiva entre as referidas  variaveis

(r=0.8529; p= 0.0004). (Figura 23).
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Figura 23- Valores mensais da ARGS de machos de pescadas ao longo de um ciclo
reprodutivo. Os meses de maiores valores de ARGS correspondem aos meses de

espermiacgao.
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4.8 Anadlise Histomorfométrica da Populagcdo de Células Germinativas
Masculinas e Células de Sertoli

4.8.1 Espermatogdnias Primarias

As espermatogobnias primarias foram as maiores células observadas
na populacdo germinativa da pescada. Ao microscépio Optico elas se
apresentaram individualizadas e proximas a parede do tubulo. O nucleo dessas
células se caracterizou por ser levemente basdfilo, central e com didmetro médio

de 84 = 3,39 uym e nucléolo ligeiramente excéntrico. O citoplasma era

relativamente abundante, porém pouco nitido (Figura 24).

Apods sofrerem divisbes mitoticas essas células eram encistadas por
prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli e originavam outro tipo de
espermatoglOnias com caracteristicas morfolégicas significativamente distintas que

eram as espermatogoOnias secundarias.

Figura 24- Fotomicrografia de
umaespermatogobnia primaria.
Citoplasma (Cit); nucleo (N);
nucléolo (Nu). Coloragcéo HE.
Aumento da objetiva 100X.
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4.8.2 Espermatogénias Secundarias

Estas células foram encontras em numero variavel dentro dos cistos.
Mostraram-se menores que as primarias e apresentaram didmetro nuclear médio
de 6,3 £ 2,44um. O nucleo basdfilo era relativamente volumoso, com um ou dois
nucléolos. O citoplasma das espermatogbnias secundarias demonstrou ser

escasso e de dificil visualizagao (Figura 25).

Figura 25- Fotomicrografia de um cisto de espermatogbnias secundarias.
Nucleo (N). Insert: detalhe de uma espermatogdnia secun%@a. Nucleo (N);
Nucléolos (Nu); Citoplasma (Cit); Célula de Sertoli ( ). Coloragao
Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 100X.
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4.8.3 Espermatécitos

Os espermatdcitos apresentaram didmetro nuclear médio de

4.6 £ 1.07um, portanto, eram células com tamanho inferior que aquele registrado

nas espermatogobnias secundarias. Também se encontravam em numero variavel
no interior de cistos. Essas células possuiam nucleo basodfilo e de contorno
regular. O citoplasma mostrou-se escasso e de dificil visualizagdo. Nao foi
possivel fazer a distingdo e classificacdo entre espermatécitos primarios e

secundarios (Figura 26).
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Figura 26- Fotomicrografia de cistos de células germinativas no interior de tubulos
seminiferos. Detalhe de cistos de espermatécitos. Insert: detalhe de
espermatocitos, nucleo (N), citoplasma (seta). Coloragdo Hematoxilina-Eosina.
Aumento da objetiva 100X.
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4.8.4 Espermatides

Originadas a partir dos espermatécitos secundarios, as espermatides
eram células esféricas e também encontradas no interior de cistos. As primeiras

populagdes apresentavam diametro nuclear médio de 3.2 + 0.4um, logo, inferior

ao didmetro dos espermatécitos (Figura 27).

e

Figura 27- Fotomicrografia de um tubulo seminifero sendo ocupado por cistos de
células germinativas. Detalhe de um cisto de espermatides iniciais e um cisto de
espermatides finais. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 40X.

Ao longo do processo de espermiogénese (diferenciacdo dessas
células para espermatozoides) observou-se nitida diminuicdo do didmetro nuclear

meédio. Essa diminuicdo deve-se a condensagdo nuclear (compactacdo da
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cromatina) que ocorre durante o referido evento. Isso fez com que as geragdes
finais ou espermatides em diferenciacao final apresentassem nucleos menores e
com cromatina mais condensada, com didmetro médio de 2,5 pm, portanto,

ligeiramente menor que aquele observado nas populagdes iniciais (Figura 28).

No final da espermiogénese ocorreu o adelgacamento dos
prolongamentos citoplasmaticos que formavam os cistos de espermatides. Esse
processo culminou com o rompimento desses prolongamentos e liberagdo de

espermatozéides na luz dos tubulos seminiferos (Figura 28).
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Figura 28- Fotomicrografia de tubulos seminiferos: cisto de espermatides em final
de diferenciacdo ou espermatides finais ( %), cisto de espermatdcitos (CET);
espermatozoides (setas). Coloragao HE. Aumento da objetiva 40X.
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4.8.5 Espermatozéides

Essas foram as menores células da linhagem germinativa com
didmetro nuclear médio de 1.6um, sendo que esse nucleo era fortemente basdfilo.
Foram as unicas células da linhagem gamética encontradas fora dos tubulos

seminiferos, ou seja, sdo armazenadas no ducto espermatico (Figura 29).

Morfologicamente, se apresentavam constituidos de trés regides,
sendo uma cabega arredondada, uma regido equivalente a pecga intermediaria e

uma cauda ou flagelo (Figura 29).

Figura 29- Esfregaco de espermatozéides de P. squamosissimus. Insert; detalhe
da morfologia de um espermatozoide, em evidéncia a cabega arredondada (Ca)
e o flagelo (Fla). Coloracao supravital. Aumento da objetiva 100X.
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4.8.6 Células de Sertoli

Com excecdo das espermatogdnias primarias e espermatozoides,
toda a populagdo de células germinativas se encontrava envolvida por
prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli. Esses prolongamentos
envolviam um grupo células germinativas que se encontravam em uma mesma
fase de desenvolvimento espermatogénico. Tal fato se caracterizou com a

formacéao de cistos de células germinativas (Figura 30).

