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Dé sempre o melhor...

E o melhor vird.

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

Perdoe-as assim mesmo.
Se vocé ¢é gentil, as pessoas podem
Acusd-lo de egoista e interesseiro...
Seja gentil assim mesmo.
Se vocé ¢ um vencedor, terd alguns
Falsos amigos e alguns inimigos verdadeiros...
Venca assim mesmo.

Se vocé é honesto e franco,

As pessoas podem engand-lo...

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

Se vocé tem paz e ¢ feliz,

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

O bem que vocé faz hoje

Pode ser esquecido amanhd...

Faga o bem assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor de vocé,

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

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

Nunca serd entre vocé e eles!

(Madre Tereza de Calcutd)



“Escolha um trabalho que vocé ame e ndo
terd de trabalhar um tinico dia em sua vida”.
(Conficio)

“Aprender é a unica coisa de que a mente nunca se
cansa, nunca tem medo e nunca se arrepende” .
(Leonardo da Vinci)

“Acreditar é mondtono, duvidar é apaixonante,
manter-se alerta: eis a vida”.
(Oscar Wilde)

“Ame quem vos comanda. Mas sem lhes dizer.
O amor verdadeiro come¢a quando ndo se espera mais
nada em troca..."
(Antoine de Saint-Exupéry)
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As carpas, que propiciaram a realizagdo deste trabalko...

Segqundo uma lenda chinesa, a Carpa, durante sua época de desova, tem de transpor diversos
obstdculos, saltando por vales repletos de cascatas e cachoeiras percorrendo quase todo o
continente asidtico, até chegar a nascente do Huang Ho (Rjo Amarelo) na montanha Jishinhan.
Quando uma carpa conseque vencer a cascata Longman Falls (Portal do Dragdo), ela se
transforma em um dragdo, atingindo seu objetivo final. Sua trajetoria é sindnimo de
perseveranga, superacdo e [uta por um objetivo ideal.

Na crenga asidtica, a carpa representa a vitdria, a conquistd, a coragem e a capacidade de
atingir os mais altos designos. E simbolo de estimulo para ultrapassar as barreiras e dificuldades
da vida; é simbolo de determinagdo e forca para vencer obstdculos.

Essas palavras descrevem primorosamente as incansdveis lutas e barreiras que ultrapassei com
muita forca de vontade, persisténcia e determinagcdo com o firme objetivo de alcancar as mais

belas metas tracadas para este trabalho.

Com honra e satisfacdo, so posso dizer que faria tudo de novo...
..quantas vezes fossem necessarias!

vii



Dedico este trabalho a pessoa que diariamente me faz crescet, como pessoa e como
profissional. A minha orientadora — Professora Irani...

« ) . ,
Essa pessoa grande é capaz de compreender todas as coisas; essa pessoa grande é a
melhor amiga que possuo no mundo” (Saint-Exupéry)
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A @Professora Irani Quagio-Grassiotto,

Professora, bem sabemos que um simples “obrigado” resumiria tudo o que eu tenho a lhe dizer,
mas uma tinica palavra ndo me satisfaz, simplesmente por ndo haver palavra no mundo capaz
de expressar meus sinceros e infinddveis agradecimentos a senhora.

Entdo, so quero dizer que é maravilhoso poder conviver com alguém tdo admirdvel como a
senhora, no seu modo de agir e pensar. Uma pessoa digna de respeito; de principios, ética e bom
senso inigualdveis. Penso que o que hd de mais fantdstico na senhora é exatamente isso... fazer
sempre de um pequeno instante um grande momento. Por isso é uma honra té-la como
orientadora.

A senhora nos oferece ensinamentos que vdo muito além do conhecimento cientifico...
Ensinamentos fundamentais que nos fazem crescer, que sdo para toda a vida e que s6 uma
verdadeira orientadora é capaz de transmitir! Dessa forma, so tenho a lhe agradecer por toda
amizade e orientagdo, paciéncia e compreensdo; por guiar meu caminho nesses poucos trés anos
de convivéncia e por ter me mostrado um novo horizonte — sempre tdo seguro.

Por todo esse aprego, respeito, gratiddo e admiracdo que [he tenho, a senhora sempre serd o meu
maior exemplo; alguém em que eu quero me inspirar por toda a vida.

Obrigada por acreditar em mim, mesmo quando, tantas vezes, eu mesma ndo acreditei. Obrigada
por nunca ter me deixado desistir. Obrigada por sempre me escutar e fazer com que eu sempre
encontre as respostas para as minhas eternas diividas, dentro de mim mesma.

Enfim, obrigada por tudo o que sou quando estou com a senhora, por todo o bem que me faz e

por ter se tornado tdo importante na minha vida. Seus ensinamentos e atitudes me fortalecem,
me encantam e me emocionam... SEMPRE!!!!
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RESUMO

Numa nova visdo da morfogénese gonadal, sua descricio em Cyprinus carpio, mostra como a
proliferacdo e diferenciacdo de células germinativas e somadticas a partir do primérdio gonadal
levam a formacgdo das diferentes estruturas ovarianas e testiculares e a constitui¢do do epitélio
germinativo que margeia as lamelas ovigeras e os tubulos testiculares. Em C. carpio, o primérdio
gonadal é formado por células germinativas primordiais (CGPs) rodeadas por células somaticas.
Apés sucessivas divisdes mitdticas das células somadticas, o tecido gonadal aumenta em
comprimento e espessura. As CGPs isoladas entre células somaticas se dividem mitoticamente
formando grupos de células germinativas, que se organizam em corddes continuos, os quais sao
invadidos por células somaticas, levando a uma reorganizacao estrutural e diferenciacao gonadal.
Nas gonadas femininas, as oogdnias sdo envolvidas por expansdes citoplasmaticas das agora
células pré-foliculares, formando cistos, delimitados por uma membrana basal em formacao.
Cada oogonia divide-se por mitose, formando novas oogonias ou entra em meiose originando os
odcitos. Com a entrada e permanéncia em dipléteno, os odcitos, ainda no interior dos cistos,
iniciam seu desenvolvimento que completar-se-a no interior dos foliculos ovarianos. As células
pré-foliculares progressivamente interpenetram nos cistos e envolvem cada odcito
individualizando-os. Estas gradativamente sintetizam a membrana basal envolvendo
progressivamente o foliculo em formacdo. As células foliculares assentadas em parte na
membrana basal do préprio epitélio germinativo mant€ém uma regiao de contato entre o foliculo
ovariano e o epitélio germinativo, que compartilham uma mesma membrana basal. Ao término da
foliculogénese, o odcito inicia seu crescimento primdrio. No tecido gonadal, células
mesenquimais se interconectam e se diferenciam, dando origem ao estroma ovariano, isolado do
compartimento germinativo pela membrana basal. Células indiferenciadas do estroma emitem
prolongamentos que contatam os foliculos em formacao, constituindo a teca. Células sométicas
periféricas por migracdo e invaginacdo no tecido gonadal, formam as lamelas ovigeras. Laminas
teciduais de células somdticas formam-se em ambos os lados do ovario, projetando-se até se
contatarem, formando o limen ovariano. Nas gonadas masculinas, as células somaticas, pré-
Sertoli, invadem os corddes continuos de CGPs. Estas, agora espermatogdnias, sdo envolvidas

por expansdes citoplasmaticas das células de Sertoli, formando cistos. Estes formam conjuntos



celulares que se distribuem ao longo da génada, cada qual circundado por células somaticas. Ao
redor de cada conjunto celular, inicia-se a formagdo da membrana basal, porém de forma
incompleta. Gradativamente, os cistos de espermatogdnias que constituem um mesmo conjunto,
afastam-se uns dos outros, criando um espacgo central. Células sométicas de conjuntos celulares
adjacentes afastam-se, permitindo fusdo entre os dois conjuntos celulares e aumento do espaco
central formando um dnico compartimento luminal, delimitado por cistos de espermatogonias,
estes, apoiados na membrana basal. Formam-se os tibulos testiculares e o epitélio germinativo
masculino € estabelecido. O compartimento germinativo encontra-se agora separado pela
membrana basal dos demais componentes celulares, que irdo se diferenciar no compartimento
intersticial. Inicia-se a espermatogénese no interior de cada cisto, de forma sincronica. Apods

espermiogénese, os espermatozdides sdo liberados no limen, e os tdbulos testiculares se

anastomosam, culminando com a formacao do ducto espermatico na por¢ao dorsal do testiculo.



ABSTRACT

The description of gonadal morphogenesis in Cyprinus carpio provides a new vision of
proliferation and differentiation of germ and somatic cells from the gonadal primordium leading
to the formation of different ovarian and testicular structures, and the constitution of germinal
epithelium which borders the ovigerous lamellae and the seminiferous tubules. In C. carpio the
gonadal primordium is an elongated structure with individual PGCs scattered among somatic
cells. The PGCs divide and organize into continuous cords that are delimited by the somatic cells.
Then, in female gonad, somatic cells move into the cords, wrap around and individualize the
PGCs that subsequently differentiate in oogonia. Each oogonium is wrapped by the now
prefollicle cells giving rise to a cyst. Prefollicle cells rest upon a forming basement membrane.
Inside the cysts oogonium proliferates by mitosis, originating new oogonia. Or, they enter into
meiosis, becoming oocytes. Oocytes advance to diplotene where meiosis is arrested. Still inside
the cysts oocytes enter primary growth, they are subsequently surrounded by prefollicle cells, and
they become ovarian follicles. The differentiating gonad maintains a compact structure, continues
elongating and becomes larger. Invaginations appear in the ventral region of the ovary; these
form the ovigerous lamellae. Mesenchymal cells scattered inside the lamellae move away from
one another giving rise to the extra-vascular space in the developing stroma where the cellular
processes of these cells connect to one another and form a cellular net. Meanwhile, epithelial
cells coming from the gonad periphery, and present in the ventral invaginations, associate with
oogonia forming germinal epithelium. These also interact with the follicles that become
connected to the epithelium sharing some extension of the basement membrane. Mesenchymal
cells surround the ovarian follicles, becoming theca and, include the follicle, forms the follicle
complex. On either side of the developing ovary, a coelomic epithelial cell proliferation forms a
laminar tissue that grows ventrally, then extending beneath the developing ovary and fusing to
form the central lumen of the carp cystovarian ovary. In male gonad, somatic cells move into the
cords, wrap around and individualize the PGCs that subsequently differentiate in spermagonia.
Each spermatogonium wrapped by the now pre-Sertoli cells giving rise to a cyst. The cysts join
one another forming clusters. A basement membrane is synthesized around each cluster. Pre-

Sertoli cells rest upon the forming basement membrane. In the center of the clusters a space is



created when pre-Sertoli cells move away from one another. Then, nearby clusters fuse to one
another that become connected by the same luminal space. The progressive fusion of the clusters
gives rise to the seminiferous tubules that are bordered by the new formed germinal epithelium
constituted by the cysts that rest upon the basement membrane. Mesenchymal cells surround the
seminiferous tubules give rise to the cellular components of the interstitial compartment. Inside
the cysts spermatogenesis starts. As the final spermatic cells are released into the luminal
compartment, the anostomosis of the testicular tubules occurs forming the spermatic duct on the

dorsal region of the testis.



INTRODUCAO

O desenvolvimento gonadal e a diferenciacdo sexual vém sendo bastante estudados nos
Teleostei (Davies e Takashima, 1980; Timmermans e Taverne, 1983; Parmentier e Timmermans,
1985, Meijide et al., 2005, Otani et al., 2005; Cek, 2006). Porém estes estudos concentram-se no
inicio da diferenciacdo gonadal, ndo se preocupando com a formacdo de estruturas gonadais
cruciais para um entendimento mais completo do processo de diferenciacdo gonadal, como a
formacdo de lamelas ovigeras, formacdo do estroma ovariano, a primeira foliculogénese,
formacdo de tdbulos testiculares, estabelecimento do epitélio germinativo, etc. Além disso, a
maioria dos trabalhos limita-se somente a diferenciacdo das células germinativas iniciais, seja nos
machos ou nas fémeas (Bruslé e Bruslé, 1978; Mezhnin, 1978; Colombo et al., 1984; Parmentier
e Timmermans, 1985; Hamaguchi, 1992; Patiio e Takashima, 1995; Patifo et al., 1996;
Striissmann et al., 1996; Lin et al., 1997; Nakamura et al., 1998; Devlin e Nagahama, 2002).
Descri¢des histologicas mais detalhadas do desenvolvimento e diferenciagdo gonadal sdo
bastante limitadas. Os dados existentes sdo controversos e os critérios morfolégicos disponiveis
para detectar os primeiros sinais da diferenciacdo gonadal ndo sdo suficientemente claros.

No que tange as gonadas ja diferenciadas, tanto a espermatogénese como a oogeénese, em
especial a foliculogénese nos Teleostei, t€ém recebido nos ultimos anos uma atencio crescente,
seja em relacdo a estrutura gonadal ou a dindmica do compartimento intersticial e do epitélio
germinativo (Grier e Taylor, 1998; Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2000; 2002; Nébrega, 2006;
Grier et al., 2007; Grier e Uribe, 2009; Grier et al., 2009). Os dados até entdo disponiveis
concentram-se nos grupos mais derivados entre os Teleostel € somente agora comecam a ser
encontrados para os grupos mais basais (Ostariophysi) como nos Siluriformes e Characiformes
(N6brega, 2006) e Gymnotiformes (Franga, doutorado em andamento), ambos em animais
sexualmente maduros.

Na ultima década o conceito de epitélio germinativo conforme proposto por Grier (2000),
sua descoberta e aplicacdo, tem impulsionado e modificado significativamente o entendimento
das bases celulares que regem as alteragdes gonadais durante o ciclo reprodutivo anual das

fémeas e machos de Teleostei. A melhor compreensdao desta dindmica anual passa, entretanto,



pelo conhecimento de como se dd a formacdo do epitélio em si, ao longo da morfogénese e
diferenciacdo das gonadas, sejam elas femininas ou masculinas.

O conceito de epitélio germinativo foi desenvolvido a partir de estudos realizados com
Perciformes (Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2000; 2002) e pouco a pouco vem sendo aplicado
aos Teleostel mais basais, como os Ostariophysi.

Entre os Ostariophysi, os estudos mais detalhados sobre a morfogénese e diferenciacdo
gonadal referem-se aos Cypriniformes, € em sua maioria sdo anteriores a apreensdao do
significado do epitélio germinativo no processo de renovagao celular que ocorre nas gonadas dos
Teleostei ao longo dos ciclos reprodutivos anuais. Os Ostariophysi, um grupo de Teleostei basal
compreende os Gonorynchiformes (Série: Anatophysi), e os Cypriniformes, Siluriformes,
Characiformes e Gymnotiformes (Série: Otophysi) (Nelson, 2006). Entre os Ostariophysi, € em
Cypriniformes que sao encontrados os estudos mais detalhados sobre a morfogénese e
diferenciacdo gonadal, inclusive em Cyprinus carpio (Parmentier e Timmermans, 1985; Winkoop
e Timmermans, 1992; Winkoop et al., 1992). Neste sentido, e tendo por base os relatos ja
existentes, tomou-se aqui o Cypriniformes, Cyprinus carpio, para o estudo da formagdao do
epitélio germinativo durante a morfogénese e diferenciacdo gonadal, visando a constru¢dao de um

possivel modelo que possa ser aplicado aos Ostariophysi e qui¢cd aos Teleostei em geral.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Os Peixes Teleostei e a Familia Cyprinidae

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

Dentre os Teleostei, os Euteleostel compreendem os Ostariophysi, Protacanthopterygii e
Neoteleostei. A superordem Ostariophysi, considerada mais basal entre os Euteleostei, representa
cerca de trés quartos dos peixes de dgua doce do mundo, sendo a segunda maior superordem de
peixes (Nelson, 2006). E constituida pelas séries Anatophysi (Gonorynchiformes) e Otophysi, a
qual retne as ordens Siluriformes, Characiformes, Gymnotiformes e Cypriniformes (Fink e Fink,
1981).

A familia Cyprinidae é a maior familia de peixes de dgua doce compreendendo mais de
2000 espécies distribuidas em aproximadamente 220 géneros (Nelson, 2006). Distribuem-se pela
América do Norte, Africa e Eurdsia. E uma das seis familias da ordem dos Cypriniformes, a qual
apresenta grande diversidade de espécies principalmente no Sudeste Asiatico. Os Cyprinidae
apresentam dentes faringeos, labios finos sem dobras ou papilas, boca com ou sem barbilhdes,
maxilar superior protrétil, contornado apenas pela pré-maxila, e algumas espécies apresentam
raios espinhosos na nadadeira dorsal. Sdo espécies oviparas podendo ou ndo apresentar cuidado

parental (Nelson, 2006).

2. Aspectos da Biologia Reprodutiva dos Teleostei

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

Na maioria das espécies, a reproducao € ciclica e sazonal, determinando uma série de

modificagdes morfo-fisiolégicas em suas gonadas (Nagahama, 1983). Seu ciclo reprodutivo



ocorre em funcdo da variagdo das condi¢des ambientais, sendo a temperatura e o fotoperiodo
considerados os mais potentes moduladores da atividade reprodutiva (Billard, 1986).

Os Teleostei apresentam intimeras estratégias reprodutivas (Nagahama, 1983; Vazzoler,
1996; Nakatani et al., 2001). Dentre estas, incluem-se mecanismos como a liberacao dos gametas
no ambiente aqudtico para a fertilizacdo externa até estratégias mais complexas, como o
desenvolvimento de 6rgdos especializados para a fertilizacdo interna, seguida da liberacdo dos
ovos fertilizados ou ainda gestac@o interna dos embrides (Le Gac e Loir, 1999, Moreira et al.,
2001).

Apo6s a desova, os ovos de peixes de 4gua doce podem ser pelagicos (Moreira et al., 2001)
ou adesivos (Mansour et al., 2009), apresentando diferentes graus de densidade e adesividade,
respectivamente (Kunz, 2004). Durante a fertilizacdo, o espermatozdide associa-se a superficie
do od6cito através da micrdpila; ocorre reconhecimento dos gametas, seguido da adesao e fusdo de
suas membranas citoplasmaticas (Hart, 1990). Através da reacdo cortical, na qual o conteido dos
granulos corticais € liberado no espago perivitelinico, forma-se a membrana de fertilizacdo e o
ovo torna-se impermedvel a um préximo espermatozoide (Gilbert, 2003).

Certas espécies apresentam cuidado parental com a prole (ver Blumer, 1982) levando a
reducdo da predacdo e aumento da sobrevivéncia de seus descendentes (Baylis, 1981). Algumas
espécies da familia Anabantidae (Perciformes) constroem ninhos de bolhas, nos quais os ovos sdao
depositados apds a fertilizacdo (Riehl e Baensch, 1991). Outras espécies ndo possuem cuidado
parental e apenas liberam seus milhares de ovos no ambiente. Estes sé terdo sucesso em seu

desenvolvimento caso haja condicdes favoraveis a sua sobrevivéncia (Moreira et al., 2001).

3. Determinacio Sexual

Nos peixes Teleostei a determinagdo sexual e a diferenciacdo gonadal sdao controladas por
fatores genéticos, fisioldgicos e comportamentais (Baroiller e D’Cotta, 2001; Devlin e
Nagahama, 2002; Munoz e Warner, 2003; Perry e Grober, 2003; Frisch, 2004).

O sexo genético do embrido € determinado no momento da fertilizacdo pela combinacao
dos cromossomos provenientes dos gametas feminino e masculino, sendo a determinacao sexual
definida como a soma dos genes responsaveis pela formagao das gdbnadas e de suas caracteristicas

(Piferrer, 2001). Esses genes estdo espalhados pelo genoma ou concentrados em cromossomos



responsdveis pela determinagdo sexual (Devlin e Nagahama, 2002). A determinagdo e
diferenciacdo sexual resultam, portanto, de uma complexa rede de interconexdes entre esses
genes, ainda nao bem esclarecida, podendo haver interagdes antagonicas, regulagdes positivas ou
negativas e ainda acentuagdes ou atenuacdes da expressdo génica. Neste aspecto, o controle
genético € um dos principais determinantes sexuais, mas adicionalmente fatores ambientais,
como temperatura, fotoperiodo, salinidade, também possuem grande influéncia no processo,
determinando o sexo fisiolégico dos peixes (Striissmann et al., 1996; Cesar et al., 2005).