A analise histologica das células de Sertoli indicou que as mesmas
tinham nucleo levemente baséfilo, com didmetro nucleolar médio de 1.8um.
O citoplasma aparentou ser escasso em volta do nucleo e projeta delgados
prolongamentos, juntamente com a membrana plasmatica, que vao delimitar e
formar os cistos de células germinativas (Figura 30). A média dessas células, por
tubulo seminifero, foi de 6,01 + 2,34.

élulade Cisto de espermatogénias ™!
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Figura 30- Fotomicrografia de um cisto de espermatogbnias secundarias,
delimitado pelos prolongamentos citoplasmaticos da célula de Sertoli.
Citoplasma da Sertoli (Cit); nucleo da Sertoli (N). Insert: detalhes do
citoplasma (Cit); nucleo (N) e nucléolo (Nuc) de uma célula de Sertoli.
Coloracao Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 100X.
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4.9 Estadios do Ciclo do Epitélio Seminifero

5.9.1 Estadio 1 do Ciclo do Epitélio Seminifero

Através da anadlise histologica, este estadio caracterizou-se pela
presenca das espermatogOnias primarias e secundarias nos tubulos seminiferos.
Ao microscoépio Optico, as espermatogdnias primarias, que sdo as maiores células

da linhagem germinativa (8,4 + 3,39um), apresentaram-se individualizadas e

préximas a parede do tubulo seminifero.

As espermatogbnias secundarias encontravam-se dentro de cistos e
com diametro nuclear médio de 6,3 + 2,44um. No final deste estagio, essas
células entravam em intérfase que antecedia a primeira divisdo meidtica e se
diferenciavam para espermatdcitos primarios. Este fato ditava o final deste

estadio, bem como, caracterizava o inicio do proximo (Figura 31).

iy - z - = — h’ -
Figura 31- Fotomicrografia de um tubulo seminifero no estadio 1 do CES.
S&o evidenciados uma célula de Sertoli (—> ) e cistos de espermatogénias
secundarias ( <" ). Coloracdo Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 100X.
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4.9.2 Estadio 2 do Ciclo do Epitélio Seminifero

Com a proliferacdo e diferenciacdo das espermatogbnias
secundarias para espermatocitos, no final do estadio anterior. A partir desse
evento, notavam-se tubulos seminiferos contendo espermatogdnias primarias,
cistos de espermatogbnias secundarias e o surgimento de cistos de
espermatocitos, que era o evento marcante deste estadio. Esses espermatdécitos

possuiam um diametro nuclear médio de 4,6 + 1,07um (Figura 32).

O final deste estadio era marcado pelo surgimento dos primeiros
cistos de espermatides nos tubulos seminiferos. Este fato ditava também o inicio

do proximo estadio do ciclo do epitélio seminifero na pescada (Figura 32).

Figura 32- Fotomicrografia de um tubulo seminifero no estadio 2 do CES. Sao
evidenciados cistos de espermatogbnias secundarias e cistos de espermatdécitos.
Coloragéo Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 40X.
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4.9.3 Estadio 3 do Ciclo do Epitélio Seminifero

O surgimento dos primeiros cistos de espermatides no interior dos
tubulos seminiferos foi o evento marcante e determinante do inicio desse estadio.
Assim sendo, os tubulos seminiferos no estadio 3 do CES eram compostos pela
presenca de espermatogOnias primarias, cistos de espermatogbnias secundarias e

cistos de espermatides jovens ou recém-formadas (Figura 33).

O evento cronolégico que marcava o final desse estadio e que ao
mesmo tempo caracterizava o inicio do estadio posterior era o fato das espermatides
iniciais se diferenciarem em espermatides finais. Esse fato proporcionava a

presenca de duas geragdes de espermatides no estadio posterior (Figura 33).

Figura 33- Fotomicrografia de um tubulo seminifero no estadio,3 do CES. Séao
evidenciados cistos de espermatogbnias secundarias ( ); cistos de
espermatocitos; cistos de espermatides iniciais. Coloracdo Hematoxilina-Eosina.
Aumento da objetiva 40X.
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4.9.4 Estadio 4 do Ciclo do Epitélio Seminifero

Similarmente ao estadio 3, os tubulos seminiferos que se encontravam
neste este estadio, também eram compostos de espermatogdnias primarias, cistos

de espermatogbnias secundarias, espermatoécitos e espermatides iniciais.

A caracteristica marcante deste estadio foi a presenca de duas
populagdes de espermatides nos tubulos seminiferos. Logo, esses tubulos
possuiam cistos de espermatides iniciais que apresentavam didametro nuclear
meédio de 3,2 + 0.4um. A outra populagao correspondia aos cistos de espermatides
finais (em espermiogénese avancgada ou final) cujo didmetro médio era de 2,5um
(Figura 34). O rompimento destes ultimos cistos e consequente liberagdo dos

espermatozoides no lumen tubular marcava o final do estadio.

stto de espermatides
tardias ou finais
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Figura 34- Fotomicrografia de um tubulo seminifero no estadio 4 do CES. Sao
evidenciados cistos de espermatogdnias secundarias, espermatocitos, espermatides
jovens e finais. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 40X.




4 Resultados 83

4.9.5 Estadio 5 do Ciclo do Epitélio Seminifero

O inicio desse estadio era marcado pelo adelgacamento e
consequente rompimento dos prolongamentos citoplasmaticos das células de
Sertoli que formavam cistos de espermatides finais. Esse fato levava ao surgimento

dos primeiros espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos (Figura 35).

Concomitantemente com surgimento dos espermatozodides, todos os
tipos celulares presentes nos estadios anteriores também se faziam presentes nos
tubulos seminiferos nesse estadio. Logo, todas as células da populagdo gamética

podiam ser encontradas em um unico tubulo seminifero neste estadio (Figura 35).

O evento que marcava o final desse estadio era o consideravel
aumento de espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos. Isso era atribuido ao

fato da continuidade dos eventos que ocorreram nos estagios anteriores.

Espermatogoni

secundarias

— Y = -

Figura 35- Fotomicrografia de um tubulo seminifero no estadio 5 do CES.
Espermatog6nias secundarias; espermatides finais; espermatdcitos. A medida que os
espermatozoides sdo formados eles se acumulam no lume tubular (*). Coloragao
Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 40X.
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4.9.6 Estadio 6 do Ciclo do Epitélio Seminifero

As caracteristicas histologicas do CES desse estadio incluiam a
diminuicdo do numero de cistos de espermatogdnias secundarias, espermatdcitos
e espermatides. Simultaneamente a essa diminui¢cdo constatou-se um aumento na
quantidade de espermatozoides na luz do tubulo seminifero no referido estadio.
Consequentemente, neste estadio, os tubulos seminiferos se apresentavam

volumosos e repletos de espermatozoéides (Figura 36).

Um dado importe deste estadio concerne ao fato de que o mesmo
coincidia com o estadio maduro do desenvolvimento gonadal, o qual, por sua vez,
teve forte correlagao positiva com os maiores valores de RGS, que representaram

0s meses de espermiagao ou reproducao da espécie.

pescada. Cistos de células germinativas (CCG); espermatozoides (EPZ). Coloragao
HE. Aumento da objetiva 40X.
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4.9.7 Estadio 7 do Ciclo do Epitélio Seminifero

Histologicamente, os tubulos seminiferos que se encontravam nesse
estadio foram caracterizados pela presenca de todos os tipos celulares. Tal como
no estadio anterior, os espermatozdides eram as células mais numerosas.
Contudo, a caracteristica marcante desse estadio foi o inicio do direcionamento da
grande massa de espermatozdides para o ducto espermatico. Este fato
proporcionava o surgimento de areas claras (luz do lumen), nos tubulos

seminiferos, que eram preenchidas pelos espermatozoéides (Figura 37).

Figura 37- Fotomicrografia de tubulos seminiferos no estadio 7 do CES. Cistos de
células germinativas (CCG); luz do tubulo seminifero (LTS); espermatozoides (EPZ).
Coloragao Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 40X.
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4.9.8 Estadio 8 do Ciclo do Epitélio Seminifero

Histologicamente este estadio se caracterizou como ultimo do CES
no testiculo da pescada. No inicio desse estadio, finalizava-se o direcionamento

da grande massa de espermatozoides para o ducto espermatico (Figura 38).

Apesar de volumosos, os tubulos seminiferos se encontravam
relativamente semi-esvaziados. Apdés o direcionamento da grande massa de
espermatozdides para o ducto espermatico, restavam apenas alguns cistos de
espermatogonias, espermatécitos e espermatides no interior do tubulo, além de
alguns espermatozdides. Apos o0 esvaziamento dos espermatozoides do lumen
tubular, aparentemente ocorria 0 desprendimento de alguns cistos de células
germinativas das paredes dos tubulos seminiferos que passavam a ocupar o
lumen dos referidos tubulos, antes preenchido pela massa de espermatozoides.

Isso gerava uma ligeira desorganizacao tubular (Figura 38).

Flgura 38- Fotomlc:‘rografl'a de um tubulo semlnlfero no estadlo 8 do CES. Cistos de
células germinativas ndo apoiados sobre a lamina basal (CCG); luz do tubulo
seminifero (LTS). Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Aumento da objetiva 40X.
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5.1 Atividade Pesqueira:

Alguns estudos tém demonstrado que a pesca extrativa aliada a
degradacao ambiental, aos poucos, afetou o equilibrio de populag¢des piscicolas e
desse modo os estoques naturais das aguas continentais e dos mares, que se
constituiam na principal fonte de pescado, tiveram sua capacidade de produgao

drasticamente limitada (ANDRADE & YASUI, 2003).

Nao obstante, GONCALVES (2002) relatou que a produgédo de
pescado, com base extrativista, mantém-se nos mesmos indices de producéao
registrados no inicio da década de 90, revelando que essa produgao extrativista,

além de ndo ter mais como crescer, mantenha a tendéncia de diminuigéo.

Essas informagdes nao relatam a extingdo de determinada espécie
de peixe, mas sim, a diminuigdo dos seus estoques em alguns locais. Nesse
aspecto, BARTHEM (1999) citou que no concernente a atividade pesqueira, nao
existem informacbes seguras sobre ameacgas, desaparecimento ou mesmo
extingdo de espécies de peixes na Amazonia brasileira. Mas, o autor citou que tem
ocorrido, com razoavel freqiéncia, a diminuigdo ou mesmo o desaparecimento
local de algumas espécies devido a atividade pesqueira intensiva ou a alguma
alteragcdo ambiental, como desmatamento da floresta marginal, mineragédo no

canal de um rio ou represamento.
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Alguns estudos parecem corroborar essas informagdes uma vez que
revelam que algumas espécies da ictiofauna amazdnica parecem estar sofrendo
uma reducdo em seus estoques em virtude da sobre-exploracdo das mesmas

(BARTHEM & PETRERE, 1995; ISAAC & RUFFINO, 1996).

As informacdes obtidas com os pescadores (moradores) da ilha do
Capim, sobre a atividade pesqueira no rio Para indicaram que, mesmo tendo um
forte carater de subsisténcia, esta parece ser um fator que pode estar
influenciando para a aparente diminuicido dos estoques locais de
P. squamosissimus. Essa constatagdo parece ser corroborada pela diminuigéo
qualitativa e quantitativa dos referidos estoques, bem como, pelo aumento do
tempo médio, em horas diarias, que os pescadores locais dispensam para tal

atividade nos ultimos quinze anos.