A maioria dos Teleostei é didica ou gonocoristica, ou seja, apresenta individuos com
sexos separados. Estes peixes podem apresentar dois tipos de desenvolvimento gonadal, sendo
classificados como gonocoristicos indiferenciados ou diferenciados. Nos gonocoristicos
indiferenciados, a goénada indiferenciada inicia seu desenvolvimento assemelhando-se a um
ovério e, posteriormente, parte dos individuos torna-se macho enquanto a outra se mantém como
fémea. J4 nos gonocoristicos diferenciados, a gonada diferencia-se diretamente em um testiculo
ou em um ovdrio (Yamamoto, 1969). As espécies gonocoristicas que apresentam intersexo sao,
na maior parte, gonocoristicos indiferenciados, enquanto que, dentre o0s gonocoristicos
diferenciados, a taxa de intersexo é quase nula (Yamamoto, 1969; Sadovy de Mitcheson e Liu,
2008). Portanto, no inicio da embriogénese, o sexo dos peixes ndo estd definido
morfologicamente, j4 que ndo possui gonadas diferenciadas em testiculos ou ovérios, nem
nenhuma outra caracteristica associada ao sistema reprodutor desenvolvida. Possui apenas
precursores gonadais que dardo origem aos ovarios ou testiculos: as células germinativas
primordiais e as células somadticas. Nesta etapa do desenvolvimento, as células germinativas
primordiais sdo totipotentes, podendo dar origem a uma espermatogodnia ou a uma oogoéonia. Em
determinado momento durante o desenvolvimento gonadal, através de sinalizagdo quimica, a
gonada diferencia-se em ovdrio ou testiculo. Uma vez que isso ocorra e o tecido gonadal
complete sua diferenciacdo, o peixe torna-se fisiologicamente macho ou fémea (Cesar et al.,

2005).

4. Morfogénese e Diferenciacao Gonadal
Nos peixes Teleostei, assim como nos outros vertebrados, as células germinativas

primordiais diferenciam-se a partir de células endodérmicas do saco vitelino, partindo de regides



extragonadais, € migram para a crista gonadal durante um periodo especifico do desenvolvimento
embriondrio (Nakamura et al., 1974; Foyle, 1993; Braat et al., 1999; Molyneaux e Wylie, 2004;
Otani et al., 2005). A crista gonadal é formada por um espessamento da mesoderme
intermedidria, que se projeta ventralmente para a cavidade celomdtica do embrido sendo
delimitada pelo mesotélio ou epitélio celomdtico (mesoderme lateral somdtica da parede
posterior) (Nakamura et al., 1998; Devlin e Nagahama, 2002; Otani et al., 2005). Ao migrarem
para a crista gonadal, as células germinativas primordiais dispdem-se entre as células somadticas e
proliferam por mitose constituindo o primérdio gonadal (Nakamura et al., 1998; Patifio e
Takashima, 1995; Braat et al., 1999; Kobayashi et al., 2000). Durante o periodo de morfogénese,
portanto, o primdrdio gonadal é formado; aumenta em comprimento e origina uma gobnada
indiferenciada (Striissmann et al., 1996; Lin et al., 1997; Meijide et al., 2005). Esta por sua vez,
passa por uma série de modificacdes estruturais (Futuyma, 2002), determinando a formagdo de
uma gonada feminina ou masculina.

Em um comparativo aos outros vertebrados, nos anfibios a goénada apresenta dois
constituintes somaticos distintos embriologicamente (Witschi, 1957): o cértex e a medula, sendo
o primeiro origindrio do epitélio celomdtico (mesoderme lateral) e o segundo, do blastema
mesonéfrico (mesoderme intermedidria). Na diferenciacdo ovariana, o cortex se desenvolve,
enquanto ocorre degeneracdo da medula. Processo inverso se dd na diferenciagdo testicular.
Formam-se assim, a gonada feminina e a masculina (Nakamura et al., 1998).

Da mesma forma, em mamiferos, as células germinativas primordiais, a0 migrarem para a
crista gonadal, penetram no mesénquima subjacente e sdo incorporadas nos corddes sexuais
primdrios. Nos machos, esses corddes penetram na regido medular da gdonada, diferenciam-se em
corddes seminiferos, originando os tubulos seminiferos, os quais sdo formados por células de
Sertoli, de origem epitelial (do epitélio celomético), e espermatogdnias. Esses corddes perdem
sua conexao com o epitélio na regido cortical, pelo desenvolvimento de uma tinica albuginea. Os
tibulos seminiferos encontram-se separados do mesénquima (mesoderme intermedidria do
blastema mesonéfrico), que d4 origem as células intersticiais, incluindo a célula de Leydig
(Larsen, 2001; Carlson, 2004). No ovério em formacdo, os corddes sexuais primdrios também
penetram na medula, porém sofrem degeneracdo. A seguir sao formados novos corddes na regiao

cortical, corddes sexuais secundarios, que se estendem a partir do epitélio ovariano para o
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mesénquima subjacente. A medida que crescem, os corddes corticais incorporam as células
germinativas primordiais. Posteriormente, esses corddes se rompem formando agrupamentos
isolados de células — os foliculos primordiais — cada qual formado por uma oogdnia, rodeada por
células foliculares derivadas do epitélio. Do estroma ovariano (origindrio a partir da mesoderme
intermedidria), diferenciam-se as células da teca (Larsen, 2001; Carlson, 2004).

Ja na maioria dos Teleostei, a diferenciacdo gonadal inicia-se com proliferacio e
diferenciacdo de células somdticas e germinativas (Devlin e Nagahama, 2002), sem que ocorra
degeneracao tecidual. Casos isolados como em Siganus guttatus (Komatsu et al., 2006) podem
ocorrer, no qual ha degeneracao de parte do tecido gonadal para formag¢do da cavidade ovariana e
do ducto testicular. Em peixes gonocoristicos indiferenciados, como Danio rerio, apoptoses
podem também ser frequentes, em decorréncia do processo de remodelacdo gonadal para que
animais geneticamente machos desenvolvam um testiculo definitivo a partir de um tecido
ovariano (Uchida et al., 2002). No entanto, ao contrario dos outros vertebrados, ndo ha nenhuma
indicacdo clara da existéncia de tecido medular nas gonadas de Teleostei (Guraya, 1994), o qual
poderia sofrer processos de desenvolvimento ou degeneragdo para formagdo de determinada
génada masculina ou feminina. Dessa forma, a gbnada dos Teleostei diferencia-se em ovério ou
testiculo, a partir somente de uma reorganizagdo celular no tecido gonadal, como € o caso de
Cyprinus carpio que, sendo uma espécie gonocoristica diferenciada, apresenta desenvolvimento e
diferenciagdo gonadal direta em um testiculo ou ovario (Parmentier e Timmermans 1985).

Assim, a diferenciacdo gonadal nos Teleostei inclui mudancas tanto nas células somaticas,
quanto nas células germinativas (Striissmann e Nakamura, 2002). Ocorrem desde divisdes
mitdticas de oogonias ou espermatogonias a partir das células germinativas primordiais (Garcia-
Alonso et al., 2009), até mudancas estruturais, como proliferacdo mitética das células sométicas
resultando na formagdo da cavidade ovariana, ductos eferentes, ductos espermaéticos, 16bulos
testiculares originando testiculos ou ovarios (Patifio e Takashima, 1995; Nakamura et al., 1998;
Striissmann e Nakamura, 2002) (Figuras I e II).

Algumas caracteristicas histolégicas como intensa proliferacdo mitética das células
germinativas, entrada das células germinativas em meiose e reorganizacao das células somaticas
formando uma cavidade ovariana indicam o inicio da diferencia¢do gonadal feminina (Nakamura

et al., 1998; Striissmann e Nakamura, 2002; Garcia-Alonso et al., 2009).
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Ja na diferenciacdo gonadal masculina, um dos primeiros sinais histolégicos € o inicio da
formacdo do ducto eferente e/ou do ducto espermdtico (Nakamura et al., 1998; Striissmann e
Nakamura, 2002), seguido pela formagdo de vasos sanguineos préximos aos ductos eferentes e
espermaticos, e formacdo dos 16bulos testiculares (Patifio e Takashima, 1995; Nakamura et al.,
1998; Striissmann e Nakamura, 2002).

Em etapas mais avancadas da diferenciacdo ovariana, as oogonias transformam-se em
odcitos, iniciando a divisdo meidtica e células somaticas presentes nas gonadas diferenciam-se
em células pré-foliculares. No estroma ovariano, células mesenquimais diferenciam-se em células
pré-tecais. No testiculo, as células somaticas diferenciam-se nas células de Sertoli, que envolvem
a espermatogOnia. No intersticio notam-se fibroblastos, células midides, fibrilas de coldgeno,
granuldcitos e capilares sanguineos (Meijide et al., 2005).

Os pressupostos testiculos geralmente permanecem indiferenciados por um periodo mais
prolongado do que os ovarios. Cronologicamente, a oogénese inicia-se antes da espermatogénese,
em individuos de uma mesma espécie (Nakamura et al., 1998; Striissmann e Nakamura, 2002).
Esse atraso da diferenciacdo testicular em relagdo a ovariana parece ser um fendmeno comum na
maioria dos Teleostei (Nakamura et al., 1998; Meijide et al., 2005). Porém, algumas espécies
mostram uma diferenciacdo simultinea entre machos e fémeas, como a tildpia Oreochromis
mossambicus (Nakamura e Takahashi, 1973) e O. niloticus (Nakamura e Nagahama, 1989), nao
existindo nenhum caso na literatura que relate a precedéncia masculina (Striissmann e Nakamura,
2002).

Durante a diferencia¢do gonadal, a transicdo de oog6nia em odcito ou de espermatogdnia
em espermatdcito se caracteriza por uma mudanca distinta principalmente no nuicleo da célula,
que ¢é percebida pela compactacdo da cromatina, indicando o inicio da meiose e posterior
deteccdo de complexos sinaptonémicos em odcitos ou espermatdcitos em zigéteno e paquiteno
(Meijide et al., 2005). Além desses atributos, mitocondrias caracteristicas de células germinativas
primordiais deixam de ser esféricas, tornando-se alongadas e eletron-densas. As niiages, material
eletron-denso no citoplasma, préximo ao envoltdrio nuclear, constituem também um componente
caracteristico das células germinativas primordiais (Edy, 1975), sendo detectadas tanto nas
oogdnias quanto nas espermatogodnias, podendo estar em menor quantidade nas outras células

germinativas em processo de diferenciacdo como nos odcitos e espermatdcitos (Satoh, 1974:
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Bruslé e Bruslé, 1978; Hamaguchi, 1982, 1992; Billard, 1984; Flores e Burns, 1993; Grandi e
Colombo, 1997; Quagio-Grassiotto e Carvalho, 1999; Grier, 2000; Guimardes e Quagio-
Grassiotto, 2001; Lo Nostro et al., 2003; Meijide et al. 2005).

5. O Epitélio Germinativo

O epitélio germinativo € definido a partir das mesmas caracteristicas histologicas que
determinam qualquer outro tipo de epitélio somdtico (Grier, 2000, 2002; Grier e Lo Nostro,
2000), ou seja, deve delimitar uma cavidade ou superficie do corpo estando, obrigatoriamente,
voltado para uma luz; apresentar complexos juncionais, que conectem lateralmente uma célula
epitelial a outra; estar apoiado sobre uma membrana basal (1amina basal + fibras reticulares) e ser
avascular (Grier, 2000, 2002; Grier e Lo Nostro, 2000). Porém o epitélio germinativo apresenta
uma caracteristica unica que o diferencia dos demais epitélios: a presenca de células
germinativas, garantindo a producdo continua dos gametas (Grier, 2000, 2002; Grier e Lo Nostro,
2000). Deste modo, o epitélio germinativo nos Teleostei € constituido por células somaticas e
células germinativas, que revestem os tubulos testiculares e as lamelas ovigeras nas gonadas
masculina e feminina, respectivamente, delimitando o ldmen testicular e ovariano (Grier e
Taylor, 1998; Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2000, 2002; Parenti e Grier, 2004; Grier et al.,
2007; Grier e Uribe, 2009).

6. Estrutura Ovariana

Na maioria dos Teledsteos, os ovarios sdo 6rgaos pares, saculiformes, localizados no
sentido longitudinal e dorsalmente a cavidade celomdtica, na qual estdo presos através do
mesovario. Porém, em alguns grupos, durante o desenvolvimento gonadal, os ovérios podem
fundir-se em um 6rgdo Unico (Striissmann e Nakamura, 2002), como na maioria dos Teleostei
viviparos, por exemplo, os Poecilideos (Grier et al., 2009), ou ainda, um dos ovarios pode
degenerar. Em ambos os casos somente um ovdrio torna-se funcional (Nagahama, 1983). Em
Arapaima gigas (Osteoglossiformes), por exemplo, somente o ovdrio esquerdo mostra-se
desenvolvido, enquanto que o direito, quando presente, € atrofiado e nao funcional, produzindo

apenas odcitos pré-vitelogénicos (Godinho et al., 2005).
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Ha dois tipos de organizacdo ovariana: Cisto-ovariana e Gymno-ovariana. Na organizagao
do tipo Cisto-ovariana (Hoar, 1969), os ovdrios sdo Orgdos cavitdrios e apresentam o
compartimento germinativo em forma de lamelas, que se projetam a partir da cdpsula em dire¢ao
a luz do 6rgao. Neste caso, a cavidade ovariana € continua com os gonoductos (Grier et al., 2007)
que se unem caudalmente e desembocam na papila urogenital (Nagahama, 1983; Selman e
Wallace, 1986; Connaughton e Aida, 1998; Helfman et al., 2000; Grier et al., 2007). J4 na
organizagdo do tipo Gymno-ovariana, como nos Anguiliformes (Colombo et al., 1984) e
Salmoniformes (Grier et al., 2007) os ovarios apresentam lamelas ovigeras expostas diretamente
para cavidade celomdtica. Dessa forma, durante a oocita¢do, os odcitos maduros sdo liberados
diretamente na cavidade celomatica, podendo ainda manter-se estocados por muito tempo antes
da desova (Helfman et al., 2000).

Os ovdrios possuem uma estrutura geral bdsica, com o compartimento germinativo em
forma de lamelas que se projetam a partir da cdpsula em direcdo a luz do 6rgdo (Nagahama,
1983; Selman e Wallace, 1986; Connaughton e Aida, 1998; Helfman et al., 2000). Margeando as
lamelas ovigeras e consequentemente delimitando o Iimen ovariano, encontra-se o epitélio
germinativo (Figura III). Este € composto por dois tipos celulares: as células somadticas epiteliais
e as c€lulas germinativas - as oogonias, que se encontram espalhadas entre as células sométicas
epiteliais. As células epiteliais, unidas através de desmossomos e juncdes de oclusdo, estdo
apoiadas sobre uma membrana basal (Grier, 2000).

Ap6s a diferenciacdo sexual e no inicio de cada ciclo reprodutivo, as células-tronco
presentes no epitélio germinativo feminino dividem-se varias vezes por mitose (Tokarz, 1978).
Assim se auto-renovam e/ou diferenciam-se em oogdnias que se reinem em ninhos. Nos ninhos,
as oogdnias que se comprometem com a foliculogénese entram em meiose dando origem aos
odcitos que avancam para a profase da primeira divisdo e estacionam em dipléteno (Grier, 2000;
Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009). Ainda no interior dos ninhos, o odcito da inicio ao seu
desenvolvimento. Células epiteliais oriundas do epitélio germinativo associam-se aos odcitos em
dipléteno. Agora como células pré-foliculares interpenetram progressivamente os ninhos,
envolvendo e individualizando cada odcito; sintetizam a membrana basal que progressivamente
envolve o foliculo ovariano em formacao, o qual permanece unido ao epitélio germinativo (Grier,

2000; Grier, 2002; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009).
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A partir do conjuntivo circundante, células pré-tecais dispdem-se ao redor do foliculo em
formacdo, sobre a membrana basal recém sintetizada, e ddo origem as células da teca interna e
externa. Completa-se, assim a formac¢do do complexo folicular, constituido pelo odcito
diploténico, envolto seqiiencialmente pelo epitélio folicular apoiado na membrana basal e por
duas camadas de células da teca (Tokarz, 1978; Wallace e Selman, 1990; Grier, 2000; Grier,
2002; Grier e Lo Nostro, 2000; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009).

Uma vez que o foliculo ovariano é formado, ou seja, que o processo de foliculogénese se
completa, o odcito inicia efetivamente seu crescimento primario (Grier et al., 2009), conhecido
também por crescimento pré-vitelogénico (Wallace e Selman, 1981; Nagahama, 1983; Selman e
Wallace, 1989).

No nucleo, os organizadores nucleolares sao amplificados, destacam-se dos cromossomos,
tornam-se circulares e dao origem a multiplos nucléolos (Grier et al., 2009). Posteriormente,
esses odcitos tornam-se cada vez mais volumosos (Wallace e Selman, 1981; Nagahama, 1983;
Guimardes e Quagio-Grassiotto, 2001; Patifio e Sullivan, 2002) e seus nucléolos migram para a
periferia nuclear, sendo identificados como odcitos perinucleolares (Le Menn et al., 2007; Grier
et al., 2009). Uma grande quantidade de RNA heterogéneo e RNA ribossomal sdo sintetizados
(Mazabrand et al., 1975; Guraya, 1986; Wallace e Selman, 1990; Tyler e Sumpter, 1996;
Francolini et al., 2003). Os RNAs associam-se a proteinas e sdo transferidos para o citoplasma
onde dao origem a corpos densos conhecidos como “niiages” (Edy, 1975; Clérot, 1976; Toury et
al., 1977).

Simultaneamente os odcitos em crescimento primario, apresentam uma mudanga gradual
na basofilia citoplasmadtica, que se torna cada vez mais intensa devido ao acimulo de RNAs em
seu citoplasma (Selman e Wallace, 1989; Tyler e Sumpter, 1996).

Nesta fase, os cromossomos plumosos tornam-se visiveis (Nagahama, 1983; Selman e
Wallace, 1989); organiza-se o nucleo de vitelo, ou corpisculo de Balbiani, um aglomerado de
organelas membranosas que se localizam na posi¢ao juxtanuclear (Hubbard, 1894 apud Selman e
Wallace, 1989, Mundz et al., 2001; Meijide et al., 2005); tem inicio a formacdo do envoltério
oocitdrio, consideradas a zona peldcida, a camada de células foliculares e a membrana basal

(Anderson, 1967, Quagio-Grassiotto e Guimaraes, 2003) e a diferenciacdo do envoltério
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folicular, consideradas a membrana basal e os componentes da teca (Quagio-Grassiotto e
Guimaraes, 2003).

Neste periodo, a proliferacdo das organelas membranosas € intensa. Inicialmente
dispostas ao redor do nicleo, aumentam em ndmero e extensdo, espalham-se pelo citoplasma e
atingem a periferia do odcito. Glicoproteinas sao produzidas e incorporadas aos alvéolos corticais
recém-formados na periferia do odcito (Patifio e Sullivan, 2002; Le Menn et al., 2007; Grier et
al., 2009). Os alvéolos corticais formam-se a partir de depressdes do oolema, tornam-se
progressivamente maiores e constituem as grandes vesiculas que margeiam a superficie oocitéria.
Na fertilizacdo, durante a reacdo cortical o contetido dos alvéolos € liberado no espacgo
perivitelinico, entre a superficie do odcito e o envelope vitelinico (Anderson, 1968; Wallace e
Selman, 1981; Nagahama, 1983; Verma e Thakur, 1988; Selman e Wallace, 1989; Ohta et al.,
1990; West, 1990; Patifio e Sullivan, 2002; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009).

O aparecimento dos alvéolos corticais marca a etapa final do crescimento primdrio dos
odcitos (Patifio e Sullivan, 2002; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009). A partir dai os odcitos
estardo prontos para responder aos estimulos que conduzem a incorporagao de vitelo, maturacao

e posterior ovulacdo (Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009).