E plausivel que a referida diminuicdo esteja relacionada a fatores
como a grande quantidade de redes de emalhar e ao elevado numero de
pescadores na regiao; e pela pesca ininterrupta ao longo dos doze meses do ano,
nao se respeitando o periodo reprodutivo da espécie. A somatdria desses fatores
pode ser uma das causas da diminuicdo dos estoques P. squamosissimus no rio

Para.
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5.2 Ovaérios:

A organizagao estrutural concernente as caracteristicas anatémicas e
morfologicas dos ovarios de P. squamosissimus é condizente com aquela descrita
para um grande numero de teledsteos (JAMES, 1946; BRAEKEVELT &
McMILLAN, 1967; BHATTI & JAVAID, 1973; CARAMASHI et al, 1982;
VAZZOLER, 1996; RIDEOUT et al., 1999). Embora em outros estudos realizados
com teledsteos essa estrutura n&do se tenha mostrado nitidamente visivel

(BEACH, 1959).

Diferentes trabalhos com peixes teleésteos demonstraram haver
desova ao longo de todo o0 ano em varias espécies, enquanto outros relataram uma
caracteristica sazonal da desova. Dentre algumas espécies da familia Sciaenidae,
LOWE-McCONNEL (1966) sugeriu que a reprodugao de Micropogon furnieri n&o
apresenta um carater sazonal, ou seja, € uma reprodug¢ao continua, uma vez que
este pesquisador registrou a ocorréncia tanto de fémeas maduras como de
alevinos durante o ano todo. Ndo obstante, nos estudos de DANERI (1957) e
HAIMOVICI (1977) com o Micropogon opercularis foi descrito um ciclo anual para
a espécie, com desova no verdo. Segundo ALMEIDA-PEREZ (1972), a corvina
Cynoscion maracaibaensis (Pisciformes, Sciaenidae) desova ao longo de todo o
ano, mas apresenta um periodo principal de desova de janeiro a maio

(verao/outono) e periodos secundarios em junho e setembro (inverno/primavera).
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Em P. squamosissimus, o acompanhamento do ciclo reprodutivo
anual demonstrou que a espécie possui dois grandes picos de desova com
intensidades diferentes. O maior pico de desova ou desova principal ocorre nos
meses de janeiro e fevereiro (inverno), na qual um grande numero de individuos
se encontra com gbénadas maduras. O segundo maior pico de desova ocorre no

més de julho (verdo), com menor numero de animais com génadas maduras.

Quanto a maturagcdo das gbnadas de peixes, existe uma relativa
heterogeneidade de escalas adotadas para descrevé-la. Contudo, a escala de
maturagao mais difundida entre os pesquisadores adota os estadios gonadais de

imaturo, repouso, maturagdao, maduro e esvaziado.

Em relacdo a caracterizacdo desses estadios, CARAMASHI e
colaboradores (1982) relataram que em Hoplias malabaricus ndo ha verificagao
macro ou microscopica de ovarios no estadio de repouso apds a desova. Na
referida espécie, exemplares no final do estadio esgotado ja apresentam odcitos
[Il, fato que segundo os autores caracteriza o inicio de maturagéo. Resultado similar

foi relatado em Astyanax bimaculatus, A. fasciatus e A. schubarti (NOMURA, 1979).

Porém, GODINHO e colaboradores (1974) registraram o estadio de
repouso em Pimelodus maculatus. Fato também constatado por
RAMAGOSA (1988) que descreveu ovarios em estadio de repouso em

Piaractus mesopotamicus. Nesse animal, os odcitos avitelogénicos ou odcitos |l
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sdo encontrados em todos os estadios de desenvolvimento gonadal. Estes
resultados estdo de acordo com os aqui relatados na P. squamosissimus, na qual
a principal caracteristica microscopica de ovarios em estadio de repouso foi a
grande predominéncia de odcitos do estoque de reserva, ou seja, odcitos

previtelogénicos ou odcitos |l

A descricdo microscépica de ovarios no estadio de maturagao
gonadal também pode apresentar caracteristicas divergentes entre as diferentes
espécies de teledsteos. Segundo CARAMASHI e colaboradores (1982), o estadio
de maturacdo de H. malabaricus se caracterizou, microscopicamente, pela

presenca de odcitos |l e predominancia de odcitos lll.

Em P. squamosissimus, esse estadio se caracterizou pela presenca
de odcitos em vitelogénese lipidica (odcitos 1ll) nos ovarios em maturagao inicial e
de od6citos em vitelogénese lipidica e protéica (odcitos V) e odcitos em
vitelogénese completa ou odcitos maduros (odcitos V) em ovarios em maturagao
final. Resultados similares foram descritos nos ovarios em maturacdo em outros

teleosteos (VAZZOLER, 1996; RIDEOUT et al., 1999).
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5.3 Testiculos

As caracteristicas morfolégicas e anatdmicas dos testiculos de
P. squamosissimus sado condizentes com aquelas descritas para a maioria dos
teledsteos. Dentre as quais se citam as caracteristicas anatébmicas como a
presenca de uma tunica albuginea de tecido conjuntivo que emite septos para o
interior dos testiculos a partir dos quais sdo formados os tubulos seminiferos que
revestem e sustentam 0s cistos de células germinativas

(BARBIERI & BARBIERI, 1984; AGOSTINHO et al., 1987; AZEVEDO et al., 1988).

Quanto a organizacdo estrutural dos testiculos de teledsteos, a
ocorréncia de ducto espermatico que emerge dos testiculos e desemboca na
papila urogenital, localizada posteriormente a abertura anal de P. squamosissimus,
também tem sido relatada em outras espécies de teledsteos
(BARBIERE & BARBIERE, 1984; AZEVEDO et al., 1988). Em Gymnotus carapo,
essa estrutura é constituida de tubulos revestidos por células epiteliais e

assemelha-se ao epididimo dos mamiferos (BARBIERE & BARBIERE, 1984).

Em P. squamosissimus esse ducto apresenta uma regido de tecido
conjuntivo que é também revestida por células epiteliais. Essa estrutura
desempenha a fungdo de armazenar a grande massa de espermatozdides até o
momento propicio para a espermiacdo. E plausivel a hipétese de que a mesma

também desenvolva uma fungcdo nutridora dos espermatozdides nela
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armazenados. Ressalta-se que ambas as func¢des s&o exercidas pelo epididimo

dos mamiferos.

Ainda no que diz respeito a organizagao testicular em teledsteos,
GRIER e colaboradores (1980b), analisaram os testiculos de quatro grupos de
teledsteos (Salmoniformes, Perciformes, Cipriniformes e Atheriniformes) e com
base na distribuicdo das espermatogénias estabeleceram a estrutura testicular nos
representantes desses grupos, como tubular, com dois tipos basicos: o primeiro
tipo é o espermatogonial restrito onde as espermatogdnias se encontram restritas
ao término distal dos tubulos seminiferos, sendo caracteristico dos Atheriniformes;
o segundo tipo é o espermatogonial irrestrito, no qual as espermatogénias se
encontram distribuidas ao longo dos tubulos seminiferos. Este tipo € comum as
diferentes espécies de teledsteos (AGOSTINHO et al., 1987; AZEVEDO et al., 1988;

GUSMAO; 1998; NEGRAO, et al., 2002).

Em P. squamosissimus, os testiculos estavam organizados em
tubulos seminiferos ao longo dos quais estavam distribuidas as espermatogénias.
Notou-se que todas as fases do processo espermatogénico ocorrem dentro de
cistos que compdem os tubulos. Logo, a estrutura do testiculo da espécie se

enquadra no padrao espermatogonial irrestrito (GRIER et al., 1980b).

Em P. squamosissimus, as espermatogbnias foram encontradas no

interior dos tubulos seminiferos ao longo de todo o ano. Esse fato leva a inferir que
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as mesmas sejam fontes de reposi¢cao de células germinativas, tal como descrito
por outros pesquisadores (HERDENSON, 1962; LEHRI, 1967; ANDRADE &
GODINHO, 1983; BARBIERI & BARBIERI, 1984; AGOSTINHO, 1985;

AZEVEDO et al., 1988).

A classificagdo das espermatogbnias em primarias e secundarias
observadas durante a espermatogénese de P. squamosissimus €& usualmente
utilizada para a identificagdo dessas células em peixes (GRIER, 1976; SELMAN &
WALLACE, 1986; BORGES, 1987; SILVA, 1987; SILVEIRA et al., 1990;
NAKAGHI, 1996; GUSMAO, 1998; NEGRAO, et al., 2002). Esta classificacéo
difere daquela utilizada para os mamiferos (DYM & CLERMONT, 1970). Nestes
animais, as espermatogdnias sao classificadas em do tipo A, intermediarias e tipo
B, que provavelmente correspondem as stem cells, espermatogdnias primarias e
espermatogbnias secundarias dos peixes, respectivamente. Nas analises
histolégicas, em microscopia de luz, dos testiculos de P. squamosissimus, nao foi

possivel a visualizagao e/ou caracterizagao das stem cells na linhagem germinativa.

As andlises histologicas das espermatogbnias primarias de
P. squamosissimus demonstraram que estas sao as maiores células da linhagem
germinativa, isoladas, com nucleo volumoso e unico nucléolo. O citoplasma
demonstrou pouca afinidade por corante, logo, pouco distinto. Caracteristicas

similares foram descritas em Rhinelepis aspera, (AGOSTINHO et al., 1987).
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Os aspectos histologicos das espermatogbdnias secundarias e dos
espermatocitos em P. squamosissimus revelaram que as primeiras sdo células
presentes em numero variavel no interior de cistos, nucleo basdfilo com um ou
dois nucléolos excéntricos e citoplasma escasso. Os espermatécitos também se
encontravam dentro de cistos, mas apresentaram didmetro nuclear menor que
aquele observado nas espermatogonias. Quanto a esse fato, MOSER (1967) citou
que o aumento de tamanho do nucleo que se verifica com a transformacao da
espermatogbnia em espermatocito primario em outros vertebrados, comumente
nao ocorre em peixes. Assim sendo, a diminuicido do tamanho do nucleo pode ser
utilizada como importante referencial na identificacido das fases de maturagcao das
células germinativas no inicio da transformagcédo em peixes. Nao obstante, em
consequéncia da técnica histologica utilizada néao foi possivel fazer a distingao

entre espermatoécitos primarios e secundarios em P. squamosissimus.

As espermatides s&o as primeiras células haploides que surgem nos
tubulos seminiferos e sao oriundas da segunda divisdo meidtica sofrida pelos
espermatocitos secundarios. Nos peixes, as populagdes iniciais dessas células
estdo contidas em cistos. Porém, AZEVEDO e colaboradores (1988) relataram a
ocorréncia de células germinativas em espermiogénese, ou seja, espermatides na

luz dos tubulos seminiferos, nos testiculos de Parodon tortuosus.

Em P. squamosissimus foram caracterizadas duas populagbes de

espermatides. Uma era composta por espermatides em inicio de espermiogénese
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e identificadas como espermatides iniciais. A segunda populagdo apresentou
didmetro nuclear menor, nucleo mais condensado e com maior afinidade por
corante, sendo identificada como espermatides finais. Porém, ambas as
populacbes se encontravam no interior de cistos. Quanto a este fato, nesta
espécie, constatou-se que toda a linhagem de espermatides se limita aos cistos,
logo, elas ndo foram localizadas na luz dos tubulos seminiferos. Outros estudos
com peixes também nado relataram a ocorréncia de espermatides na luz dos
tubulos  seminiferos  (GRIER, 1976; AGOSTINHO et al, 1987,

Van VUREN & SOLEY, 1990; NEGRAO, et al., 2002).