7. Estrutura Testicular

Na maioria dos Teleostei, os testiculos sdo Orgdos pares, alongados, localizados
longitudinal e dorsalmente a cavidade celomética. Podem variar de simples bolsas alongadas que
convergem para a papila urogenital a o6rgdos folidceos com fung¢do predominantemente
espermatogénica, contendo regides diferenciadas com funcdo secretora ou armazenadora de
esperma (Loir et al., 1989; Le Gac e Loir, 1999).

A estrutura testicular nos Teleostei € classificada de acordo com a forma e organizacdo do
compartimento germinativo (Grier, 1993; Grier e Taylor, 1998; Parenti e Grier, 2004). Ha4,
portanto, dois tipos de organizacgdo testicular: Tubular Anastomosado e Lobular (Grier, 1993).
Em ambos os tipos, o ducto espermatico geralmente tem posi¢ao dorsal (Schulz, 2003).

No testiculo tubular anastomosado, o compartimento germinativo € formado por algas e
tibulos que se interconectam, formando anastomoses, desde a periferia até a regido do ducto

testicular (Grier, 1993; Grier e Uribe, 2009). Neste, as espermatogonias encontram-se distribuidas
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por todo testiculo. Esse padrio testicular ocorre principalmente nos Teleostei mais basais, como
por exemplo, nos Ostariophysi (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009).

Ja no testiculo lobular, o compartimento germinativo, em formato digitiforme, termina em
fundo cego na periferia testicular, ocorrendo nos Neoteleostei (Atherinomorpha e Percomorpha)
(Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009). Neste padrdo € possivel distinguir dois
tipos de organizagdo, de acordo com a distribuicdo das espermatogdnias ao longo dos 16bulos —
lobular restrito e lobular irrestrito (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009).

No testiculo lobular restrito, caracteristico dos Atherinomorpha, as espermatogdnias estao
confinadas na porcao distal dos I6bulos, formando cistos. Durante a espermatogénese, os cistos
de células germinativas em diferenciacdo sdo deslocados ao longo dos lébulos. Ao final da
espermiogénese, os cistos se abrem e os espermatozéides sao liberados no ducto eferente (Grier
et al., 1980; Grier, 1993; Loir et al., 1995; Pudney, 1995; Grier e Uribe, 2009). No testiculo
lobular irrestrito, presente nos Percomorpha, as espermatogdnias estdo distribuidas ao longo de
todo 16bulo (Grier, 1993; Parenti e Grier, 2004; Grier e Uribe, 2009).

A organizacdo bdasica dos testiculos € comum a todos os Teleostei e aos demais
vertebrados. Este 6rgdo tem fungdo espermatogénica e esteroidogénica, sendo dividido em dois
compartimentos: 0 compartimento intersticial e o compartimento germinativo, 0s quais se
encontram separados por uma membrana basal (Grier, 1992, 1993; Grier e Lo Nostro, 2000; Loir
et al., 1995; Pudney, 1996; Grier e Uribe, 2009).

O compartimento intersticial é constituido por vasos sanguineos, células midides, fibras
nervosas e tecido conjuntivo (Grier et al., 1989; Loir, 1990; Pudney, 1996; Loir et al., 1995),
além das células de Leydig que possuem funcdo esteroidogénica (Loir et al., 1989; Loir, 1990;
Pudney, 1996; Callard, 1996). A producdao de hormonios esteréides € importante para a
diferenciacdo sexual, desenvolvimento das caracteristicas sexuais secunddrias, comportamento
sexual e regulacdo da espermatogénese (Weltzien et al., 2004).

Ja o compartimento germinativo, na forma de 16bulos ou tibulos anastomosados, determina
a presenga de cavidades no interior do testiculo, que sdo revestidas pelo epitélio germinativo
(Grier, 1993).

O epitélio germinativo masculino (Figura IV) é composto, assim como o epitélio

germinativo feminino, por dois tipos celulares: as células germinativas e as células somaticas
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(células de Sertoli), as quais estdo unidas por complexos juncionais e apoiadas sobre a membrana
basal (Grier, 1993).

Células-tronco da linhagem espermatogonial, presentes nos testiculos, dividem-se e auto
renovam-se, dando origem as espermatogdnias destinadas a espermatogénese (Schulz e Miura,
2002; Schulz, 2003). Cada espermatogbénia ¢é envolvida individualmente por processos
citoplasméticos das células de Sertoli formando um cisto, enquanto as células-tronco
espermatogoniais permanecem em contato com a membrana basal. Em um mesmo cisto, o
desenvolvimento celular é sincronico. Dessa forma, a produ¢do dos gametas masculinos ocorre
no interior dos cistos, no epitélio germinativo que reveste o compartimento seminifero testicular
(Grier, 1981; 2002; Billard, 19865 Pudney, 1995; Guraya, 2001; Grier e Uribe, 2009).

No interior de cada cisto, ocorre proliferacio da espermatogdnia primadria, originando
espermatogoOnias secunddrias. Estas entram em meiose e ddo origem aos espermatdcitos
primérios. A meiose progride originando os espermatdcitos secundarios. Com o término da
meiose ocorre formacdo das espermadtides e através da espermiog€nese, ainda no interior dos
cistos, as espermatides hapldides completam sua diferenciagcdo (Grier, 1981, 1992; Billard, 1986;
Selman e Wallace, 1986; Grier e Uribe, 2009).

Durante as subsequentes divisdes celulares as citocineses sdo incompletas e as células
germinativas permanecem interligadas por pontes citoplasmaticas. Ao final da espermiogénese as
pontes citoplasmdticas e o citoplasma residual sdo eliminados. Os cistos abrem-se e o0s
espermatozoéides sdo liberados para o limen testicular (Grier, 1981; Billard, 1986; Selman e
Wallace, 1986). Este tipo de espermiogénese € dita como cistica, na qual a finalizacdo do
processo de diferenciacdo das espermdtides leva a abertura dos cistos e liberacdo dos
espermatozoéides na luz do compartimento germinativo (Grier, 1981, 1992; Billard, 1986; Selman
e Wallace, 1986; Grier e Uribe, 2009). Porém, em alguns animais, a espermiogénese ¢ do tipo
semi-cistica, com células germinativas sendo liberadas dos cistos ainda em meiose ou no final da
sua segunda divisdao. Nesse caso a espermiogénese completa-se no limen do compartimento
seminifero (Lahnsteiner e Patzner, 1990; Mundz et al., 2002; Burns et al., 2009).

Conforme a espécie, os espermatozdides podem ser estocados na luz do compartimento
seminifero ou no ducto espermdtico. Nas espécies inseminadoras, grupos de espermatozdides

podem ser envoltos por produtos de secrecdo das células de Sertoli - os espermatdforos - e
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transferidos para o aparelho reprodutor das fémeas onde permanecem até o momento da
fertilizacdo (Constantz, 1989). Os espermatozdides produzidos nos testiculos estdo
morfologicamente formados, porém alteracdes fisiologicas durante sua passagem pelo gonoducto
s30 necessdrias para aquisicdo da capacidade fecundante e maior motilidade. Esse processo
conhecido como capacitagdo, possibilita a maturacdo dos espermatozdides e é desencadeado pelo
aumento do pH do liquido seminal e por altas concentragdes de HCO3; no gonoducto (Miura e
Miura, 2003).

Ja as células de Sertoli respondem pela sustentagdo e nutri¢do das células germinativas em
desenvolvimento no interior dos cistos e pela fagocitose dos residuos citoplasmaticos da
espermiogénese. Controlam a composi¢do do fluido seminal e ao final de cada ciclo reprodutivo
fagocitam os espermatozdéides residuais (Billard, 1970; Grier, 1993; Pudney, 1993). No epitélio
germinativo, as células de Sertoli unem-se através de complexos juncionais, indmeros
desmossomos e formam a barreira hemato-testicular. Propiciam também um ambiente estrutural e
molecular favordvel para o desenvolvimento da espermatogénese (Grier, 1993; Pudney, 1993;
Loir et al., 1995), sendo responsaveis pela secrecdo de véarios fatores de crescimento que atuam

na proliferac@o e/ou diferenciacao das células germinativas (Miura, 1998; Le Gac e Loir, 1999).

8. O Modelo Experimental: Cyprinus carpio

Cyprinus carpio, pertencente a familia Cyprinidae, da ordem Cypriniformes, é conhecida
popularmente como carpa comum. E uma espécie onivora que se alimenta de insetos aquticos,
crusticeos, anelideos, moluscos, sementes, plantas aqudticas, algas e principalmente de larvas
que vivem nos sedimentos de lagos e rios (Scott e Crossman, 1973). Origindria da Asia (Robins
et al., 1991), onde € cultivada hd mais de 3000 anos, a carpa comum foi introduzida no Brasil,
através de sistemas de criagdo, em 1882 (Nomura, 1984) e encontra-se hoje, assim como outras
variedades de carpas existentes, amplamente distribuida no mundo inteiro, pela presenca de
algumas caracteristicas da espécie como a rusticidade, rapido crescimento, facil regime alimentar,
facil adaptacdo e propagacao natural em tanques e viveiros (Graeff e Pruner, 2000). Sdo animais
bastante resistentes, suportando temperaturas entre 1°C a 40°C. As carpas geralmente atingem
maturidade sexual apds um ano de vida, quando apresentam, em média, um quilo. No Brasil, a

reproducdo ocorre entre os meses de agosto e outubro, podendo se estender até dezembro
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dependendo das condi¢des climdticas (Galli e Torloni, 1992). Todas as variedades de carpas
apresentam valor econdmico, sendo utilizadas em larga escala tanto nas chamadas pescas
esportivas como no aquarismo (espécies ornamentais). Tais caracteristicas tornam as carpas um
interessante modelo bioldgico, bastante utilizado como modelo experimental nas mais diversas

areas da biologia.

Dias pds eclosido

10 23-26 50 70 100-150

Célula produtora
de esteroides Cavidade ovariana

vaso
sanguineo

oogdnia oocito
meiose Camada folicular

Figura I: Esquema da diferenciacdo ovariana em Oreochromis niloticus (traduzido de Nakamura
et al., 1998).

Dias pés eclosdo

100-150

10 23-26 35 50

espermatogonia

mesentério
intestinal

Célula de

vaso Leydig p,cto eferente

sanguineo

lobulos

tecido
conjuntivo

Figura II: Esquema da diferenciacéo testicular em Oreochromis niloticus (traduzido de Nakamura
et al., 1998).
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Figura IV: Esquema do epitélio germinativo masculino (modificado de Nébrega, 2006).
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OBJETIVOS

Até o presente momento parece nao haver nenhum estudo sistematizado considerando o
conceito de epitélio germinativo em Cypriniformes (Ostariophysi), seja ao longo do ciclo
reprodutivo ou durante a diferenciacdo gonadal. Dessa forma, tomou-se aqui, como modelo
experimental, a espécie Cyprinus carpio, como representante da ordem Cypriniformes, para
descricdo do processo de formac¢do do epitélio germinativo durante a morfogénese e
diferenciacdo gonadal, considerando a defini¢do do epitélio germinativo proposto por Grier

(2000). Assim, trabalhando com larvas e alevinos de Cyprinus carpio, estudou-se:

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

periodo de morfogénese e de diferenciacdo gonadal,

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

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

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

mesenquimais, durante o periodo de diferenciacdo gonadal;
(4) a Microscopia de Luz e a Microscopia Eletronica de Transmissdo a formacio e

estabelecimento do epitélio germinativo masculino e feminino, com especial aten¢do a formacao

da membrana basal.
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MATERIAL E METODOS

1. Os Animais

Adultos de Cyprinus carpio foram adquiridos na Piscicultura Santa Candida (22°
07°05°°S, 47°28°37°°W), municipio de Santa Cruz da Conceicdo-SP e transferidos para o
laboratério da prépria piscicultura para que a reproducgdo, através de indu¢do hormonal, fosse
realizada. Os ovos e larvas obtidos foram mantidos em incubadoras com &gua corrente
proveniente da nascente do Cérrego do Arouca (com temperatura ambiente em torno de 28°C e
fotoperiodo natural) até completarem o desenvolvimento larval, sendo coletados periodicamente
desde o momento da fecundacdo. Os espécimens (Figura V) foram anestesiados por imersdo em
solucdo aquosa de benzocaina, dissolvida em dlcool absoluto na dose de 1mg™ e transferidos para
diferentes solucdes fixadoras, especificas para cada metodologia. Apds esse periodo, os alevinos
(Figura V) - jovens sexualmente imaturos de Cyprinus carpio - foram mantidos em tanques de
cimento, com 1600 litros (200x80x100cm), pertencentes a Piscicultura Santa Candida, e
coletados mensalmente durante o periodo de um ano até completarem sua diferenciacdo gonadal
e formacao total das gonadas.

Os alevinos também foram anestesiados por imersdao em solu¢do aquosa de benzocaina, e
seu peso € comprimento mensurados para acompanhamento do crescimento dos animais. Os
orgdos presentes na cavidade celomdtica foram expostos através de uma sec¢do ventral do corpo
do animal e suas gonadas foram removidas, pesadas e imersas em solu¢do fixadora apropriada
para cada metodologia.

As coletas foram realizadas periodicamente, de acordo com o desenvolvimento dos
animais, iniciando-se no momento da fecundacdo, considerado como zero hora. A partir deste
periodo foram realizadas coletas sucessivas nos intervalos de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2
horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 18 horas, 20 horas, 24 horas, 26 horas, 28 horas, 30 horas, 33
horas, 42 horas, 48 horas, 53 horas, 67 horas, 72 horas, 77 horas e 96 horas. Durante os 18
primeiros dias, foram realizadas coletas de trés em trés dias. Apds esse periodo coletou-se
durante o més seguinte de cinco em cinco dias, passando para coletas semanais (durante dois

meses) e posteriores coletas de 10 em 10 dias (durante mais os dois meses seguintes). Do sexto
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ao oitavo més, as coletas foram realizadas em intervalos periddicos de 15 dias, tornando-se
mensais até o completo periodo de um ano.

Iniciou-se a alimentacdo das larvas no sétimo dia pds-fertilizacdo (terceiro dia pos-
eclosdo), periodo correspondente a total absorc@o do saco vitelinico. As larvas foram alimentadas
com racdo em po, a qual foi substituida gradativamente por pélets (alimento extrusado) com
diferentes didmetros, de acordo com o tamanho dos alevinos (Tabela I). A racdo da marca Laguna
Peixes — Ocialis — Evialis® utilizada em todas as etapas de crescimento dos animais ndo apresenta

qualquer tipo de hormdnio em sua composi¢ao.

2. Reproducao por Inducao Hormonal

Fémeas e machos adultos de Cyprinus carpio foram selecionados para a reproducao
induzida. Os espécimens receberam extrato bruto de hipéfise de carpa diluido em solugao salina
de cloreto de sédio 0,9% na proporcdao 1mg de glandula/0,1ml de solugdo, centrifugado por 5
minutos (4000rpm). As fémeas receberam duas doses de hormonio com intervalo de 8 horas: na
primeira dose aplicou-se 0,5mg de extrato de hip6fise/Kg e na segunda aplicacdo, 3mg de extrato
de hipdfise/kg. Os machos receberam uma tnica dose de 2mg de extrato de hipofise/kg, no
momento da segunda aplicacdo das fémeas (método padronizado pela Piscicultura Santa Candida
para diferentes espécies de peixes). As doses hormonais foram aplicadas através de injecdo
intraperitoneal, na base da nadadeira peitoral. A partir da segunda dose hormonal a temperatura
foi medida a cada hora para o cdlculo da hora-grau (somatdria da temperatura a cada hora). A
hora-grau foi utilizada somente para a determinacdo do momento aproximado da desova, a qual
ocorreu aproximadamente entre 220 e 280 horas-grau. Os animais foram anestesiados em
benzocaina e fez-se massagem abdominal em fémeas e machos para a extrusdo de odcitos e
espermatozdides, respectivamente. Os odcitos desovados foram coletados diretamente em uma
bacia pléstica e em seguida o s€men coletado adicionado aos odcitos para a fecundacdo. Apods a
adi¢do do sémen, os ovos foram revolvidos com o auxilio de uma pena durante 5 minutos,
assegurando uma boa fecundagdo. Os ovos adesivos foram colocados sobre uma peneira circular
e giratéria em incubadoras com dgua corrente. Posteriormente a fase larval, os juvenis foram

transferidos para tanques de criacdo (ver Figura VI).
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3. Preparacao do Material para a Microscopia de Luz

Para microscopia de luz, as gonadas dos animais, bem como larvas e juvenis, foram
fixadas em Karnovsky - solu¢ao de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampao Sorensen
(0,IM a pH 7,2) por pelo menos 24 horas. Apds fixacdo, as amostras foram fotografadas e o
material desidratado em uma série crescente de dlcool (70% por 4 horas; 95% por 4 horas),
infiltrados e incluidos em historesina Leica (metacrilato glicol).

Cortes histologicos seriados longitudinais, transversais e parassagitais dos espécimens em
periodo de desenvolvimento larval e juvenil, e das gonadas de alevinos, com 3um de espessura,
foram obtidos em micr6tomo equipado com navalhas de vidro e receberam as seguintes
coloragdes: Hematoxilina Férrica/Eosina; Azul de Toluidina-Bérax; e Acido Periédico de Schiff
+ Hematoxilina Férrica + Metanil Yellow (Quintero-Hunter et al., 1991) utilizadas para andlises
histolégicas e deteccao de substancias de diferentes composi¢des quimicas.

A documentacdo do material foi realizada através de um microscopio acoplado a uma
camera JVC e um computador com o programa Leica QWIN, pertencente ao Laboratério de
Andlise de Imagens do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias, UNESP,
Campus de Botucatu-SP.

Todos os procedimentos para o processamento do material para microscopia de luz foram
realizados no Laboratério de Biologia da Reproducdo de Peixes Neotropicais — Departamento de

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

4. Método de Reticulina

A reticulina ou fibra reticular é um tipo de fibra coldgena composta de coldgeno tipo III
(Strum et al., 2007). Essas fibras, juntas com a lamina basal, formam a membrana basal, na qual
o epitélio encontra-se apoiado (Junqueira e Carneiro, 1999). As fibras reticulares sdo argirdfilas,
apresentando alta afinidade por sais de prata (Junqueira e Carneiro, 1999). Dessa forma, o
Método de Reticulina, que envolve impregnacao por prata, foi empregado para que a formacao da
membrana basal ao longo do desenvolvimento gonadal pudesse ser acompanhada.

A técnica se dd pela sensibilizacdo do tecido através de um agente oxidante, o
permanganato de potdssio, que causa reducdo dos grupos aldeidos associados a reticulina.

Posteriormente ocorre deposi¢do de fons de prata carregados positivamente sobre os grupos
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aldeidos e finalmente reducdo de fons de prata pela acdo do formol (Puchtler e Waldrop, 1978;
Vidal, 1988), resultando numa colorag¢do escura (preto-acastanhado). Como resultado, regides
que apresentam reticulina coram-se em preto acastanhado. Para obter esses resultados, cortes
histolégicos preparados para microscopia de luz foram submetidos ao Método de Reticulina.

Os cortes histoldgicos foram tratados com permanganato de potédssio 1% por 3 minutos e
lavados rapidamente em dgua destilada, colocando-se na sequéncia acido oxdlico por 2 minutos.
Apés nova lavagem em dgua destilada, tratou-se o material com alimen de ferro 1% por 3
minutos e realizou-se uma nova lavagem. O material foi entdo submetido ao tratamento com
prata amoniacal por 3 minutos € lavado com agua destilada em abundéncia para retirar todo o
excesso de prata. Finalmente o material foi tratado com formol 10% por 3 minutos e lavado em

dgua destilada. Apds desidratagdo em estufa, as 1aminas foram montadas.

5. Preparaciao do Material para a Microscopia Eletronica de Transmissao

Fragmentos de gonadas dos alevinos foram fixados em solugdo de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampao Sorensen (0,1M a pH 7,2) por pelo menos 24 horas. O material
foi pés-fixado por 2h no escuro em 1% de tetréxido de 6smio no mesmo tampao, contrastado em
bloco com solugdo aquosa de 5% de uranila por 2 horas, desidratado em acetona e embebido em
araldite. Apds selecdo dos cortes semi-finos, o material foi seccionado em ultramicrétomo
equipado com navalha de diamante, contrastado com solucdo saturada de acetato de uranila em
50% de élcool e citrato de chumbo e documentado em microscépio eletronico de transmissao
Phillips — CM 100. Esta metodologia foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica do

Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu-SP.
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0,1cm

1,5cm

Figura V: A) larva de Cyprinus carpio com 10 dias pds-fertilizagdo; B) alevino de Cyprinus carpio com 06 meses

de idade.

Tabela I: informagdo nutricional da rac¢do utilizada, didmetro do extrusado e nimero de refei¢Ges
realizadas durante a criacdo dos animais

Larvas Mi(.:ro P — Peixes
Pés-Larvas Alevinos Adultos
Tipo po extrusado | extrusado | extrusado
Diametro (mm) - 1,5 2.6 4.0
Peso por saco (kg) 10 10 25 25
Proteina % 55 45 36 28
Extrato etéreo % 10 08 07 05
Fibra bruta % 04 04 04 09
Matéria mineral % 20 20 09 09
Umidade % 10 10 08 08
Vitamina C 600 540 500 240
Peso peixe (g) Ate 03 03a17 17 a 60 60 a 210
(To/aoxjed;:r':g::;‘?éo 18 a 20 12216 | 06a10 | 04a05
Refeigcbes por dia 08 07 06 04
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Figura VI: esquema representando a reproducdo por indugdo hormonal e transferéncia de ovos, larvas e juvenis
para incubadora e tanque de criagdo (modificado de FAO Fisheries and Aquaculture, 2004-2009).
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RESULTADOS

1. PRIMORDIO GONADAL

Os primordios gonadais em Cyprinus carpio foram observados pela primeira vez em
animais com 07 dias pds-fertilizacdo dorsalmente ao trato digestério e ventralmente ao rim em
desenvolvimento, até 30 dias pos-fertilizacdo. Apresentam-se aos pares sobre o peritdnio ao
longo de toda cavidade celomatica, presos por uma fina camada de mesentério gonadal. Cada
primérdio gonadal localiza-se ventro-lateralmente a bexiga natatéria e dorsalmente ao aparelho
digestorio (Figura 1). Em secgOes parassagitais (Figura 1), mostra-se filiforme, longo,
extremamente delgado, apresentando inicialmente uma ou duas camadas de células somdticas,
interpostas por raras células germinativas primordiais (CGPs). As células somdticas sado
pavimentosas, com nucleo baséfilo e citoplasma escasso. Jd as CGPs sdo células bastante
ovaladas com nucleo baséfilo e volumoso, e citoplasma acidofilo rico em niiage, a qual é
eosinofilica quando corada com Hematoxilina/Eosina e apresenta resposta positiva ao Metanil
Yellow, sendo portanto rica em proteinas. J4 em cortes transversais (Figura 1), o primérdio
gonadal € uma estrutura eliptica, na qual se observa apenas uma CGP central observada
esporadicamente, circunscrita por células sométicas dispostas perifericamente.

O primérdio gonadal aumenta gradativamente em espessura, principalmente pela
proliferacdo de células somadticas e ndo apresenta vasos sanguineos (Figura 1). Divisdes mitéticas
nao foram observadas nas CGPs, nesta etapa de desenvolvimento.

Nas intermediacdes do primérdio gonadal, ha grande quantidade de granuldcitos, células
arredondadas com nucleo baséfilo e granulos citoplasmaticos PAS positivos (Figura 1).

Neste periodo, ndo ha diferencas morfolégicas que sugiram tratar-se de uma gbénada

masculina ou feminina.

2. GONADAS INDIFERENCIADAS
As goénadas indiferenciadas foram observadas em animais com 37 a 50 dias pOs-
fertilizacdo, quando anatomicamente puderam ser identificadas na cavidade celomatica.
Macroscopicamente, as gonadas indiferenciadas sdao extremamente longas e delgadas,

percorrendo toda cavidade celomdtica desde a papila urogenital (Figura 2A), sendo que neste
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periodo puderam-se distinguir as gonadas masculinas das femininas. Os pressupostos ovarios sao
sempre mais achatados e difusos, principalmente em sua porcdo cranial enquanto que os
pressupostos testiculos sdo totalmente cilindricos em toda sua extensdo (dados ndo mostrados),
porém histologicamente, nao ha diferenca entre o tecido gonadal masculino e feminino.

Nas seccOes parassagitais, as gonadas indiferenciadas sdo bastante espessas quando
comparadas ao primérdio gonadal, principalmente pela grande quantidade de células somaticas
(Figuras 3A-E). Em cortes transversais, notam-se agora um numero maior de células
germinativas primordiais (CGPs) por sec¢do, sendo que estas ndo mais se localizam somente na
regido central da gonada. As CGPs, ainda com formato eliptico e nucléolo evidente (Figura 3D),
mantém-se em ndmero reduzido e encontram-se inicialmente isoladas entre as células sométicas
ao longo de toda a génada (Figuras 3A-D). Gradualmente, tornam-se mais arredondadas (Figura
3E), apresentando ainda citoplasma rico em niiage. Nota-se o aparecimento dos primeiros vasos
sanguineos, principalmente proximos as CGPs (Figuras 3B-C).

Posteriormente, as CGPs passam a ser encontradas em grupos, organizando-se em corddes
continuos, formado unicamente por CGPs (Figuras 3F, 4A-C, 13A). Cada grupo de CGPs ¢é
envolto por células somdticas, que o delimita, juntamente com uma membrana basal em
formacdo, ndo havendo portanto células somadticas em seu interior (Figuras 3F-H).

Entre um grupo e outro de CGPs ha grande quantidade de células somaticas, isoladas dos
corddes continuos pela membrana basal em formacgdo. Assim, ja na gonada indiferenciada, os
corddes continuos de CGPs delimitados por células somdticas (Figuras 4A-C, 13A) sdo separados
dos demais tipos celulares por uma membrana basal (Figuras 7A, 16A-B). Neste periodo divisoes
mitdticas sdo observadas com frequéncia (Figura 4B) e ocorre um aumento do nimero de vasos
sanguineos (Figuras 4B-C).

Essas CGPs também arredondadas (Figuras 4C, 13A), apresentam predominancia de
eucromatina em seu nucleo (Figuras 8A, 17A) e grande quantidade de material eletron-denso no
citoplasma, préximo ao envoltério nuclear — as nilages (Figura 8A). Estas aparecem
frequentemente associadas as mitocondrias (Figuras 8C, 17B), as quais tém formato arredondado
e cristas tubulares.

As células somadticas sao geralmente pavimentosas, t€m nucleo basofilo e citoplasma

escasso (Figuras 3A-E, 4A-C, 13A). Porém células com diferentes formatos nucleares sdo
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observadas, desde ntcleos fusiformes até sinuosos (Figuras 4C, 8A-B, 10D, 13A, 17D, 17F).
Apresentam regides de heterocromatina junto ao envoltério nuclear e regides dispersas de
eucromatina (Figuras 3F-H, 8A). Frequentemente apresentam expansdes citoplasmaticas e
citoplasma escasso (Figuras 3G-H), porém rico em organelas como mitocondrias alongadas e
eletron-densas, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (dados ndo mostrados). As células
somaticas adjacentes estdo unidas fortemente por uma grande quantidade de junc¢des celulares,

principalmente desmossomos (dados ndo mostrados).

3. DIFERENCIACAO GONADAL

As gonadas de Cyprinus carpio diferenciaram-se diretamente em um ovério ou testiculo,
apresentando, portanto, desenvolvimento gonocoristico direto (diferenciado), com precedéncia da
diferenciacdo ovariana sobre a testicular. Porém, embora ocorra essa precedéncia da génada
feminina, as fémeas analisadas ndo atingiram maturidade sexual. Comparativamente aos machos
que completaram o processo de espermatogénese resultando em uma grande quantidade de

espermatozdides, as fémeas nao produziram odécitos maduros durante o periodo analisado.

3.1 DIFERENCIACAO OVARIANA

Os primeiros indicios da diferenciacdo ovariana foram observados em animais com 60
dias pos-fertilizagdo.

Durante todo o periodo de diferenciacdo ovariana, os ovarios de Cyprinus carpio mantém-
se como Orgdos pares, alongados, levemente achatados e difusos (Figura 2B), localizados
longitudinalmente na regido dorsal da cavidade celomatica. Estdo presos a parede dorsal desta
cavidade por uma fina membrana de tecido conjuntivo — o mesovario. Macroscopicamente, esse
padrao estrutural € mantido até a completa diferenciacdo da godnada, variando apenas na
coloracao do tecido gonadal conforme os diferentes graus de desenvolvimento, sendo mais

translicido inicialmente, tornando-se mais opaco e posteriormente levemente amarelado.
Foliculogénese e Crescimento Primdrio

No pressuposto ovdrio em diferenciacdo inicial, os corddes continuos de células

germinativas primordiais (CGPs) (Figura 4C), s@o invadidos pelas células somdticas que os
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circundam (Figura 8A). Ao invadi-los (Figura 4D), as células somdticas pavimentosas
circunjacentes parecem perder o contato com a membrana basal; dispdem-se perpendicularmente
ao cordao continuo e se interpdem entre as CGPs (Figura 7A), envolvendo-as gradativamente, e
as individualizando (Figuras 4D, 8A, 8C). Dessa forma, passam a apresentar nucleo triangular
(Figura 4D) e prolongamentos citoplasmdticos que envolvem as CGPs (Figuras 8A, 8C). As
CGPs, agora diferenciadas em oogonias, sdao entdo isoladas umas das outras por células sométicas
formando cistos (Figuras 4D, 8C). Cada oogonia isolada, dentro do cisto, prolifera por mitose
dando origem a novas oogdnias ou entra em meiose originando os odcitos (Figuras 4E-H, 8B,
8D-F). Durante as sucessivas divisdes celulares, no interior do cisto, a citocinese € incompleta,
podendo observar-se pontes citoplasmaticas entre as células germinativas (Figuras 8F, 9A-B).

Uma vez que cada oogdnia d4 origem a um cisto e tendo inicio as divisdes celulares,
formam-se diferentes cistos proximos um do outro (Figuras 4F-H), originando grupamentos
(conjuntos celulares), delimitados gradativamente por uma mesma membrana basal em formacao
(Figuras 7B-C, 8B, 8D-F, 9A). Assim, ao longo de toda gbonada, observam-se oogonias isoladas
individualmente entre células sométicas, e cistos delimitados por células sométicas derivadas do
epitélio, contendo oogdnias e/ou odcitos profasicos iniciais (Figuras 4E-H).

As oogobnias sdo células arredondadas que apresentam citoplasma escasso com
granulacdes eosinofilicas correspondentes as niiages, e nicleo grande, esférico com um tdnico
nucléolo bem evidente (Figuras 4D, 8C). Seu citoplasma apresenta mitocondrias esféricas com
cristas tubulares, frequentemente associadas as niiages. Estas também se encontram em grande
quantidade proxima ao envoltdrio nuclear (Figuras 8A, C). Ha uma grande quantidade de reticulo
endoplasmatico disperso no citoplasma (dados nao mostrados).

Os odcitos, presentes nos cistos sao também arredondados, com nucleo contendo
cromatina em distintas formas de organizacdo de acordo com a etapa da profase em que se
encontram (Figuras 4F-H, 8B, 8D-F), porém seus citoplasmas ndo os diferem, mantendo-se
sempre ligeiramente acidéfilo e escasso (Figuras 4F-G).

Os odcitos profasicos apresentam inicialmente nucleo mais baséfilo (Figuras 4F-H) e
eletron-denso (Figuras 8E-F) do que as oogonias; ha um aumento do nimero de mitocondrias, as

quais tornam-se mais alongadas e mais eletron-densas (Figuras 8E-F, 9A-B). H4 uma diminui¢ao
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na quantidade de niiage no citoplasma e reticulo endoplasmético e complexo de Golgi sdao
observados com freqiiéncia (dados ndao mostrados).

O odcito leptoté€nico apresenta nicleo fortemente baséfilo, com ao menos um nucléolo
bastante evidente (Figuras 4F-H; 5B-E). Com a progressao da préfase, ocorre perda gradual da
basofilia nuclear do odcito (Figura 5). O odcito em zigéteno apresenta maior condensacdo
cromossOmica, dando um aspecto granular ao nudcleo (Figuras 4F-H, 5). Os complexos
sinaptonémicos comecam a ser formados permitindo o pareamento dos cromossomos homoélogos.
Em paquiteno, os complexos sinaptonémicos estdo totalmente formados (Figuras 8B, 9D) e no
ntcleo do odcito percebe-se uma forte basofilia préxima ao envoltdrio nuclear (Figuras 4H, 5D).

Os cistos agora contendo odcitos diploténicos sdo invadidos pelas células somaticas
epiteliais — as agora células pré-foliculares (Figuras 5A-E; 8C-F). As células pré-foliculares,
unidas fortemente por inimeros desmossomos (Figura 9D) envolvem total e gradativamente cada
oocito (Figuras 8F, 9C-E) que se separa do cisto, dando origem a um foliculo ovariano (Figuras
SE, 9F). Durante esse processo conhecido como foliculogénese, as células pré-foliculares, apds se
diferenciarem em células foliculares, iniciam a formacdo da membrana basal (Figuras 7D-F, 9G).
Gradativamente, a membrana basal € sintetizada individualizando cada foliculo ovariano (Figuras
7E-H, 10A-C, 12A-B). Pode-se observar com frequéncia uma membrana basal unica sendo
compartilhada por dois foliculos ovarianos (Figuras 7E, 11C).

Com a entrada e permanéncia do odcito em dipléteno, os cromossomos plumosos tornam-
se visiveis. O citoplasma dos odcitos aumenta em volume tornando-se gradualmente mais
basdfilo, dando inicio ao crescimento primario, ainda no interior dos cistos (Figuras 5A, 5C-E).

O odcito diploténico agora isolado no foliculo ovariano, € em crescimento primario
apresenta nicleo com um ndmero varidvel de nucléolos, os quais inicialmente localizados na
regido central do nicleo (odcitos com multiplos nucléolos) tornam-se posteriormente periféricos
(odcitos perinucleolares) (Figuras SE-I). Conforme avanga em crescimento primério aumentando
em volume, o citoplasma do odcito torna-se gradualmente menos baséfilo, com aspecto gretado
(Figuras 6D, 6J), devido ao aumento e padrdo de distribui¢do das organelas. Inicialmente surge
um anel concéntrico, localizado préximo ao nucleo, de coloracdo mais clara, que se espalha

gradualmente por todo o citoplasma (Figuras 6D, 6J).
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Observam-se pequenas irregularidades na membrana plasmdtica do odcito
correspondentes a formagdo de microvilosidades (Figuras 12C-E). Estas se estendem da
superficie do odcito em direcdo as suas células foliculares, iniciando a formagdo da zona
pelucida. Essas células foliculares, agora pavimentosas com nucleo baséfilo (Figuras 5G-I, 6D,
61), apresentam citoplasma escasso com reduzido nimero de organelas (Figuras 10A, 10C-F,
11C-D, 12A, 12F).

Nessa etapa da diferenciagdo ovariana, a gonada mostra-se ainda compacta, longa e
delgada (Figura 5A).

No final do crescimento primdrio, no ooplasma surgem pequenas vesiculas periféricas
(alvéolos corticais) que sdo gradativamente preenchidas por polissacarideos neutros, os quais
respondem positivamente ao PAS (dados ndo mostrados).

Nao foram observados odcitos em crescimento secunddrio, ou seja, odcitos com deposicao

de granulos de vitelo no citoplasma.

Formacao das Lamelas Ovigeras

Neste periodo em que os animais apresentam 90 dias pos-fertilizacdo, a gobnada
permanece ainda compacta, porém ao longo da regido ventral do ovdrio surgem pequenas
invaginagoes, a partir das quais se desenvolvem as lamelas ovigeras (Figura 5F).

Células sométicas da periferia da gdnada alteram sua disposicao espacial, colocando-se
perpendicularmente ao tecido gonadal, interpondo-se em fileiras paralelas para o interior do
tecido (Figuras 5G, 10D-F). Ao se afastarem, as fileiras de células somadticas criam espagos
interlamelares, formando invaginacdes no tecido gonadal, que se tornam cada vez mais profundas
dando origem as lamelas ovigeras (Figuras SH-I). Estas se projetam, entdo, para a cavidade
celomatica a partir da regido dorsal do ovario. Nesta mesma regido, o tecido conjuntivo adjacente

se espessa, compondo a tinica albuginea em formacao (dados nao mostrados).

Formagdo do Estroma Ovariano e Epitélio Germinativo
A gbnada, agora ja diferenciada em um ovario em animais com 110 dias pés-fertilizacao,
€ formada por oogonias isoladas, cistos de oogdnias e odcitos, foliculos ovarianos e uma grande

quantidade de células somadticas (Figuras 6A-C). As células somdticas com aspecto fusiforme,
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nucleo baséfilo e citoplasma escasso, localizam-se em duas regides especificas: na periferia do
tecido gonadal, delimitando-o, e no interior das lamelas, dispersas entre as células germinativas
(Figura 6C). As células somdticas dispersas no interior das lamelas afastam-se gradativamente
uma das outras resultando na formacdo de espacos extravasculares (Figuras 6A-C), preenchidos
por uma substancia que responde levemente ao PAS (Figura 6G) e ao Azul de Toluidina (dados
ndo mostrados), portanto, de natureza polissacaridica. Forma-se assim o estroma ovariano
(Figuras 6, 11A) constituido por um tecido conjuntivo frouxo, no qual além das células somaticas
inicialmente presentes, sdo encontradas células mesenquimais indiferenciadas (Figuras 6C-D, 6G,
11A-B), fibrilas de coldgeno e vasos sanguineos. As células mesenquimais de formato estrelado
conectam-se uma as outras por prolongamentos citoplasméticos formando uma rede no interior
da lamela (Figuras 6C-D, 6G, 11A).

Na regido de projecdo e formacao das lamelas ovigeras (Figura 6C), células somaticas
periféricas ao tecido gonadal reorganizam-se formando um epitélio que margeia as lamelas recém
formadas (Figuras 6G-J). Este epitélio recém formado (Figura 12G), agora apoiado sobre uma
membrana basal (Figuras 7], 12H), isola as células germinativas do limen interlamelar e as
separa do estroma ovariano (Figuras 7G-H, 12G-H). Assim, oogdnias aprisionadas entre as
células epiteliais constituem agora o epitélio germinativo feminino (Figuras 6G-J, 12QG).
Oogonias em proliferacdo formam aglomerados celulares que sdo invadidos por células derivadas
do epitélio. Nestes aglomerados celulares as oogonias sdo circundadas pelas células epiteliais
formando cistos. Nos cistos, as oogoOnias dividem-se por mitose e entram em meiose dando
origem aos odcitos. Estes sitios de proliferacdo e diferenciacdo celular e posterior formagao dos
foliculos ovarianos constituem ninhos de células germinativas.

Neste periodo de diferenciacio ovariana, a membrana basal torna-se continua ao longo do
epitélio, sendo compartilhada em uma pequena extensdo entre os foliculos ovarianos recém
formados e o epitélio germinativo propriamente dito recém formado (Figura 7J). Os foliculos
ovarianos projetam-se gradativamente para o estroma ovariano, abandonando os cistos (Figuras
61-J, 12F). Abaixo do epitélio, dispdem-se os componentes do estroma ovariano como células
mesenquimais, fibroblastos e vasos sanguineos. Dessa forma, a membrana basal separa os dois
compartimentos ovarianos: o germinativo, composto pelas células somaticas epiteliais e células

germinativas; e o intersticial, formado pelos componentes do estroma ovariano (Figura 7).
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A partir do estroma (Figuras 6C, 11A), células mesenquimais com aspecto estrelado
(Figuras 6C-D, 11A-B) e pobre em organelas, com mitocondrias alongadas e eletron-densas
(Figura 11A), projetam-se em direcdo aos foliculos recém formados até os contatarem,
circundando-os e dando origem as células pré-tecais (Figuras 6D, 11C-D), formando a teca ao
redor de cada foliculo (Figuras 71, 11C-D), exceto na regido em que a membrana basal das
células foliculares e do epitélio germinativo estdo unidas. Entre as células foliculares e a teca

encontra-se a membrana basal (Figuras 71, 12C).