Histologicamente, os espermatozdides de P. squamosissimus eram
as menores ceélulas da populagdo gamética. No nucleo, a cromatina se encontrava
muito condensada, corando-se de forma intensa e homogénea. Essas células se
localizam no lumen dos tubulos seminiferos e naquele do ducto espermatico. Nos
animais com génadas maduras, elas formavam uma grande massa celular em
ambas as regides. Estas caracteristicas sdo comumente descritas em trabalhos
realizados com peixes (AGOSTINHO et al., 1987; ANDRADE E GODINHO, 1983;

BARBIERI & BARBIERI, 1984; AGOSTINHO, 1985; AZEVEDO et al., 1988).

Quanto a avaliagdo da atividade espermatogénica, em espécies
como Gymnotus carapo essa ocorre durante o ano todo, variando apenas em
intensidade, sendo maior de setembro a janeiro com picos em outubro € novembro

(BARBIERE & BARBIERE, 1984).
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Nos testiculos de P. squamosissimus a atividade espermatogénica,
aparentemente, ndo ocorreu ao longo do ano todo, visto que nao foram
encontrados machos com génadas maduras em todos os meses do ano. Contudo,
foram observados dois picos de espermiagédo, sendo um registrado em julho e
outro de janeiro a fevereiro. Esses picos foram similares aqueles observados nas

fémeas.

Similarmente a escala de maturidade ovariana, a utilizagdo da escala
de maturidade testicular, a nivel microscépico, possibilita o0 acompanhamento da

atividade espermatogénica ao longo de todo o ciclo reprodutivo dos peixes.

AZEVEDO e colaboradores (1988) descreveram uma escala de
maturidade testicular com os estadios de maturagdo, maduro e esvaziado para o
estabelecimento microscopico do desenvolvimento testicular em
Parodon tortuosus. No estadio de maturagdo, os tubulos seminiferos eram
preenchidos por cistos contendo células germinativas em diferentes estadios da
espermatogénese. O estadio maduro foi caracterizado por tubulos seminiferos
repletos de espermatozdides, e o estadio esvaziado apresentou como
caracteristicas os tubulos seminiferos desorganizados, com poucos
espermatozodides residuais e cistos de células germinativas, entre os quais

predominavam os cistos de espermatogénias.



5 Discussao 98

BARBIERE & BARBIERE (1984) relataram que em Gymnotus carapo
nos testiculos no estadio de maturagédo as células nas fases finais de maturagao
se acumulavam no ducto espermatico e que testiculos nesse estadio foram
encontrados durante todo o ano, com maior incidéncia nos meses de margo a
setembro. Os autores citaram que, no referido estadio, células nas fases finais de
maturagao se acumulavam no ducto espermatico. Em testiculos no estadio maduro,
nao foram observadas grandes quantidades de células germinativas em fase final
de maturagao na luz dos tubulos seminiferos, mas, essas células se acumulavam
em grande quantidade nos ductos espermaticos. Quanto aos testiculos em estadio
de repouso, os referidos autores notaram uma diminuicdo da atividade
espermatogénica e desorganizagdao na constituigdo dos l6bulos seminiferos nos

testiculos em estadio esvaziado de Gymnotus carapo.

Em P. squamosissimus a escala de maturidade testicular foi
caracterizada nos estadios de repouso, maturagdo, maduro e esvaziado. Os
testiculos em repouso apresentavam tubulos seminiferos com espermatogénias
primarias e grande predominancia de cistos de espermatogbnias secundarias.
Similarmente, nos testiculos de Rhinelepis aspera, o estadio de repouso foi
caracterizado pela presenca de tubulos seminiferos contendo espermatogdnias

primarias, secundarias e células cisticas (AGOSTINHO et al., 1987).

Nos testiculos em estadio de maturacdo de P. squamosissimus,

foram notados cistos de células germinativas em todas as fases de diferenciacéo e
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espermatozdides na luz dos tubulos seminiferos. Nos testiculos em estadio
maduro, notou-se significativa redugcdo dos cistos de células germinativas em
diferenciagcéo, acumulo de espermatozoides na luz dos tubulos seminiferos e grande

massa de espermatozoides acumulados no ducto espermatico no final do estadio.

Microscopicamente, notou-se que, nos testiculos esvaziados, os
cistos de células germinativas (espermatog0nias, espermatdcitos e espermatides)
se encontravam caracteristicamente desorganizados e em numero reduzido. Nao
foi constatado o direcionamento de todos os espermatozoides da regido do lumen
tubular para o ducto, e nem da massa de espermatozoide do ducto espermatico
para o meio externo (espermiagao). Logo foram observados espermatozoides
residuais tanto na luz dos tubulos seminiferos, bem como, na luz do ducto
espermatico. Fato que permitiu também classificar este estadio como
semi-esvaziado. Observacbes similares foram descritas por BARBIERI e
colaboradores (1981) para testiculos esgotados de Geofhagus brasiliensis, e por

JAMES (1946) para Huro salmoides e Lepomis macrochirus.

As informagdes literarias tém atribuido destinos diferentes aos
espermatozdides residuais em peixes. Ha autores que consideram que o0s
espermatozdides residuais permanecem saudaveis no lumen dos tubulos
seminiferos até o ciclo de maturagdo seguinte (HOCHMAN, 1967,
POLLARD, 1972; HOFFMAN et al., 1980). Porém, existem estudos indicativos de

que, em testiculos esgotados de peixes, os espermatozdides residuais se
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acumulam juntos aos processos citoplasmaticos das células cisticas dos tubulos e
das células de revestimento do ducto espermatico, inferindo que estas células
desempenhem também fungcdo de remocdo do sémen residual

(HENDERSON, 1962; De VLAMING,1972).

Resultados similares aos da escala de maturidade testicular de
P. squamosissimus foram também descritos em Parodon tortuosus, na qual os
testiculos em estadio de maturagcédo foram caracterizados por tubulos seminiferos
contendo cistos de células germinativas em diferentes fases de desenvolvimento.
Nao obstante, nos testiculos em estadio maduro, os tubulos seminiferos estavam
repletos de espermatozodides; enquanto que testiculos esvaziados foram
caracterizados pela desorganizacdo dos tubulos seminiferos, poucos
espermatozdides residuais e cistos de células germinativas, com predominancia

para os cistos de espermatogénias (AZEVEDO et al., 1988).