Formagdo do Cisto-Ovdrio

A constitui¢do do ovdrio como um O6rgio cavitdrio e, portanto, a formacdo do limen
ovariano € posterior a formagao das lamelas ovigeras e a constitui¢ao do epitélio germinativo. O
fechamento do 6rgdo € gradual e pode ser acompanhado através de sec¢des transversais (Figura
6E). Células somaticas epiteliais acumulam-se e projetam-se lateralmente em ambos os lados do
ovdério, formando laminas que gradativamente aumentam em comprimento em direcdo a regidao
ventral do ovdrio (Figura 6F). Ao se contatarem, fundem e encerram parte da cavidade

celomatica, formando a cavidade ou limen ovariano (dados ndo mostrados).

3.2 DIFERENCIACAO TESTICULAR

Os primeiros indicios da diferenciacdo testicular foram observados em animais com 75
dias pos-fertilizacao.

Os testiculos de Cyprinus carpio sdo 6rgaos pares, alongados (Figuras 2C-D), localizados
longitudinalmente na regido dorsal da cavidade celomatica. Estdo presos a parede dorsal desta
cavidade por uma fina membrana de tecido conjuntivo — 0 mesérquio.

Durante o periodo de diferenciacdo gonadal, os testiculos apresentaram mudancas
significativas. No inicio da diferenciagcdo, surgem pequenas reentrancias ao longo dos testiculos,
as quais se acentuam gradativamente com o desenvolvimento gonadal, tornando-se cada vez mais
proeminentes (Figura 2C). Formam-se assim verdadeiros lobos na gonada diferenciada (Figura
2D). Em média ha cinco lobos bem definidos ao longo do testiculo, que podem ser percebidos
logo no inicio da diferenciacdo testicular. Esses lobos conectam-se uns aos outros pela regiao

dorsal da gonada. As gdnadas indiferenciadas sdo mais transparentes, enquanto que o testiculo
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apresenta uma coloragdo homogénea esbranquigcada ao longo de toda a gonada, sendo os lobos da
porc¢do cranial maiores que os da porcdo caudal. Na extremidade caudal os testiculos unem-se em

um gonoducto unico o qual desemboca na papila urogenital.

Formagdo do Tiibulo Testicular e o Epitélio Germinativo

Em animais com 75 dias pds-fertilizacdo, o pressuposto testiculo, ainda filiforme,
aumenta gradualmente em espessura e comprimento. Na gbénada indiferenciada, notam-se os
corddes continuos (Figura 13A) delimitados por uma membrana basal (Figuras 16A-B). Estes
cordoes continuos de células germinativas primordiais (CGPs) (Figura 13A) deixam de ser
observados, uma vez que as células somdticas, denominadas agora de pré-Sertoli, invadem-nos
(Figuras 13B, 17A). Em cortes longitudinais e parassagitais, as gonadas apresentam grande
nimero de CGPs dispersas pelo tecido gonadal (dados nao mostrados).

As CGPs (Figura 13A), agora diferenciadas em espermatogOnias, sdo arredondadas
(Figuras 13B, 17A, 17D-G), apresentando em seu citoplasma mitocondrias esféricas com cristas
tubulares, frequentemente associadas as granulagdes eletron-densas correspondentes as niiages
(Figuras 17B-C, 17G). Tém nucleo grande, esférico (Figura 13B) com um tnico nucléolo bem
evidente (Figuras 13C-E, 17E). Apresentam também uma grande quantidade de reticulo
endoplasmatico e vesiculas dispersas em seu citoplasma (dados ndo mostrados).

Ja as células pré-Sertoli (Figura 17) apresentam nucleo baséfilo, triangular e citoplasma
escasso (Figura 17C) e estdao fortemente unidas umas as outras por inimeros desmossomos
(dados nao mostrados). Apresentam projecoes citoplasmadticas que se interpdem gradativamente
entre as espermatogoOnias (Figura 17). Dessa forma, as espermatogdnias sdo gradual e
individualmente envolvidas por expansdes citoplasmaticas das agora células de Sertoli, formando
cistos (Figura 13B), delimitados, portanto, pelos prolongamentos citoplasmaticos das células de
Sertoli (Figuras 18A-B).

As células de Sertoli (Figuras 18, 20C), com as mesmas caracteristicas nucleares da célula
pré-Sertoli, podem participar da formacdo de mais de um cisto (Figuras 20B-C), ou ainda, um
unico cisto pode ser envolvido por mais de uma célula de Sertoli, que prolifera conforme este
aumenta em volume (Figura 18A). Seus prolongamentos citoplasmaticos se conectam através de

complexos juncionais, principalmente por desmossomos (dados ndo mostrados). Possuem sistema
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de endomembranas desenvolvido e mitocOndrias eletron-densas alongadas (dados ndo
mostrados).

Os cistos recém formados agrupam-se em indmeros conjuntos de células que se
distribuem ao longo da gonada, cada qual circundado por células somaticas (Figuras 13C-D, 17D,
17F). Ao redor de cada conjunto celular, mantém-se a membrana basal (Figuras 16C-E), porém
esta nio circunda todo o agrupamento celular (Figura 16F). Gradativamente, os cistos de
espermatogoOnias que constituem um mesmo conjunto, afastam-se uns dos outros, criando um
pequeno espago central entre eles (Figuras 13E-G, 16D-F, 18). Concomitante, células somaéticas
dos conjuntos celulares adjacentes afastam-se (Figuras 19A-D), permitindo uma fusdo
progressiva entre os dois conjuntos de células. Consequentemente, o espaco central desses
conjuntos torna-se agora, unico e maior, formando assim, um compartimento luminal (Figuras
13H-I, 16G-H, 19E-F). Este compartimento passa agora a ser delimitado por cistos de
espermatogonias (Figuras 13H-I, 14A), apoiados em uma membrana basal (Figuras 16G-H, 20B).
Como consequéncia do processo, formam-se os tubulos testiculares e o epitélio germinativo
masculino € estabelecido (Figuras 14A, 16H, 18F). As células somdticas, uma vez unidas
fortemente pelos complexos juncionais formam gradativamente uma barreira hemato-testicular
(dados ndao mostrados).

O compartimento germinativo, formado pelas espermatogdnias e células de Sertoli,
encontra-se agora totalmente separado das demais células somdticas por uma membrana basal
(Figuras 16I-K, 20A-D). Essas células somadticas, isoladas do compartimento germinativo, irao se
diferenciar dando origem ao compartimento intersticial (Figura 20A). Observam-se neste
compartimento células que lembram fibroblastos, com niicleo alongado e formato irregular, além
de vasos sanguineos (Figura 20B), fibrilas de coldgeno e escassas células mesenquimais, em
processo de diferenciacdo (dados nao mostrados). Notam-se também algumas poucas células
midides, reconhecidas por apresentarem microfilamentos dispostos em arranjo paralelo em seu
citoplasma (dados ndo mostrados). Células de Leydig (Figura 20B) também foram observadas
esporadicamente, apresentando heterocromatina difusa, nucléolo evidente e reticulo
endoplasmaético desenvolvido no citoplasma (dados ndo mostrados). Foram identificadas por suas
mitocOndrias caracteristicas com grande quantidade de cristas tubulares, lembrando o formato de

favo de mel (dados nao mostrados).
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As espermatogonias agora no epitélio germinativo ja estabelecido mantém caracteristicas
similares as CGPs. Sdo células extremamente grandes sendo as maiores células da linhagem
germinativa masculina. Tém forma esférica ou oval, nicleo volumoso, central, com cromatina
finamente granulada (Figuras 14, 20A-B). Geralmente, apresentam um utnico nucléolo (Figuras
141, 15A). Seu citoplasma € acidéfilo e apresenta grande quantidade de niiage (Figura 15B),
mitocOndrias com cristas tubulares, reticulo endoplasmético e complexo de Golgi, além de uma
grande quantidade de vesiculas e membranas (dados ndo mostrados).

Em animais com 85 dias pds-fertilizagdo, a gdnada apresenta indmeros tubulos
testiculares ja formados, porém ¢é ainda constituida apenas por células somadticas e
espermatogonias, nao havendo nenhum outro tipo de célula germinativa (Figura 14A).

ApO6s essa organizagdo das células espermatogénicas em cistos no epitélio germinativo,
inicia-se a espermatogénese (Figura 14B). O processo no interior de cada cisto ocorre de forma
sincrOnica, ou seja, em cada cisto, as células germinativas encontram-se em uma mesma fase de
desenvolvimento (Figuras 14E, 14G-I, 15A-D, 20A, 20D). A citocinese no interior dos cistos €
incompleta entre as células germinativas, permanecendo unidas através de pontes citoplasmaticas
que frequentemente apresentam refor¢cos de membranas, possuindo bordas eletron-densas (Figura
20E). Por entre as pontes citoplasmaéticas, nota-se o transito de vesiculas, organelas e outros
componentes celulares pelo seu interior (dados ndo apresentados). Centriolos sdo também
facilmente observados nas células espermatogénicas, tendo um de seus elementos ancorado a

membrana plasmatica, podendo dar origem a um cilio curto (dados ndo mostrados).

Espermatogénese

No inicio da espermatogénese, em gonadas de animais com 95 dias pds-fertilizagdo nota-
se a presenca de cistos contendo diversas células germinativas em uma mesma etapa de
desenvolvimento (espermatogdnia primdria, espermatogdénias secunddrias, espermatdcitos e
espermdtides). Nao ha formacdo de espermatozdides e os tubulos testiculares encontram-se
vazios (Figuras 14B-E).

As espermatogOnias primdrias mantém as mesmas caracteristicas das espermatogdnias da
etapa anterior. J4 as espermatogonias secunddrias sao células menores do que as primérias (dados

nao mostrados). Nos cistos ocorrem em grupos de nimero varidvel; possuem nucleo esférico com
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cromatina difusa também finamente granulada, com dois ou mais nucléolos. Neste periodo a
atividade meidtica € intensa, de modo que os espermatdcitos tornam-se bastante numerosos.

Os espermatdcitos sdo ainda menores que as espermatogoOnias, tém nucleo basofilico
(Figuras 14D-H) com cromatina caracteristicamente compactada e ndao possuem nucléolo
(Figuras 20A, 20D). Podem ser identificados pelas figuras de divisdao celular (Figura 20E).
Encontram-se geralmente em zigéteno e paquiteno da préfase I, ou em metifase I da meiose
(Figuras 20D-E). Seu citoplasma escasso apresenta mitocondrias alongadas e bastante eletron-
densas, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (dados ndo mostrados). Os espermatécitos
em zigéteno possuem nucleo central, cromatina heterogénea e observam-se a formacdo de
elementos laterais do complexo sinaptonémico junto ao envoltério nuclear (dados ndo
mostrados). Nos espermatdcitos em paquiteno, notam-se os complexos sinaptonémicos ja
formados e os cromossomos tornam-se mais compactados (dados nao mostrados).

Ao final da diacinese, o envoltdrio nuclear j4 se encontra fragmentado e os espermatdcitos
seguem para a metafase (Figura 20E).

No interior dos cistos, cada espermatdcito encontra-se em etapas da meiose bastante
préximas, podendo num mesmo cisto serem encontrados espermatdcitos profasicos e metafasicos
(Figura 20E).

Com o avanco da espermatogénese, os espermatédcitos I dividem-se formando os
espermatdcitos II. Estes apresentam um menor tamanho, nicleo mais compacto e citoplasma
ainda mais escasso. Poucas organelas podem ser observadas em seu citoplasma (dados nado
mostrados).

As espermdtides sdo pequenas células esféricas com citoplasma bastante reduzido e
flagelo em formagdo (Figuras 141, 15A). Seu nucleo, com cromatina em compactagdo, decresce
gradualmente em didmetro ao longo da espermatogénese (Figuras 141, 15A, 15D), sendo
encontradas em diferentes etapas da espermiogénese (Figura 15E).

Em animais com 110 dias pds-fertilizagdo, os cistos de espermatdcitos e espermétides
tornam-se mais numerosos ao longo da génada, mas ha ainda predominio de espermatogonias.
Inicia-se a produgdo de espermatozdides, porém em pequena quantidade. Os espermatozéides sao
as menores células da linhagem germinativa (Figuras 14H-I, 15B-G); caracterizam-se por

apresentar um longo flagelo e nucleo arredondado, com cromatina altamente compactada
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(Figuras 20F-G), a qual se cora intensamente (Figuras 14H-I, 15B-G). Apresentam mitocOndrias
eletron-densas em sua pec¢a intermediaria (Figuras 20F-G) e estdo presentes no lumen dos tibulos
testiculares (Figuras 14H-I).

Em animais com 130 dias pés-fertilizacdo, os testiculos apresentam um maior tamanho,
em volume e espessura. Notam-se cistos em diferentes fases da espermatogénese (Figura 14F).
As espermatogonias, espermatdcitos e espermdtides ocorrem em grande quantidade. O limen dos
tibulos testiculares passa a ser totalmente preenchido por espermatozoéides (Figuras 14F-I)

Observam-se dois tipos diferentes de cistos de espermadtides: cistos com espermatides
iniciais ocupando todo o espaco delimitado pelo cisto (Figuras 15A, 15D, 15E); e cistos com
espermatides finais, com seus flagelos voltados para o centro, e nicleos junto a parede do cisto
(Figuras 15A, 15E).

Animais com 150 dias pds-fertilizacdo ja apresentam testiculos completamente
desenvolvidos (Figura 15C). Nestes, os cistos de espermatogonias, espermatdcitos e espermatides
tornam-se pouco numerosos. Apds espermiogénese, gradativamente os cistos se rompem; O
epitélio germinativo torna-se descontinuo e o compartimento luminal € totalmente preenchido por
espermatozdides (Figuras 15C-G). Os tibulos testiculares tornam-se anastomosados (Figuras
15C-D, 16L-O) principalmente na regido dorsal do testiculo, formando o ducto espermatico
(Figuras 15C, 16L). Nesses testiculos, o compartimento intersticial ¢ ainda bastante reduzido e
pouco desenvolvido (Figuras 15F, 16, 20A-B), constituido por fibras coldgenas, fibroblastos,
granuldcitos e vasos sanguineos, além de raras células de Leydig (Figura 20B) e células midides
(dados ndo mostrados).

Pr6ximo a regido de formacdo do ducto, o testiculo apresenta grande quantidade de
espermatogonias e células somdticas. Dessa forma, a por¢do caudal da qual partem os ductos
testiculares de ambos os testiculos para formar o gonoducto, mostra-se ainda indiferenciada. O

gonoducto, portanto, encontra-se aparentemente ainda nao formado (dado nao mostrado).
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Figura 1: Desenvolvimento do primérdio gonadal entre 07 e 30 dias pds-fertilizacdo em cortes
transversais e sagitais: o aumento do nimero de células germinativas primordiais (CGPs) (seta
azul) e células somadticas (seta preta) leva ao espessamento do tecido gonadal. Notar a auséncia
de vasos sanguineos. Bx: bexiga natatdria; Fi: figado; gr: granuldcitos; Hp: hepatopancreas; In:
intestino; Mu: musculo; Nt: notocorda; PG: primérdio gonadal. Coloracoes: AT: Azul de

Toluidina; MY: PAS + Hematoxilina Férrica + Metanil Yellow.
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Figura 2: A) Juvenil de Cyprinus carpio com 45 dias pés-fertilizacdo, com a cavidade exposta,
durante dissec¢do das gonadas indiferenciadas. B) Ovérios de alevino de C. carpio, com seis
meses de idade, ao final da diferenciacdo gonadal. C) Testiculos de alevino de C. carpio com
quatro meses de idade, durante o periodo de diferenciacio gonadal. Os lobos testiculares
encontram-se ainda em periodo de formacao. D) Testiculos com os lobos testiculares totalmente
formados de alevino de C. carpio com seis meses de idade. Bx: bexiga natatdria; Du: ducto
espermatico; Gd: gdénada diferenciada; Gi: gonada indiferenciada; In: intestino; Lo: lobos

testiculares; Pu: regido de conexdo da gonada com a papila urogenital; vs: vaso sanguineo.
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Figura 3: A) Corte histolégico longitudinal de gdnada indiferenciada. Notar as células
germinativas primordiais distribuidas isoladamente entre as células somdticas. Aparecimento dos
primeiros vasos sanguineos (coloracdo: MY). B-C) Células germinativas primordiais rodeadas e
isoladas por células sométicas ao longo da gonada indiferenciada. Notar a presenga de vasos
sanguineos proximos das células germinativas primordiais (coloracdo: MY). D) Célula
germinativa primordial ainda com formado eliptico, envolta por células somaticas (coloragdo:
MY). E) Células germinativas primordiais envoltas por células somadticas, porém agora com
formato esférico (coloracdo: MY). F - H) Micrografia eletronica de transmissdo da godnada
indiferenciada. F) Corddes continuos de células germinativas primordiais sendo formados na
gbonada indiferenciada. Notar células somdticas delimitando o corddo continuo e auséncia de
células somadticas por entre as células germinativas primordiais (barra = 1,5um). G) Célula
somadtica emitindo prolongamentos citoplasmaticos (cabeca de seta) por entre as células
germinativas primordiais, circundando-as para posterior interposi¢do (barra = 2,0um). H) Célula
germinativa primordial sendo delimitada por células somadticas. Notar inicio da formagdo da
membrana basal (seta aberta), separando os componentes celulares que dardo origem ao
compartimento intersticial ou estroma das células somdticas associadas as células germinativas
primordiais (barra = 4,0um). ce: corddes continuos de CGPs; cs: célula somatica; CGP: célula
germinativa primordial; m: mitocondria; n: ndcleo; vs: vaso sanguineo; asterisco: niiage; cabeca
de seta: prolongamentos citoplasmadticos; seta aberta : membrana basal; seta fechada: limite

celular.

seta aberta: —>

seta fechada: —p
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Figura 4: A) Corte histolégico parassagital de gonada feminina indiferenciada. Notar aumento
do nimero de vasos sanguineos corados em amarelo pelo Metanil Yellow (detalhes em B e C) e
presenca de corddes continuos de células germinativas primordiais ao longo da gonada,
delimitados por células somadticas (coloragdao: MY). B) Células germinativas primordiais
distribuidas na gonada indiferenciada e divisdo mitdtica da célula germinativa primordial
(colorag@o: MY). C) Detalhe de um cordao continuo de células germinativas primordiais. Notar a
auséncia de células somaticas no interior do cordao (coloragdao: MY). D) Grupos de células
germinativas primordiais, agora diferenciadas em oogonias, sendo invadidos por células
somadticas, formando um cisto (coloracdo: MY). E) Corte histolégico parassagital de gonada
feminina em inicio de diferenciacdo gonadal, com inicio de atividade meidtica. Presenca de
ninhos de oogodnias e odcitos profasicos (coloracdo: MY). F-H) Detalhes de E mostrando a
formacao de cistos de oogoOnias e odcitos profasicos. Notar o limite dos cistos, formados pelos
prolongamentos das células somadticas, agora pré-foliculares, que tem resposta positiva ao PAS
(cabeca de seta) (coloracdo: MY). cc: corddes continuos de CGPs; ci: cistos; es: célula somadtica;
CGP: célula germinativa primordial; m: metafase; n: nicleo; 0: odcito; og: oogdnia; ol: odcito
leptoténico; 0z: odcito zigoté€nico; pq: odcito paquiténico; vs: vaso sanguineo; asterisco: niiage;
cabeca de seta: limite dos cistos; seta aberta: células pré-foliculares; seta fechada: células

somaticas
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Figura 5: A) Corte parassagital de gonada feminina durante a diferenciacdo gonadal. Notar que a
gonada € uma estrutura compacta, apresentando cistos e oogdnias distribuidas em grande
quantidade ao longo do tecido gonadal. Inicio do crescimento primario dos odcitos (coloracgdo:
MY). B-E) Detalhes de A mostrando a grande quantidade de cistos de oogbnias e odcitos em
diferentes etapas da profase (notar diferentes graus de compactacdo da cromatina e basofilia
nuclear), além de oogdnias isoladas. E) Detalhe de um o6cito em crescimento primério imerso no
tecido gonadal ja com citoplasma basofilico (coloragao: MY). F) Corte histolégico sagital de
ovario mostrando inicio da formagdao das lamelas ovigeras na regido ventral da gonada. A
génada, ainda compacta, apresenta as primeiras invaginagdes. Notar aumento do nimero de
odcitos em crescimento primdrio (coloracdo: MY). G-H) Processo de formacdo das lamelas
ovigeras. G) Células somaticas epiteliais dispdem-se perpendicularmente ao tecido gonadal e
migram para o interior da gonada (seta em vermelho). Posteriormente (H) as células somaticas se
afastam separando o tecido gonadal e provocando a formacdo de invaginacdes ao longo da
gonada (coloracao: MY). I) Detalhe do processo de invaginagdo resultando na formacdo das
lamelas ovigeras (coloracdo: MY). ci: cistos; f: células foliculares; L: lamelas ovigeras; m:
metafase; n: ndcleo; od: odcito em inicio de dipléteno; og: oogonia; ol: odcito leptoténico; op:
odcito em crescimento primério; pq: odcito paquiténico; vs: vaso sanguineo; seta aberta: células
pré-foliculares; seta fechada: células somaticas; seta vermelha: invaginacdes no tecido gonadal

formando lamelas ovigeras.
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Figura 6: A) Corte histoldgico parassagital de ovério no inicio da formag@o do estroma ovariano. Notar a
presenca de invaginacdes que formam as lamelas ovigeras (seta em vermelho) (coloracdo: MY). B)
Detalhe de A destacando formagdo da lamela ovigera e estroma ovariano (coloragdo: MY). C) Por¢do do
ovdério em corte histoldgico parassagital, mostrando a rede subjacente as células sométicas (seta em preto)
formada por células somdticas indiferenciadas (mesenquimais) no estroma ovariano. Notar a espago
interlamelar ja bem delimitado (seta em vermelho) (coloracdo: HE). D) Detalhe de C: Células
mesenquimais do estroma ovariano diferenciam-se em células pré-tecais e contatam o foliculo ovariano
para formacdo do complexo folicular. Notar a presenga de capilar sanguineo junto a camada celular que
ird se diferenciar na teca. O odcito em crescimento primdrio apresenta uma regiao proxima ao nicleo que
se mostra menos corada (+), correspondendo a distribuicdo de diferentes organelas pelo citoplasma
(coloracdo: HE). E) Corte histoldgico transversal do ovario em inicio de formagdo da cavidade ovariana, a
partir da formagdo de ladminas teciduais de células somadticas na periferia da gbnada (coloragdo: MY). F)
Detalhe de E destacando a lamina tecidual formada pelo acimulo de células sométicas em um dos lados
do ovdrio, que se projeta ventralmente para a cavidade celomdtica. Notar a invaginacdo existente,
correspondente a formacdo da lamela ovigera (seta em vermelho) que se projeta para a regiao ventral da
cavidade celomdtica, que tornar-se-d a cavidade ovariana, quando de seu encerramento pela fusdao das
laminas teciduais (coloracdo: MY). G-I) Formacdo do epitélio germinativo pés-formagdo das lamelas
ovigeras e estroma ovariano. Notar em G a presencga de oogonias aprisionadas junto ao epitélio e envoltas
por células somaticas epiteliais. No estroma em formacdo, nota-se a presenca de uma substancia PAS
positiva. A partir do epitélio em formacdo, as oogonias dividem-se e ddo origem aos cistos (H). Apés
foliculogénese e entrada em crescimento primario, o o6cito deixa o cisto e segue seu desenvolvimento (I)
(coloragdo: MY). J) Ovirio totalmente diferenciado. O epitélio germinativo encontra-se definitivamente
estabelecido e as lamelas ovigeras totalmente formadas pelas invaginacdes no tecido gonadal que se
tornam mais acentuadas (seta em vermelho). O estroma ovariano permanece ainda pouco desenvolvido.
Notar nos odcitos em crescimento primdrio, o aspecto gretado do citoplasma, correspondente a
distribuicdo das organelas (+) (coloracdo: MY). ci: cistos; cs: células somdticas; cm: células
mesenquimais; EG: epitélio germinativo; es: estroma ovariano; f: células foliculares; L: lamelas ovigeras;
n: nicleo; od: odcito em inicio de dipléteno; og: oogdnia; op: odcito em crescimento primario; pc:
prolongamentos citoplasmadticos; pt: célula pré-tecal; asterisco: niiage; seta aberta: células pré-
foliculares; seta vermelha: invaginacdes no tecido gonadal formando lamelas ovigeras; simbolo de mais

(+): citoplasma gretado pela distribuicao de organelas.
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Figura 7: Cortes histolégicos de ovarios em diferentes periodos da diferenciacdo gonadal
corados pelo Método de Reticulina, permitindo o acompanhamento da forma¢cdo da membrana
basal, pela impregnacgao por prata das fibras reticulares, que se coram em preto-acastanhado. A)
Gonada indiferenciada com presenga de corddes continuos de células germinativas primordiais
sendo invadidos por células somdticas. Notar que desde entdo, a membrana basal ji separa
parcialmente os componentes associados ao epitélio germinativo, dos componentes celulares que
dardo origem ao estroma ovariano. B) Cistos sendo delimitados pela membrana basal. B-C)
Conjunto de cistos totalmente delimitado pela membrana basal. D) Odcitos em crescimento
primério envoltos pela membrana basal em um mesmo compartimento. Notar auséncia de
membrana basal entre os odcitos, embora presenca de células foliculares. E) Membrana basal
sendo formada entre os foliculos ovarianos. F) Foliculo ovariano delimitado pela membrana
basal. Notar regido de auséncia de membrana basal no foliculo, regido esta que se torna continua
a membrana do epitélio germinativo, mantendo o foliculo conectado ao mesmo. G) Corte
histolégico longitudinal do ovario ja diferenciado, mostrando separagdo dos foliculos ovarianos
do estroma ovariano, pela membrana basal. H) Detalhe de G. Foliculos ovarianos totalmente
circundados pela membrana basal I) Complexo folicular ja formado. Notar a célula folicular e a
teca, ambas apoiadas sobre a membrana basal. J) Regido da membrana basal do odcito que torna-
se continua com o epitélio germinativo. Notar que as células foliculares e as células somaticas
epiteliais do epitélio compartilham a mesma membrana basal. cc: corddes continuos; ci: cistos;
EG: epitélio germinativo; es: estroma ovariano; f: células foliculares; n: nicleo; o: odcito; og:
oogdnia; op: odcito em crescimento primario; pf: células pré-foliculares; t: teca; vs: vaso

sanguineo; seta aberta: regido de membrana basal; seta fechada: células pré-foliculares.
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Figura 8: Micrografia eletronica de transmissdo de gonada feminina. A) Corddes continuos de
oogonias sendo invadidos por células somaticas. Notar limite celular das células somadticas que
envolvem as oogodnias, local de formacdo da membrana basal, isolando-as dos outros
componentes celulares (barra = 4,0um). B) Odcito paquiténico sendo envolvido pelas células
somadticas epiteliais. A disposicao destas células indica um processo de movimentacao e migra¢ao
para o interior do tecido gonadal. Notar a formacdo da membrana basal (barra = 5,0um). C)
Oogonia totalmente individualizada pelas células pré-foliculares (barra = 2,2um). D) Cistos de
oogdnias e odcitos profasicos delimitados pela membrana basal (barra = 1,5um). E) Cisto de
odcitos profdsicos envoltos por prolongamentos citoplasmaticos das células pré-foliculares. Notar
a formacdo da membrana basal ao redor do cisto (barra = 3,0um). F) Detalhe de E mostrando
uma célula pré-folicular que envolve o cisto. Notar o limite citoplasmatico entre ambas as células
e a membrana basal circunjacente (barra = 1,8um). ci: cistos; cs: células somadticas; m:
mitocOndrias; n: nidcleo; o: odcito; og: oogodnia; po: pontes citoplasmadticas; pf: células pré-
foliculares; si: complexo sinaptonémico; vs: vaso sanguineo; asterisco: niiage; seta aberta:

membrana basal; seta fechada: limite celular.
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Figura 9: Micrografia eletronica de transmissdo de gdénada feminina. A) Cistos de odcitos
envoltos por células pré-foliculares. Notar prolongamentos citoplasméticos das células somaticas
(cabecga de seta). Odcito diploténico separado do cisto compartilha ainda a mesma membrana
basal que circunda os cistos (barra = 2,3um). B) Detalhe de uma ponte citoplasmatica de A. Entre
0s odcitos existem pontes citoplasmdticas resultantes do processo de divisdo celular, no qual a
citocinese € incompleta (barra = 0,6um). C) Prolongamentos citoplasmaticos (cabeca de seta) de
uma célula pré-folicular, que envolve e isola uma oogonia (barra = 0,7um). D) Célula pré-
folicular associada a um odcito diploténico. Notar a continuidade da membrana basal que ainda
ndo se interpde entre o odcito e o cisto adjacente (barra = 2,3um). E) Célula pré-folicular com
inimeros desmossomos que a une fortemente a outras células somaticas epiteliais (barra =
1,4um). F) Odcito diploténico partindo de um cisto, permanecendo conectado as células
somaticas adjacentes pela membrana basal. Notar os polimorfismos das células somaticas que
passam a se associar ao odcito (barra = 6,0um). G) Detalhe de F mostrando regido de
continuidade da membrana basal, que envolve o odcito, com as células somaticas circunjacentes
(barra = 4,0um). ci: cistos; cs: células somaticas; d: desmossomos; m: mitocondrias; n: ntcleo;
0: 00cito; po: pontes citoplasmaticas; pf: células pré-foliculares; si: complexo sinaptonémico; vs:
vaso sanguineo; asterisco: niiage; cabeca de seta: prolongamentos citoplasmaticos; seta aberta:

membrana basal; seta fechada: limite celular.
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Figura 10: Micrografia eletronica de transmissao de gonada feminina. A) Odcito em crescimento
primdrio circundado por células foliculares apoiadas em uma membrana basal, que as separa dos
demais componentes celulares (barra = 6,0um). B) Membrana basal continua com célula
somatica epitelial (barra = 1,7um). C) Detalhe da superficie de dois odcitos em crescimento
primdrio. Notar que na regido adjacente aos odcitos, as células foliculares que formam o foliculo
ovariano compartilham uma unica membrana basal. Portanto a teca ainda ndo se encontra
formada nesta regido (barra = 1,5um). D-F) Formacdo da lamelas ovigeras por migracdo de
células somaticas. D) Células somaticas epiteliais apoiadas sob uma membrana basal dispdem-se
perpendicularmente ao tecido gonadal, indicando migragdo e interposic@o entre o tecido gonadal.
Notar membrana basal ja formada nos odcitos subjacentes (barra = 1,5um). E) Invasdo do tecido
gonadal pelas células somadticas, que se interpdem entre dois odcitos (barra = 5,8um). F) Detalhe
de E mostrando as células sométicas isoladas dos foliculos ovarianos pela membrana basal dos
mesmos (barra = 3,2um). cs: células somdticas; f: células foliculares; n: nicleo; nu: nucléolo; o:
odcito; op: odcito em crescimento primdrio; seta aberta: membrana basal; seta fechada: limite

celular.
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Figura 11: Micrografia eletronica de transmissdo de gonada feminina. A) Células mesenquimais
com aspecto estrelado no estroma ovariano formando uma rede de conexdes pela unido entre seus
prolongamentos citoplasmaticos (barra = 1,7um). B) Célula mesenquimal se aproxima do
foliculo ovariano e o contata a partir de seus prolongamentos citoplasmaéticos (barra = 2,0um). C)
Célula mesenquimal agora diferenciada em células pré-tecal contata o foliculo ovariano,
apoiando-se sob a membrana basal do foliculo. Notar a presenca de uma célula da teca ja
associada ao foliculo ovariano. (barra = 1,5um). D) Célula pré-tecal totalmente associada ao
foliculo ovariano. Notar a membrana basal entre a célula pré-tecal e a c€lula folicular (barra =
6,0um). ecm: células mesenquimais; es: estroma ovariano; f: células foliculares; gr: granuldcito;
m: mitocondrias; op: odcito em crescimento primdrio; pt: célula pré-tecal; t: teca; cabeca de
seta: prolongamentos citoplasmaticos; seta aberta: membrana basal; seta fechada: limite

celular.
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Figura 12: Micrografia eletronica de transmissdo de gonada feminina. A) Odcitos em
crescimento primério, envolvidos pela membrana basal e separados do estroma ovariano (barra =
7,0um). B) Detalhe de A. Membrana basal bastante desenvolvida dos foliculos ovarianos separa
as c€lulas foliculares dos demais componentes celulares presentes no estroma ovariano (barra =
1,5um). C) Continuidade da membrana basal e seu compartilhamento entre os foliculos ovarianos
adjacentes (barra = 0,8um). D) Detalhe de C mostrando a membrana basal do foliculo ovariano
(barra = 1,2um). D-E) Detalhes de C mostrando a formag¢ao de microvilosidades entre o odcito e
as células foliculares, e material eletron-denso (duplo asterisco) a ser depositado na regido,
correspondendo ao inicio da formagdo da zona peldcida (barra = 1,2 e 1,6um respectivamente).
F) Odcito em crescimento primdrio deixando o cisto, porém ainda conectado ao mesmo pela
membrana basal (barra = 8,0um). G) Epitélio germinativo com células sométicas epiteliais (pré-
foliculares) envolvendo e isolando uma célula germinativa, através de prolongamentos
citoplasméticos (barra = 4,0um). H) Detalhe de G mostrando célula pré-folicular apoiada na
membrana basal do epitélio germinativo. Notar a membrana basal do foliculo ovariano (barra =
2,0um). cs: células somdticas; ci: cistos; d: desmossomos; es: estroma ovariano; f: células
foliculares; m: mitocondrias; mi: microvilosidades; n: nicleo; nu: nucléolo; og: oogdnia; op:
odcito em crescimento primdrio; pf: célula pré-folicular; t: teca; vs: vaso sanguineo; asterisco
duplo: material eletron-denso; cabeca de seta: prolongamentos citoplasmadticos; seta aberta:

membrana basal; seta fechada: limite celular.
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Figura 13: A) Corte histolégico longitudinal da gonada masculina indiferenciada formada apenas
por células somdticas e espermatogdnias. Células somadticas (pré-Sertoli) invadem os corddes
continuos, individualizando cada célula germinativa primordial (coloracdo: AT). B)
Espermatogonias individualizadas pelas agora células de Sertoli (coloragdo: AT). C-D) Corte
longitudinal do testiculo em inicio de diferenciacdo gonadal. As espermatogodnias encistadas
formam diferentes conjuntos celulares. Notar auséncia de espagos entre os conjuntos celulares e
auséncia de luz ou limen no tecido gonadal (coloracdo: MY). E) Corte histolégico de gonada
masculina, durante inicio da formacao dos tibulos testiculares. Notar o aparecimento de espacos
entre os cistos de espermatogdnias (coloracdo: MY). F) Detalhe de E mostrando os espacos
originados entre os cistos de um mesmo conjunto celular, pelo afastamento dos cistos que o
compdem (coloragdo: MY). G) Conjuntos celulares com cistos que ainda ndo se afastaram e
conjuntos celulares ja com um espaco central (coloragdo: MY). H) Fusdo de conjuntos celulares
adjacentes formando um espaco unico (limen) delimitado por cistos de espermatogOnias. Nesta
etapa, define-se o epitélio germinativo e o tubulo testicular é formado (coloracdo: MY). I) Corte
longitudinal de um testiculo formado apenas por cistos de espermatogdnias que delimitam
diversos tibulos testiculares. cc: corddes continuos de CGPs; cl: conjuntos celulares; cs: célula
somdtica; CGP: célula germinativa primordial; eg: espermatogdnia; gr: granuldcitos; lu: limen
do tdbulo testicular; n: nicleo; vs: vaso sanguineo; asterisco: niiage; seta aberta: células de

Sertoli; seta fechada: células somaticas; simbolo de mais (+): espaco (luz) entre os cistos.
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Figura 14: A-C) Corte histolégico longitudinal de testiculo: A) Antecedendo o inicio da
espermatogénese (coloracao: MY). B) Em inicio de espermatogénese, com tubulos testiculares
ainda vazios (colora¢do: MY). C) Durante a espermatogé€nese; notar o aumento de cistos de
espermatdcitos e espermatides (coloracao: MY). D) Detalhe de B mostrando tibulos testiculares
com ldmen livre de espermatozdides e poucos espermatdcitos (coloragdo: MY). E) Detalhe de C
mostrando aumento do numero de células germinativas e de cistos de espermatdcitos e
espermatides (coloragdo: MY). F) Corte histoldgico parassagital do testiculo repleto de cistos em
diferentes etapas da espermatogénese e inicio da producdo de espermatozdides. Notar os lobos
testiculares (coloracdo: MY). G-H) Tubulos testiculares formados por cistos de células
germinativas em diferentes etapas da espermatogénese (coloracdo: MY). I) Tibulos testiculares
preenchidos por espermatozdides e cistos de espermatogdnias e espermatdcitos. Intersticio
bastante reduzido (coloracdo: MY). ci: cistos; e: espermatdcitos; eg: espermatogdnia; et:
espermdtides; i: intersticio; Lo: lobos testiculares; lu: limen do tdbulo testicular; vs: vaso
sanguineo; z: espermatozéides; seta aberta: células de Sertoli; seta fechada: células somaticas;

simbolo de mais (+): espaco (luz) entre os cistos
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Figura 15: A) Compartimento intersticial e compartimento germinativo de um testiculo.
Aumento do nimero de cistos de espermatdcitos e espermatides. O nimero de espermatogonias €
reduzido gradativamente (coloragdo: MY). B) Cistos de espermatdcitos no tibulo testicular e
espermatozdéides em seu limen (coloracdo: MY). C) Corte histoldgico longitudinal de testiculo
com grande quantidade de espermatozdides e epitélio germinativo descontinuo. Ducto
espermatico totalmente formado pela anastomose dos tubulos testiculares na regido dorsal do
testiculo (coloracdo: MY). D) Tubulos testiculares anastomosados. Grande quantidade de
espermatozdides e presenga moderada de cistos (coloracdo: MY). E) Cistos de espermatogonias,
espermatdcitos e espermatides. Pouca quantidade de espermatozdides no limen testicular. Notar
a diferenca da disposi¢do das espermdtides iniciais e espermatides finais no interior dos cistos
(coloracdo: AT). F-G) Tubulos testiculares totalmente preenchidos por espermatozoéides.
Epitélio germinativo descontinuo e compartimento intersticial bastante reduzido (coloracdo: AT).
du: ducto espermdtico; e: espermatdcitos; ef: espermdtides finais; eg: espermatogonia; et:
espermdtides; i: intersticio; m: metafase ta: tibulos anastomosados; tu: tdbulo testicular; z:

espermatozoides.
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Figura 16: Cortes histoldgicos de testiculos em diferentes periodos da diferenciacdo gonadal corados pelo
Meétodo de Reticulina, permitindo o acompanhamento da formagdo da membrana basal, pela impregnacdo por
prata das fibras reticulares, que se coram em preto-acastanhado. A) Corte longitudinal de gonada indiferenciada
com presencga de corddes continuos de células germinativas primordiais sendo invadidos por células sométicas.
Notar que desde entdo, a membrana basal ja separa parcialmente os componentes associados ao epitélio
germinativo dos componentes celulares que dardo origem ao intersticio. B) Detalhe de A mostrando corddes
continuos sendo invadidos pelas células pré-Sertoli. Notar a membrana basal, delimitando-os. C) Conjuntos
celulares de cistos de espermatogdnias delimitados por uma membrana basal. Notar auséncia de luz entre os
conjuntos celulares ou entre os cistos de um mesmo conjunto. D) Corte longitudinal de gdnada em
diferenciacdo, formada por diversos conjuntos celulares que se distribuem ao longo do tecido gonadal. Reparar
que estes estdo sempre delimitados por uma membrana basal que os separa dos componentes intersticiais. E)
Detalhe de D. Cistos de um mesmo conjunto celular se afastam, originando um espago entre eles (+).
Membrana basal permanece somente ao redor dos conjuntos celulares e nunca em seu interior. F) Fusdo entre
dois conjuntos celulares delimitados por uma membrana basal. Notar auséncia de membrana basal na regido de
fusdo (seta branca). G) Corte longitudinal de uma génada masculina, agora com grande quantidade de cistos de
espermatogonias e tibulos testiculares jd formados. H) Detalhe de G mostrando tibulos adjacentes separados
por prolongamentos citoplasmaticos (cabega de seta) das células somadticas. Estas ao se afastarem, permitem a
fusdo entre os dois conuntos celulares, formando o Iimen dos tibulos testiculares. Notar que todo o conjunto
estd delimitado por uma membrana basal e auséncia desta em seu interior. I) Corte longitudinal de um testiculo
que apresenta cistos de espermatogdnias e espermatdcitos. J) Detalhe de I mostrando um tibulo testicular
formado por cistos de espermatogdnias e espermatdcitos, totalmente delimitado pela membrana basal. K)
Tibulos testiculares com espermatozdides em seu limen. Notar que entre dois tdbulos, circundados por uma
membrana basal continua, esta ndo se faz presente entre os tibulos, indicando uma regiao na qual se dard uma
anastomose. L) Corte longitudinal de testiculo com ducto testicular ja formado. Notar a disposi¢do dos tibulos
testiculares ao longo do tecido gonadal e presenca de inimeras anastomoses entre os mesmos. M) Detalhe de
L. Tdbulos anastomosados sdo circundados por uma membrana basal continua. N) Detalhe de L. Tubulos
testiculares que ndo sofreram anastomoses, sendo circundados integralmente pela membrana basal. O) Detalhe
de L. Tubulos testiculares sofrem anastomoses e o epitélio germinativo torna-se descontinuo, com reduzido
ndmero de cistos. cc: corddes continuos; ci: cistos; cl: conjuntos celulares; du: ducto espermético; e:
espermatdcitos; eg: espermatogdnia; i: intersticio; ta: tiibulos anastomosados; tu: tibulo testicular; vs: vaso
sanguineo; z: espermatozdides; cabeca de seta: prolongamentos citoplasmdticos; seta aberta: regido de

membrana basal; seta fechada: células de Sertoli; simbolo de mais (+):espago (luz) entre os cistos.
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Figura 17: Micrografia eletronica de transmissao de gdnada masculina. A) Corddes continuos de
espermatogoOnias sendo invadidos por células pré-Sertoli. Nao € possivel notar regido de
membrana basal (barra = 8,0um). B) Prolongamentos de uma célula pré-Sertoli, que envolve uma
espermatogonia. Notar o limite celular da célula pré-Sertoli, possivel regido de formacgao de
membrana basal (barra = 2,0um). C) Célula pré-Sertoli, com as mesmas caracteristicas de células
de Sertoli, disposta entre as espermatogonias. Notar nucleo triangular, nucléolo evidente e
prolongamentos citoplasmaticos (cabeca de seta) (barra = 2,0um). D) Formacdo de um conjunto
celular composto por cistos de espermatogdnias. Notar que o conjunto celular é delimitado por
células somadticas, apoiadas em uma membrana basal (barra = 3,5um). E) Detalhe de D
mostrando regido de formacdo da membrana basal, que separa o conjunto celular dos
componentes intersticiais (barra = 1,8um). F) Cistos de um mesmo conjunto celular iniciam
processo de afastamento (setas cruzadas), formando um pequeno espaco entre eles (barra =
7,0um). G) Detalhe de F mostrando uma espermatogonia totalmente envolta por prolongamentos
das células de Sertoli, antes mesmo do inicio do afastamento entre os cistos (barra = 1,7um). cl:
conjuntos celulares; cs: células somadticas; d: desmossomos; eg: espermatogénia; m:
mitocOndrias; n: ndcleo; nu: nucléolo; ps: células pré-Sertoli; vs: vaso sanguineo; asterisco:
niiage; cabeca de seta: prolongamentos citoplasméticos; seta aberta: membrana basal; setas
cruzadas: afastamento dos cistos no interior de um conjunto celular, dando origem a um espago

central; seta fechada: limite celular.
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Figura 18: Micrografia eletronica de transmissdo de gdnada masculina. A) Maior afastamento
entre os cistos de um mesmo conjunto celular, levando a formacao de uma pequena luz ou ltimen
central (setas cruzadas) (barra = 5,0um). B) Detalhe de A. Notar a grande quantidade de restos
citoplasméaticos no interior da luz formada. Esta luz entre os cistos € delimitada por
prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli que envolvem as espermatogdnias. Notar
que os cistos estdo delimitados por uma membrana basal (barra = 2,0um). C) Maior afastamento
entre os cistos, consequentemente o limen torna-se maior entre os cistos (barra = 6,0um). D)
Limen sendo formado. Notar os prolongamentos citoplasmaticos em seu interior (cabega de seta)
e células de Sertoli sempre envolvendo as espermatogénias (barra = 4,0um). E) Conjuntos
celulares com limen formado, agora confluem para a formacdo de um limen tnico. Intersticio
pode ser observado entre os conjuntos celulares adjacentes (barra = 5,0um). F) Detalhe do limen
formado em E. Notar os prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli que compdem os
cistos de espermatogonias (barra = 2,0um). cl: conjuntos celulares; es: células somaticas; eg:
espermatogOnia; i: intersticio; m: mitocdndrias; n: nucleo; nu: nucléolo; S: célula e Sertoli;
asterisco: niiage; cabeca de seta: prolongamentos citoplasmaticos; seta aberta: membrana
basal; setas cruzadas: afastamento dos cistos, dando origem a um espaco central (luz ou limen);

seta fechada: limite celular.
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Figura 19: Micrografia eletronica de transmissdo de gonada masculina. A) Indmeros espacos
formados no interior de conjuntos celulares distintos (setas cruzadas) (barra = 7,0um). B) Espaco
de dois conjuntos celulares adjacentes, delimitados por prolongamentos citoplasmaticos de uma
mesma célula de Sertoli (barra = 8,0um). C) Rede formada por prolongamentos citoplasmaticos
(cabeca de seta) de células somdticas no interior dos espagos criados pelo afastamento dessas
células (barra = 2,5um). D) Detalhe de C. Reparar nos prolongamentos citoplasmaticos de duas
células somdticas que se contatam (cabeca de seta). Ao deixarem de se contatar, oS espagos
adjacentes (setas cruzadas) tornam-se unico (barra = 0,5um). E) Apds afastamento das células
somadticas entre conjuntos celulares adjacentes, o limen € formado, sendo delimitado por cistos
de espermatogodnias. Estd formado o tibulo testicular (barra = 3,0um). F) detalhe de E mostrando
que o limen € delimitado por prolongamentos das células de Sertoli que formam o cisto, sendo
que a espermatogoOnia nunca estd exposta diretamente para a luz (barra = 1,0um). ci: cistos; cl:
conjuntos celulares; cs: células somadticas; eg: espermatogdnia; i: intersticio; n: nicleo; S: célula
e Sertoli; cabeca de seta: prolongamentos citoplasmadticos; seta aberta: membrana basal; setas

cruzadas: limen formado entre os cistos no interior de diferentes conjuntos celulares.
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Figura 20: Micrografia eletronica de transmissdo de gonada masculina. A) Diferentes tiibulos
testiculares formados por cistos de espermatogdnias e espermatdcitos, apoiados sobre uma
membrana basal. Notar o inicio do desenvolvimento e diferenciacdo do intersticio (barra =
8,0um). B) Detalhe de uma regido de intersticio, na qual se encontram células somadticas, vasos
sanguineos € uma célula de Leydig. Notar os tibulos testiculares ao redor, separados do
intersticio por uma membrana basal (barra = 3,0um). C) Célula de Sertoli, com nicleo triangular,
apoiada sobre a membrana basal e emitindo prolongamentos citoplasméticos que envolvem as
espermatogonias adjacentes (barra = 1,0um). D) Cisto de espermatdcitos, delimitados por
prolongamentos citoplasméticos das células de Sertoli que se apéiam sobre uma membrana basal
(barra = 4,0um). E) Cisto de espermatdcito em diferentes etapas da divisdo celular
(espermatdcitos profasicos e metafasicos). Entre os espermatdcitos, nota-se a formagao de pontes
citoplasmaéticas. No detalhe, uma ponte citoplasmatica, resultante do processo de divisao celular,
com citocinese incompleta, apresentando refor¢os de membrana (barra = 1,5um). F-G)
Espermatozéides de Cyprinus carpio no ldmen testicular. Nucleo altamente eletron-denso e
citoplasma bastante reduzido. Mitocondrias se dispdoem ao redor do flagelo em formacao. Notar
em F corte transversal da por¢do inicial do flagelo, na qual o axonema € envolto por grande
quantidade de mitocOndrias que o circundam (barra = 1,0um). G) Notar microtibulos do
axonema que compdem o flagelo do espermatozéide (barra = 0,7um). ci: cistos; e:
espermatocitos; eg: espermatogonia; i: intersticio; L: célula de Leydig; m: mitocondrias; me:
metafase; mi: mitocondrias da peca intermedidria do espermatozdide; mt: microtibulos do
axonema que formam o flagelo do espermatozdide; n: nicleo; po: ponte citoplasmatica com
reforco de membrana S: célula de Sertoli; vs: vaso sanguineo; cabeca de seta: prolongamentos

citoplasmdticos; seta aberta: membrana basal; seta fechada: limite celular.
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CRONOLOGIA DA DIFERENCIACAO GONADAL
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75 85

95 150

360

Principais eventos da diferenciacdo gonadal feminina e masculina, ao longo do tempo (dias pos-

fertilizacdo - dpf), durante o periodo de um ano, desde 0 momento da fecundacao (zero hora).
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DISCUSSAO

O epitélio germinativo, permanentemente ativo, ¢ a fonte de renovacdo celular que
assegura e mantém a continuidade da gametogénese nos peixes. Na dltima década os estudos de
Grier e colaboradores sobre dindmica do epitélio germinativo propiciaram um novo entendimento
dos eventos ciclicos de desenvolvimento gonadal pelos quais os machos (Grier e Taylor, 1998;
Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2002) e as fémeas (Grier, 2000, 2002; Grier et al., 2005; 2007)
dos Teleostei passam ao longo da vida reprodutiva. Todos estes estudos conduzidos com
individuos sexualmente adultos e consequentemente com um epitélio germinativo ativo, deixam,
no entanto, uma lacuna no que se refere ao conhecimento da formacdo do préprio epitélio
germinativo.

Os vdrios relatos existentes sobre a diferenciacdo gonadal nos Teleostei (Davies e
Takashima, 1980; Timmermans e Taverne, 1983; Colombo et al., 1984; Parmentier e
Timmermans, 1985; Colombo e Grandi, 1996; Grandi e Colombo, 1997; Meijide et al., 2005,
Otani et al., 2005; Cek, 2006), inclusive em Cyprinus carpio (Winkoop et al., 1992;
Timmermans et al., 1996), em geral abordam a origem das células germinativas primordiais, e
sua associacdo com as células somadticas na organizacdo das estruturas gonadais, mas ndo t€m, até
entdo, se ocupado com a formacao do epitélio em si. Além disso, estes estudos partem geralmente
de secc¢des transversais das gonadas em desenvolvimento o que impossibilita a visdo do processo
como um todo. Para que a formacao do epitélio germinativo pudesse ser realmente acompanhada
e que esperangcosamente pudesse ser um modelo para os estudos dessa natureza, a diferenciacao
gonadal em C. carpio, desde a constituicdo do primérdio gonadal até sua organizagdo final em
um ovdério ou testiculo foi acompanhada histologicamente, através de seccdes transversais,

longitudinais ou parassagitais, e complementadas com anélises ultra-estruturais.

O primoérdio gonadal

Em Cyprinus carpio, aqui analisado, o primérdio gonadal foi detectado em animais com
sete dias pods-fertilizagdo, no primeiro dia apds total absor¢do do saco vitelinico pelo animal em
desenvolvimento. O intervalo de zero a sete dias pos-fertilizacdo, inclui a embriogénese, e € tido

como o periodo no qual ocorre a migracdo das células germinativas primordiais a partir de
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regides extragonadais para a crista gonadal resultando na formacao do primérdio gonadal (Satoh,
1974; Hamaguchi, 1982; Timmermans e Taverne, 1989; Winkoop et al., 1992; Flores e Burns,
1993). O primérdio gonadal estd presente em ambos os lados da bexiga natatéria e dorsalmente
ao intestino, sendo identificado pela presenga de grandes células germinativas primordiais
rodeadas por células somdticas oriundas da crista gonadal (Parmentier e Timmermans, 1985;
Timmermans et al., 1996; presente estudo). Decorrente do seu recente processo de migragdo, as
células germinativas primordiais apresentam inicialmente formas elipticas (Cek, 2006; presente
estudo), tornando-se mais esféricas na gonada indiferenciada.

Antecedendo a diferenciagdo gonadal, a maioria das células sométicas presentes no tecido
gonadal de Cyprinus carpio sdo morfologicamente semelhantes tanto nas gonadas supostamente
masculinas como nas femininas e parecem ser provenientes de um epitélio celomatico (mesotélio
da crista gonadal), tendo, portanto, origem epitelial, como relatado por Nakamura e
colaboradores (1974) e Devlin e Nagahama (2002). Com o inicio da diferenciacdo gonadal, um
outro tipo celular € detectado — as células somdticas que irdo compor o tecido intersticial das
gbonadas. Estas, ainda indiferenciadas e com aspecto estrelado, teriam uma origem mesenquimal,
sendo provenientes do mesénquima subjacente ao epitélio celomdtico (Devlin e Nagahama,
2002).

Sucessivos ciclos mitéticos das células germinativas primordiais, € das células somaticas
levam ao povoamento da gonada em desenvolvimento (Winkoop et al., 1992), que se alonga e
torna-se mais espessa (Hliwa er al., 2003). A despeito do alongamento e espessamento
progressivo do primérdio gonadal em Cyprinus carpio, divisdes mitéticas das células
germinativas primordiais, ndo foram documentadas.

Portanto, durante todo o periodo compreendido entre 07 e 30 dias pds-fertilizagdo, o
primérdio gonadal em Cyprinus carpio nao apresenta outras mudancas morfoldgicas que nao o
aumento na quantidade de células sométicas presentes. Mantém-se como uma estrutura formada
apenas por células somaticas e pelas células germinativas primordiais, as quais permanecem raras
e isoladas. Nem mesmo a formacao de vasos sanguineos € detectada no periodo. Portanto define-
se aqui como “primdrdio gonadal” o tecido gonadal em desenvolvimento, ou seja, a gdbnada em
formacdo, constituida apenas de células germinativas primordiais e células somdticas, com

auséncia total de vasos sanguineos.
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A gonada indiferenciada

Em Cyprinus carpio a partir de 37 dias pds-fertilizagdo, as células germinativas
primordiais ainda isoladas entre as células sométicas, aumentam consideravelmente em nimero e
0s primeiros vasos sanguineos sdo detectados, principalmente proximos as células germinativas
primordiais. A proximidade das células germinativas primordiais com vasos sanguineos parece
estar associada ao aporte e percep¢ao de diferentes estimulos (Devlin e Nagahama, 2002), como
os estimulos hormonais que atuam na diferenciacdo celular e que se difundem através da
circulagio sanguinea (Cek, 2006). O até entdo primoérdio gonadal passa a constituir uma génada
indiferenciada, na qual células germinativas primordiais encontram-se espalhadas isoladamente
entre as células somdticas principalmente na regido central da génada. Esse arranjo do tecido
gonadal e disposicdo das células germinativas primordiais parecem resultar do descompasso
existente entre proliferacdo de células somdticas - anterior e/ou mais ripida - do que a
proliferacdo das células germinativas primordiais. Como consequéncia, a gonada se alonga; as
células germinativas ficam isoladas, sendo interceptadas por segmentos gonadais formados
unicamente por células somdticas (Winkoop et al., 1992; Striissmann et al., 1996; Lin et al.,
1997; Meijide et al., 2005; presente estudo).

Para alguns autores (Colombo e Grandi, 1996; Hendry ef al., 2002) o aumento do niimero
de células germinativas primordiais neste momento deve-se a migracdo tardia das células
germinativas primordiais a partir de regides extragonadais e justificam assim a auséncia de
divisdes mitdticas neste periodo. E certo que o periodo de migracdo das células germinativas
primordiais de regides extragonadais para as gonadas é bastante varidvel, dependendo da espécie
em questdo. No Anguilliformes, Anguilla anguilla, por exemplo, a presenca de células bastante
semelhantes as células germinativas primordiais na parede da cavidade celomatica, proximo a
gbénada, € considerada uma evidéncia morfolégica de que o aumento do nimero de células
germinativas nas gdonadas € causado pela migracao das células germinativas primordiais e ndo por
divisdes mitéticas, mesmo apds o periodo de metamorfose das larvas (Grandi e Colombo, 1997).

Em Cyprinus carpio, porém, essa possibilidade de migracdo tardia das células
germinativas primordiais ndo € aqui considerada uma vez que ndo se observou nenhuma célula
semelhante as células germinativas primordiais em outras regides da cavidade celomética. Ainda

nesse aspecto, apds o sétimo dia pds-fertilizagdo, a migracdo de células germinativas primordiais
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oriundas do saco vitelino torna-se aqui invidvel, uma vez que neste periodo, as larvas encontram-
se com 0 saco vitelino totalmente consumido.

Outros autores entendem que a migracdo tardia das células germinativas primordiais
responderia pela disposicao destas células em grupos formando corddes continuos (Winkoop et
al., 1992). Em Cyprinus carpio, a formagdo desses corddes continuos de células germinativas
primordiais coincide com o aumento pronunciado das divisdes mitéticas deste tipo celular.
Supde-se, portanto que, os corddes continuos formam-se a partir de divisdes mitdticas das células
germinativas primordiais que encontravam-se até entdo isoladas.

As gobnadas indiferenciadas com células germinativas primordiais organizadas em
corddes continuos nao oferecem nenhum indicio quanto ao rumo do processo de diferenciagao,
ou seja, se tornardo ovdrios ou testiculos. No entanto, a reorganizacdo estrutural que se segue
com corddes continuos sendo invadidos pelas células sométicas (Hamaguchi, 1992; Flores e
Burns, 1993; Meijide et al., 2005; presente estudo) determina uma nova relacio entre as células
germinativas e somdticas comprometendo o rumo da diferenciacio, na qual as gdbnadas femininas

e masculinas assumem definitivamente o seu destino.

A distingdo sexual das gonadas

E consenso entre os diferentes autores que a proliferacio de células germinativas
primordiais e sua entrada em meiose marcam o inicio da diferenciacdo gonadal nos peixes
gonocoristas, seja ela ovariana ou testicular (Nakamura e Takahashi, 1973; Striissmann et al.,
1996; Nakamura et al., 1998; Maack e Segner, 2003; Meijide et al., 2005). E que os principais
parametros morfoldgicos utilizados para a distin¢gdo sexual das gonadas em desenvolvimento sdo
constituidos pela formacdo da cavidade ovariana a partir do acimulo de células somaticas na
periferia do ovério, e pela formagdao do ducto eferente na gdonada masculina (Nakamura e
Takahashi, 1973; Nakamura e Nagahama, 1989; Striissmann et al., 1996; Nakamura et al., 1998;
Meijide et al., 2005; Komatsu et al., 2006).

Em alguns grupos de Teleostei, como por exemplo, no Siluriformes, Ictalurus punctatus

(Patifio ef al., 1996) e no Perciformes, Sarotherodon niloticus (Nakamura e Nagahama, 1985), a

diferenciacdo da gdbnada feminina tem inicio com a formagdo da cavidade ovariana precedendo o
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inicio da atividade meidtica das oogdnias ou ainda com ambas ocorrendo de forma concomitante,
como em outro Perciformes, Oreochromis mossambicus (Nakamura e Takahashi, 1973).

A distingdo entre as gdnadas femininas e masculinas pode ser detectada mais cedo a partir
da maneira como se organizam as células germinativas e as células somadticas a elas associadas
quando da perda da organizacdo cordonal pelas células germinativas primordiais. Assim em
Cyprinus carpio quando as células somadticas que circundam os corddes continuos de células
germinativas primordiais interpenetram as células germinativas primordiais envolvendo-as, sdo
formados cistos que se mantém isolados nas futuras gonadas femininas e organizam-se em
conjuntos nas futuras gdnadas masculinas. As células germinativas primordiais individualmente
envolvidas pelas expansdes citoplasmdticas das células somdticas, formando um cisto,
diferenciam-se em oogOnias ou espermatogdnias. As células somdticas que se associam as
primeiras oogdnias constituem as células pré-foliculares, enquanto as associadas as primeiras
espermatogOnias constituem as pré-Sertoli.