A relagdo gonadossomatica (RGS) ou indice gonadossomatico (IGS)
quando correlacionadas com as informagdes macroscopicas da distribuicdo das
frequéncias relativas dos estadios de maturacdo gonadal e microscépicas do
desenvolvimento oocitario e dindmica da espermatogénese, tém sido uma
importante ferramenta para avaliar a maturagdo gonadal em peixes, ou mais
especificamente os momentos de picos de desova e picos de espermiagao
(AGOSTINHO, 1979; AGOSTINHO et al, 1987; AZEVEDO et al.,, 1988;

RAMAGOSA et al., 1988; Le CREN, 1951; GODINHO, 1972).



5 Discussao 101

A analise de correlagdo entre os estadios de maturagdo gonadal,
desenvolvimento oocitario e dindmica da espermatogénese leva a inferir que em
P. squamosissimus existe um relativo sincronismo na maturagao gonadal entre
machos e fémeas e ambos apresentaram dois picos reprodutivos. Um pico menos
intenso ou secundario registrado no més de julho e outro mais intenso ou principal
gue ocorre entre os meses de janeiro e fevereiro. Os maiores valores da variagao
temporal da relacdo gonadossomatica (ARGS) indicaram os momentos dos
referidos picos. Nas fémeas, em ambos os picos, notou-se forte correlagao
positiva desse indice com os dados percentuais da analise macroscépica dos
estadios de maturacdo, bem como, com as médias de odcitos maduros. Nos
machos, houve também forte correlacdo positiva entre os maiores valores de
ARGS com os maiores valores percentuais do estadio maduro, assim como, com

0s maiores valores percentuais de espermatozdéides nos tubulos seminiferos.

AGOSTINHO e colaboradores (1987) relataram que em
Rhinelepis aspera, as maiores médias do IGS foram constatadas nos testiculos
em reproducao Il (maduros) que apresentaram tubulos seminiferos amplos com
densa massa de espermatozdéides ocupando virtualmente todo o lumen desses

tubulos.

Essas informagdes corroboram que a avaliagdo e correlacdo entre
essas variaveis (RGS, frequéncia dos estadios de maturagao, frequéncia de

oocitos maduros e de espermatozoides) podem ser muito Uteis para a elucidagao
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do periodo reprodutivo, ou mais precisamente do momento de desova ou

espermiagao dos peixes.

Nao se tém informagdes sobre a quantificagdo espermatogénica,
nem tao pouco, sobre a determinacao dos estadios do ciclo do epitélio seminifero
(CES) em peixes. Dados sobre os assuntos sdo concernentes aos trabalhos
realizados com mamiferos (LEBLOND & CLERMONT, 1952 a; SWIESTRA, 1968 a;
ORTAVANT et al., 1977; AMANN, 1970; CARDOSO & GODINHO, 1983;

RUSSELL et al., 1990; FRANCA, 1991; QUEIROZ & NOGUEIRA, 1992).

A quantificagdo das células da linhagem espermatogénica, bem
como, a determinagdo e estimagcdo da duracdo do CES tém proporcionado
informacdes de valor impar ndo somente para o conhecimento reprodutivo, como
também, para a estimagdo do potencial reprodutivo de diferentes espécies de
mamiferos (LEBLOND & CLERMONT, 1952a; HOCHEREAU et al., 1964;
SWIESTRA, 1968a; SWIESTRA et al., 1974; ORTAVANT et al, 1977;
AMANN, 1970; CARDOSO & GODINHO, 1983; RUSSELL et al., 1990;

FRANCA, 1991; QUEIROZ & NOGUEIRA, 1992).

Ndo obstante, algumas consideragdes importantes devem se
explicitadas antes que qualquer tipo de analogia, de carater reprodutivo, seja feito
entre mamiferos e peixes. Primeiramente, é notério que os mamiferos, apos

atingirem sua maturidade sexual ou puberdade, seus testiculos passam a



5 Discussao 103

apresentar tubulos seminiferos compostos por associagdes celulares que
caracterizam os estadios do CES e que essas associagdes, ou essas células, se
estabelecem nos tubulos durante a vida reprodutiva do animal. Significa dizer que,
em condi¢gdes normais ou ndo patoldgicas, a producao espermatica sera constante

e interrupta.

O segundo aspecto de grande importancia é concernente ao fato de
gue o conjunto de células ou associagdes celulares que compdem ou caracterizam
cada estadio do CES é sempre composto por espermatogbnias, espermatdcitos e
espermatides, caso a metodologia adotada seja o método de morfologia tubular
(ORTAVANT et al.,, 1977; AMANN, 1970; CARDOSO, 1981; FRANGCA, 1991).
De acordo com esse método, os estadios do CES séo classificados com base nas
alteragbes da forma do nucleo das espermatides, na ocorréncia de divisbes
meidticas sofridas pelos espermatécitos e no arranjo ou disposigdo das
espermatides no epitélio seminifero. Logo, pode-se dizer que a classificagdo de
cada estadio do CES em mamiferos € baseada, em ultima instancia, nas fases
meiodticas que caracterizam cada tipo de espermatdcito primario, na meiose sofrida
pelos espermatocitos secundarios, bem como, na morfologia nuclear e disposi¢ao

das espermatides no epitélio seminifero.

O terceiro aspecto ndo menos relevante e que tem forte relagdo com
o primeiro, € o fato de que, uma vez atingida sua maturidade sexual ou

puberdade, os mamiferos ndo passam pelo processo de regressao gonadal
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resultante do esvaziamento dos tubulos seminiferos pela populacédo de células
germinativas. Quanto a estes dois fatos, os dados literarios revelam que nos
peixes comumente ocorre um processo de regressao testicular, apds a conclusao
do periodo reprodutivo, em decorréncia do esvaziamento parcial dos cistos de
células germinativas nos tubulos seminiferos no final de cada ciclo reprodutivo,
mesmo nas naquelas espécies com relatos de reproducéo durante todo ano, como
acontece em Gymnotus carapo, conforme os relatos de BARBIERE &

BARBIERE (1984).

No que diz respeito aos trés aspectos supracitados, na quantificagao
da espermatogénese e determinagao dos estadios do CES de P. squamosissimus
levaram-se em consideracdo as peculiaridades inerentes aos peixes, tais como,
maturagdo gonadal ciclica e atividade gonadal caracterizada em estadios de

maturidade.

A quantificagdo da espermatogénese em P. squamosissimus
demonstrou que a predominancia de determinado tipo celular esta diretamente
relacionada com o estadio de maturidade gonadal do animal. Este fato p6de ser
corroborado, por exemplo, no momento em que o animal se encontrava no
intervalo entre um periodo reprodutivo e outro (estadio de repouso da maturidade
gonadal), quantitativamente foi o instante em que as espermatogbnias

secundarias atingiram a maior média por cisto (35,03 + 6,44). Quanto a analise
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histologica do CES, este periodo caracteriza o estadio 1, com ocorréncia somente
de espermatogbnias primarias, cistos de espermatogdnias secundarias e células

de Sertoli compondo os tubulos seminiferos.

A analise quantitativa da espermatogénese de P. squamosissimus
em maturacdo gonadal demonstrou que este estadio era marcado pelo aumento
da populacao espermatogénica, sendo registradas as maiores
meédias celulares por tubulo seminifero, com 43,31 £ 11,32 espermatogdnias
secundarias; 100,58 + 32,15 espermatdcitos; e com 360,91 + 88,86 espermatides
por tubulo seminifero. Essas foram as maiores médias dessas células, registradas
no ciclo reprodutivo. Este fato parece ser mais uma importante peculiaridade do
comportamento reprodutivo dos peixes, visto que nos mamiferos, as maiores
médias resultantes da quantificagdo da espermatogénese sdo obtidas apds esses
animais terem alcangado sua plena maturidade sexual. Os estadios 2, 3, 4 e 5 do

CES foram observados nos testiculos em maturacao.

Em P. squamosissimus com gbnadas maduras, a quantificagdo da
espermatogénese revelou que houve diminuicdo do numero de cistos de
espermatogbnias secundarias, espermatocitos e espermatides com a consequente
reducdo das médias dessas células nos tubulos seminiferos. Essa reducao era
acompanhada pelo consideravel aumento do valor percentual de espermatozéides
por tubulo seminifero. Os estadios 6 e 7 do CES foram observados em gbnadas

maduras.
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A alternativa proposta neste trabalho e que visa, ao menos, a
manutencao dos estoques de pescada em condi¢des razoaveis de exploragéo, na
regiao em estudo, seria a diminuicdo do esforgo de pesca nos meses de julho,
janeiro e fevereiro, nos quais a espécie demonstra se encontrar em plena desova

na regiao estudada.
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De acordo com as informagdes obtidas concernentes a avaliacdo da
atividade gonadal de machos e fémeas de P. squamosissimus capturados no rio Para
(PA), bem como, as informagdes obtidas sobre a pesca da referida espécie na regiao

em estudo, pode-se concluir que:

» Pelo menos na area em estudo, a P. squamosissimus se caracteriza como uma

espécie que apresenta desova parcelada;

» De acordo com as informagdes obtidas com os pescadores da regido sul/sudeste da
llha do Capim (PA), nos ultimos quinze anos, parece ter ocorrido redugao
qualiquantitativa nos estoques de P. squamosissimus , no rio Para. Porém, estudos
adicionais podem e devem ser desenvolvidos, na regiao, a fim de se corroborar essas
informacgdes, bem como, somar dados sobre essa problematica, com o intuito de, pelo
menos, buscar alternativas para a manutencao dos estoques de P. squamosissimus no

rio Para;

» No rio Para, a espécie demonstra apresentar dois picos de desova, sendo um pico de
menor intensidade ou secundario registrado no més de julho e um pico de maior

intensidade ou principal que ocorre entre os meses de dezembro e janeiro;

» As informagdes obtidas da analise da variagao temporal da relagédo gonadossomatica
(ARGS) também indicam os meses de julho, dezembro e janeiro com ocorréncia de
desovas. Nao obstante, ha forte correlagao positiva entre essa variavel com os dados

macroscopicos € microscopicos da analise gonadal de machos e fémeas, bem como,
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com as informagdes qualiquantitativas das células germinativas. Tais fatos corroboram

a ocorréncia de desova nos respectivos meses supracitados;

» Conforme a morfologia dos tubulos seminiferos, o CES na espécie é caracterizado
em oito estadios. Estadio 1 com tubulos seminiferos contendo espermatogbnias
primarias e secundarias; no estadio 2 sdo encontradas espermatogbdnias primarias,
secundarias e espermatocitos; no estadio 3 encontram-se espermatogonias primarias,
secundarias, espermatocitos e espermatides jovens; o estadio 4 caracterizado por
espermatoglbnias primarias, secundarias, espermatécitos, espermatides jovens e
tardias; estadio 5 com todas as células anteriores e espermatozoides no lumen tubular;
no estadio 6 ha diminuicdo dos cistos de células germinativas e significativo aumento
do numero de espermatozéides; tubulo no estadio 7 possui poucos cistos de células
germinativas e se inicia o esvaziamento da massa de espermatozoides do lumen; no
estadio 8 nota-se a desorganizacdo dos cistos de células gaméticas no tubulo

seminifero e o completo esvaziamento da massa de espermatozdéides do lumen tubular;
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