Os cordoes celulares e as células somadticas a eles associados, bem como 0s cistos aos
quais dao origem sdo delimitados por uma membrana basal, claramente exposta pelo método de
coloragcdo para a reticulina, mostrando que a segregacdo entre 0s componentes germinativos e
intersticiais ocorre j nas gobnadas ndo totalmente diferenciadas.

Em Cyprinus carpio, no interior dos cistos das agora gonadas femininas, as oogdnias
proliferam por mitose ou entram em meiose dando origem aos odcitos, enquanto nas gonadas
masculinas a entrada em meiose € precedida pela organizacdo dos tibulos seminiferos.

Os cistos formados sejam aqueles contendo espermatogdnias ou oogdnias, nao diferem
daqueles presentes nas gdnadas masculinas dos animais sexualmente adultos (Grier, 1981; 2002;

Billard, 19863 Pudney, 1995; Guraya, 2001; Grier e Uribe, 2009).

A formacgdo dos primeiros foliculos ovarianos

Andlogo ao que ocorre no epitélio germinativo das lamelas ovigeras nas fémeas
sexualmente adultas (Grier, 2000; Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009), também na gonadas
indiferenciadas de Cyprinus carpio, cada oogdnia no interior do cisto pode continuar se dividindo
por mitose, formando novas oogdnias ou pode entrar em meiose originando os odcitos. Com as

divisoes celulares ocorrendo dentro dos cistos estes aumentam de tamanho devido ao aumento do
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nimero de células e t€m uma nova expansao com a entrada em meiose. O aumento do tamanho
dos cistos é acompanhado pela proliferacao das células somaticas que o envolvem, as células pré-
foliculares. No interior de cada cisto, o desenvolvimento das células germinativas € sincronico.
Acredita-se que desenvolvimento sincronico das células germinativas no interior de cistos deva-
se a presencga de pontes citoplasmadticas entre as células (Fawcett et al., 1959). Existentes entre as
células germinativas nos cistos dos machos sexualmente adultos (Grier, 1976; Billard, 1984;
Silveira et al., 1990; Gusmao et al., 2002; Quagio-Grassiotto e Carvalho, 1999; Negrao et al.,
2002), pontes citoplasmadticas entre odcitos profdsicos como as vistas nos cistos presentes nas
gonadas compactas de Cyprinus carpio foram recentemente mostradas entre odcitos profésicos
do Mugiliformes, Liza aurata (Le Menn et al., 2007).

Seguindo a entrada e posterior permanéncia em diploteno, os odcitos se desenvolvem. O
desenvolvimento primdrio dos odcitos que tem inicio ainda nos cistos se continua no interior dos
foliculos ovarianos. Na formacao dos foliculos ovarianos, dos animais sexualmente adultos, as
células pré-foliculares progressivamente interpenetram nos cistos e envolvem cada odcito
individualizando-os (ver Le Menn et al., 2007; Grier et al., 2009 para revisao; presente estudo).
Nas gonadas femininas, ainda compactas de Cyprinus carpio, a medida que os odcitos crescem,
sdo separados dos odcitos adjacentes por células pré-foliculares provenientes da propria parede
do cisto. O odcito em crescimento projeta-se para fora do cisto e € progressivamente envolto
pelas células, agora, foliculares e pela membrana basal em formacdo. As células foliculares
polimérficas em decorréncia do seu ativo processo de movimentacdo, ao envolverem
completamente os odcitos tornam-se pavimentosas. Formam-se assim os primeiros foliculos
ovarianos, constituidos pelo odcito em crescimento envolto por uma camada de células
foliculares pavimentosas, circundadas e apoiadas numa membrana basal. A membrana basal
segrega os foliculos recém formados dos demais constituintes celulares presentes nas gonadas em

desenvolvimento.

A formacdo do epitélio germinativo feminino, a constituicdo das lamelas ovigeras e a
organizagdo dos complexos foliculares
Nas gonadas femininas, ainda compactas, de Cyprinus carpio, os foliculos ovarianos em

formacdo sdo gradualmente circundados por uma lamina basal e permanecem imersos no tecido
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gonadal. A partir da periferia da regido ventral da génada, células epiteliais em movimentagcdao
adentram o tecido compacto formando invaginacdes que progridem e a0 mesmo tempo em que
formam as lamelas ovigeras, ddo origem ao epitélio germinativo que as margeia. As células
somaticas epiteliais oriundas da periferia da gonada ao migrarem para o interior do tecido
compacto interpdem-se por entre as células germinativas - cistos com oogdnias, ninhos em
desenvolvimento e mesmo por entre os foliculos ovarianos recém formados - interconectando-as.
As células germinativas desde o inicio de formagdao da gonada estdo segregadas dos demais
componentes teciduais pelas células pré-foliculares que por sua vez apdiam-se sobre uma
membrana basal. Portanto, o epitélio germinativo, quando da sua formacao, estard separado do
estroma ovariano pela membrana basal e as células germinativas agora constituintes e
aprisionadas do epitélio nunca fazem face com o limen que se forma entre as lamelas ovigeras.

Ao longo do tecido gonadal feminino de Cyprinus carpio, interpostos aos foliculos
ovarianos ja formados e aos cistos de oogodnias e/ou odcitos, encontram-se outros componentes
celulares. Dentre estes, surgem pequenos espacos, que se expandem gradativamente dando
origem a espacos extravasculares. Células estreladas com caracteristicas mesenquimais
progressivamente se interconectam formando uma rede frouxa que d4 origem a um
compartimento intersticial. Este compartimento corresponde ao estroma ovariano, do qual novos
componentes celulares irdo se diferenciar, permanecendo isolados do compartimento germinativo
pela membrana basal. O estroma ovariano nos peixes € em geral formado por um tecido
conjuntivo frouxo do tipo mucoso, no qual os espagos extravasculares sdo amplos e a quantidade
de fibras coldgenas é pequena (Grier, 2000; presente estudo).

No estroma, as células mesenquimais emitem prolongamentos citoplasméticos que
interagem com os foliculos ovarianos e respondem de ora em diante pela formacdo dos
constituintes da teca. Como os foliculos ja apresentam uma membrana basal totalmente formada,
as células mesenquimais ao contatarem o foliculo, apéiam-se sobre sua membrana basal, e
diferenciando-se em uma célula pré-tecal.

Com a diferenciagdo das células da teca, o foliculo ovariano em Cyprinus carpio passa a
constituir o complexo folicular. O complexo folicular € formado, portanto, pelo odcito
diploténico, envolto pelas células foliculares, apoiadas em uma membrana basal e por duas

camadas de células da teca (a teca interna e a teca externa) (Tokarz, 1978; Wallace e Selman,
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1990; Grier, 2000; Grier e Lo Nostro, 2000; Grier, 2002; Grier et al., 2007; Le Menn et al., 2007
Grier et al., 2009).

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

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

No epitélio germinativo que margeia as lamelas ovigeras recém formadas, nas gdbnadas de
Cyprinus carpio, a proliferacio das oogodnias forma aglomerados celulares delimitados pela
membrana basal, os ninhos. Nos ninhos as oogdnias s@o encistadas por células somaticas de
origem epitelial - as células pré-foliculares — no interior do cisto proliferam por mitose e ou
entram em meiose dando origem a cistos de odcitos. Oogodnias ndo encistadas, oogbnias no
interior de cistos e cistos contendo odcitos, além das células pré-foliculares convivem no interior
de um mesmo ninho. Como ocorre nos animais sexualmente adultos (Grier et al., 2007; 2009),
os odcitos em Cyprinus carpio iniciam o crescimento primdrio ainda no interior dos cistos € ao
serem envoltos pelas células pré-foliculares durante a formacdo dos foliculos ovarianos,
permanecem conectados ao epitélio germinativo através de certa extensdo da membrana basal
compartilhada entre as células foliculares e as células epiteliais propriamente ditas. As regides da
membrana basal comuns entre o epitélio germinativo e os foliculos ovarianos, até entao de dificil
deteccdo pelos métodos de coloracdo convencionais, e ndo sem dificuldades indiretamente
expostos pelo método de PAS (que permite a detec¢do de polissacarideos neutros), puderam aqui
finalmente ser claramente observadas quando do uso da metodologia que utiliza a afinidade pela

prata para contrastar as fibras reticulares.
A formacdo da cavidade ovariana

O ultimo dos eventos da diferenciacdo ovariana que ocorre em Cyprinus carpio € a

formacao da cavidade ovariana, que acontece somente apds completa diferenciacdo das lamelas
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ovigeras, estabelecimento do epitélio germinativo e formagdo do estroma ovariano, bem como
inicio do crescimento primario dos odcitos, portanto apds completa diferenciacdo germinativa.

O processo de formacdo da cavidade ovariana em Cyprinus carpio, exceto pela ordem
cronoldgica dos eventos da diferenciacdo gonadal, ndo difere do descrito em outras espécies de
peixes (ver Nakamura et al., 1998 para revisao).

A partir da periferia das lamelas ovigeras, a proliferacdo de células somdticas leva a
formacdo de laminas teciduais que se expandem e ao se contatarem, fusionam e encerram as
lamelas ovigeras numa cavidade, formando o limen ovariano. A formag¢ao das laminas teciduais
que levam ao fechamento do ovério e a constituicdo da cavidade ovariana t€ém sido descrita
sempre em secc¢Oes transversais nas quais se apresentam como protuberancias laterais do 6rgao
formadas por células somadticas e que aumentam gradativamente até encontrarem-se € se
fundirem, delimitando, assim, a cavidade ovariana. (Patifio e Takashima, 1995; Nakamura et al.,
1998; Striissmann e Nakamura, 2002; Meijide et al., 2005).

Este tipo de ovario, comum na maioria dos Teleostei, € dito cisto-ovério, e constitui um
orgdo cavitdrio, no qual se projetam as lamelas ovigeras (Hoar, 1969; Nagahama, 1983; Selman e
Wallace, 1986; Connaughton e Aida, 1998; Helfman et al., 2000), sendo continuo com o
gonoducto (Grier et al., 2007; 2009) que desemboca na papila urogenital.

Os cisto-ovarios, como os de Cyprinus carpio na etapa em que antecede a formacao da
cavidade ovariana, passam por uma organizacdo do tipo gymno-ovariana. Gymno-ovarios
presentes em alguns grupos de peixes como os Salmoniformes, por exemplo, t€ém as lamelas
ovigeras expostas diretamente para a cavidade celomadtica, na qual os odcitos maduros sao

liberados (Helfman et al., 2000; Grier et al., 2007; 2009).

A formacgdo do epitélio germinativo masculino, a constituicao dos tiibulos seminiferos e a
organizagdo dos testiculos

Nas gonadas supostamente masculinas de Cyprinus carpio, os corddes continuos de
células germinativas primordiais s@o invadidos por células sométicas, as agora células pré-Sertoli,
que ao se interporem gradualmente entre as células germinativas, emitem prolongamentos
citoplasmaticos, individualizando cada célula germinativa primordial. Formam-se os cistos, nos

quais, as agora espermatogonias, encontram-se circundadas e isoladas uma das outras pelos
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prolongamentos citoplasmaticos das agora células de Sertoli (Timmermans e Taverne, 1983;
Parmentier e Timmermans, 1985; Nakamura et al., 1998; Meijide et al., 2005; Otani et al., 2005;
Cek, 2006). As células de Sertoli sdo tidas como oriundas de células epiteliais (Hamaguchi,
1992; Grier, 1993) e ao envolverem as espermatogoOnias, estabelecem indmeros complexos
juncionais, que respondem pela integridade do cisto e composicdo da barreira hemato-testicular
(Nagahama, 1983; Pudney, 1993; Meijide et al., 2005).

Em Cyprinus carpio os cistos conectados entre si por complexos juncionais organizam-se
em conjuntos, que sao circundados parcialmente por uma membrana basal. Na regido central de
cada conjunto, os cistos afastam-se gradualmente um dos outros, criando um pequeno espago
luminal.

Rearranjos celulares na regido livre de membrana basal entre conjuntos de cistos
adjacentes permitem a sua fusdo ou confluéncia, dando origem aos tibulos testiculares,
suportados por uma membrana basal continua que os separa do compartimento intersticial.
Decorrente da fusdo progressiva entre os conjuntos de cistos forma-se também o compartimento
luminal.

Nesse momento todos os critérios pelos quais o epitélio germinativo € definido
encontram-se reunidos e nas gonadas masculinas de Cyprinus carpio organiza-se também o
compartimento intersticial. O testiculo em C. carpio, como nos demais Teleostei passa, portanto,
a ser formado por dois compartimentos: o compartimento germinativo, constituido pelo epitélio
germinativo que margeia os tibulos seminiferos, € o compartimento intersticial, ambos separados
por uma membrana basal (Grier, 1992, 1993; Loir et al., 1995; Pudney, 1996; Grier e Lo Nostro,
2000; Grier e Uribe, 2009).

O compartimento intersticial € constituido por vasos sanguineos, células midides, fibras
nervosas e tecido conjuntivo (Grier et al., 1989; Loir, 1990; Pudney, 1996; Loir et al., 1995;
Grier e Uribe, 2009), além das células de Leydig (Loir et al., 1989; Loir, 1990; Pudney, 1996;
Callard, 1996). Detectdvel e identificavel somente a microscopia eletronica, os componentes do
compartimento intersticial parecem ser os Ultimos a se organizarem durante o desenvolvimento
testicular em Cyprinus carpio.

Uma vez organizados os compartimentos testiculares em Cyprinus carpio, a

espermatogénese tem inicio. Como na maioria dos Teleostei a espermatogénese em C. carpio é
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cistica, o processo no interior de cada cisto ocorre de forma sincronica, ou seja, em cada cisto
células germinativas encontram-se em uma mesma fase de desenvolvimento. As espermatogonias
dividem-se mitoticamente dando origem as espermatogOnias secunddrias, as quais através de
divisdes meidticas dardo origem aos espermatocitos, que se diferenciam em espermatides e
espermatozoéides (Grier, 1981; 2002; Billard, 1986; Pudney, 1995; Guraya, 2001; Grier e Uribe,
2009).

Com o avanco do desenvolvimento gonadal os cistos de espermatdcitos e espermatides
tornam-se gradativamente predominantes sobre os cistos de espermatogoOnias secunddrias, € os
espermatozodides comecam a ser liberados no compartimento luminal. Inicialmente, a produgdo
de espermatozdides é pequena, porém, ao final do desenvolvimento gonadal, a quantidade de
cistos é reduzida drasticamente; nos tubulos testiculares o epitélio germinativo torna-se
descontinuo e o compartimento luminal € totalmente preenchido por espermatozéides.

Descrita e considerada como caracteristica dos Teleostei mais basais, como o0s
Ostariophysi (Grier, 1993; Grier e Uribe, 2009), portanto no também Ostariophysi, Cyprinus
carpio a organizagdo testicular é do tipo tubular anastomosado. Neste tipo de organizacdo
testicular, os tibulos sofrem anastomoses em diferentes regides do testiculo, especialmente na
regido do ducto espermatico (Grier, 1993; Grier e Uribe, 2009). Estas anastomoses ocorrem
gradualmente ao longo de todo processo de diferenciacdo das gonadas, sucedem a formacao dos
tibulos testiculares, decorrentes da fusdao de conjuntos de cistos adjacentes e respondem pela
organizacao do tipo tubular-anastomosada dos testiculos dos Ostariophysi (presente estudo).

A organizagao testicular, assim como nas gonadas femininas, até entao de dificil deteccao
pelos métodos de coloracdo convencionais, como por exemplo, o método de PAS ou pela
imagem negativa das gonadas maduras dos animais sexualmente adultos (Grier, 1992), pode aqui
finalmente ser delineada com clareza quando do uso da metodologia que utiliza a afinidade pela
prata para contrastar as fibras reticulares.

Como a espermatogénese em Cyprinus carpio ocorre de forma simultinea ao longo de
todo o testiculo, novas anastomoses formam-se especialmente entre tibulos testiculares cujo
compartimento luminal encontrava-se preenchido por espermatozéides, principalmente na regiao

dorsal do testiculo, dando inicio a formagao do ducto espermatico.
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Em Cyprinus carpio, na regido de formacao do ducto espermético unico, correspondente a
regido caudal do testiculo, o tecido gonadal caracteriza-se por conter uma grande quantidade de
espermatogonias dispersas por entre células somadticas, cuja organizagdo lembra a morfologia do
testiculo ainda em diferencia¢do. Tais caracteristicas teciduais sugerem que o crescimento do
testiculo deve ocorrer na por¢do caudal, com a diferenciagdo se dando da regido cranial para a
caudal e, portanto, que gonoducto seria na realidade uma das ltimas estruturas a se formar no
testiculo.

Curiosamente relatos anteriores em diferentes espécies de Perciformes (Nakamura e
Takahashi, 1973; Nakamura e Nagahama, 1985, 1989; Meijide et al., 2005) consideram que a
formacdo do ducto eferente é um indicio confidvel para reconhecimento do inicio da
diferenciacdo testicular (ver Nakamura et al., 1998 para revisdao). Porém, assim como em
Cyprinus carpio, no também Cypriniformes Puntius conchonius (Cek, 2006) a formagao do ducto
espermatico ocorre posteriormente as divisdes celulares das espermatogdnias que resultam na

formacdo de novas células germinativas - espermatogonias e espermatocitos.
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CONCLUSOES

Em Cyprinus carpio:

- Apesar do desenvolvimento dos primérdios gonadais ser semelhante nas fémeas e nos
machos, a distingdo sexual ocorre cedo nas gonadas ainda indiferenciadas e pode ser
morfologicamente detectada a partir do momento em que as células germinativas primordiais
associam-se as células somadticas epiteliais (células pré-Sertoli e pré-foliculares) e perdem a

organizagdo cordonal.

- Tanto nas gonadas supostamente femininas como nas masculinas, as células somaticas
epiteliais ao se associarem as células germinativas primordiais formam cistos no interior dos
quais ocorrerd a formagdo e diferenciacdo inicial dos gametas femininos, e a formacdo e

diferenciagdo dos gametas masculinos.

- As células germinativas e as células epiteliais a elas associadas estdo segregadas dos
demais componentes celulares presentes nas gonadas em diferenciacdo por uma membrana basal,
desde a formagdo dos corddes pelas células germinativas primordiais até a constituicdo do

epitélio germinativo, e assim permanecem nas gonadas diferenciadas.

- As células epiteliais t€ém um papel decisivo na formacdo do epitélio germinativo, tanto

nos machos como nas fémeas.

- E a partir da associacdo - mediante complexos juncionais - entre células epiteliais de
cistos contiguos que se formam os conjuntos de cistos que caracterizam as gonadas masculinas.
Sdo estas que ao se afastarem no centro dos conjuntos de cistos ddo inicio a formacdo do
compartimento luminal dos testiculos e mais, € a associacdo entre as células epiteliais (pré-
Sertoli) de conjuntos de cistos vizinhos que dd origem aos tibulos seminiferos e

consequentemente ao epitélio germinativo que os reveste.
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- E a partir da invaginacdo das células epiteliais oriundas da periferia das godnadas
femininas compactas que se formam as lamelas ovigeras e a sua consequente associacao com 0s
componentes germinativos que leva a constituicio do epitélio germinativo que margeia as

lamelas.

- A organizagdo tubular anastomosada dos testiculos deve-se a fus@o progressiva entre os
conjuntos de cistos vizinhos nas gonadas em diferenciacido e se continua com a anastomose dos

tibulos nas gdnadas ja diferenciadas.

- No interior das lamelas ovigeras a formacao dos espagos extravasculares € decorrente do
afastamento entre as células somadticas mesenquimais as quais respondem também pela

organizacdo do estroma ovariano e a organizagao da teca nos complexos foliculares.
- A diferenciacdo ovariana embora seja mais longa, inicia-se mais cedo que a testicular,

porém a constituicdo do epitélio germinativo masculino antecede no tempo a constituicdo do

epitélio germinativo feminino.
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