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RESUMO

A literatura pouco fala a respeito da biologia reprodutiva do género Steindachnerina
ou até mesmo da descricdo histolégica das células reprodutivas destes,
caracterizando-os ou mesmo comparando suas atividades funcionais a outros 6rgaos
ou sistemas. O objetivo desta pesquisa €é descrever aspectos morfologicos,
caracterizar 0s 00citos e comparar o ciclo de desenvolvimento desses peixes,
oriundos de dois lagos na regido Amazénica. Os ovarios foram fixados em Bouin
alcodlico, transferidos para o alcool 70%, incluidos em historesina com cortes de 6um
de espessura e submetidos as técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE) e Xylidine
Ponceau (XP). Do mesmo lago e entre lagos diferentes. Porém, com relacdo aos
aspectos morfologicos das células, foram identificadas caracteristicas semelhantes.
Os testes indicaram que fémeas do mesmo lago e de lagos diferentes nao
apresentaram uniformidade nos resultados nas técnicas aplicadas. Os peixes do lago
da Horta, apresentaram metabolismo maior, demonstrado pela intensidade da
coloragdo de suas células. Ocorreu sintese de proteinas nos odcitos de fémeas de
ambos os lagos. No entanto, a ocorréncia foi maior no lago da Horta. Aléem disso,
foram detectadas sintese de secrecfes acidas e basicas com mais intensidade nas
células dos animais no lago da Horta.

PALAVRAS-CHAVE: Ovarios. Ovacitos. Histologia. Citoquimica. Hematoxilina-
eosina. Xylidine ponceau.
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ABSTRACT

The literature shows few information about reproductive biology of the genus
Steindachnerina or even the histological description of their reproductive cells,
characterizing them or even comparing their functional activities to other organs or
systems. The main was to describe morphological aspects, characterize the oocytes
and compare the development cycle of these fish, from two lakes in the amazon forest
region. The ovaries were fixed in alcoholic Bouin and transferred to 70% alcohol,
embedded in historesin with 6um-thick sections and applied to the techniques of
Hematoxylin and Eosin (HE) and Xylidine Ponceau (XP). The results showed
differences in relation to the maturation phase of the gonads in the same lake and
between different lakes, however, in relation to the morphological aspects of the cells,
similar characteristics were identified. The tests showed that females from the same
lake and from different lakes did not show uniformity in the results in the applied
techniques. The fish from Horta Lake showed a higher metabolism, which was
demonstrated by the intensity of the staining of their cells. Protein synthesis occurred
in the oocytes of females from both lakes, this was higher in Horta Lake. Synthesis of
acidic and basic secretions occurred with more intensity in the cells of the animals from
Horta Lake.

KEYWORDS: Ovaries. Oocytes. Histology. Cytochemistry. Hematoxylin-eosin.
Xylidine ponceau.
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INTRODUCAO

Os estudos referentes a peixes de agua doce no Brasil ocorrem de uma
maneira diversificada, principalmente, em se tratando da bacia amazbnica, que é a
maior bacia fluvial do mundo e contém inUmeras espécies de peixes, dentre as quais,
muitas ainda desconhecidas pela ciéncia (1-3).

No Acre, existem aproximadamente 251 espécies de peixes catalogadas, e a
segunda categoria com maior diversidade de espécies catalogadas € a de vertebrados
(21,6%), representando 10,7% da riqueza brasileira (4,5). Dentre elas, est4 presente
a familia Curimatidae e o género Steindachnerina (6).

Os inventarios do Acre S4o0 poucos expressivos, uma vez que a regiao €
considerada como area de importancia para a conservacao da biota aquatica (4,5).
Esses dados implicam em uma baixa diversidade quando se compara a diversidade
potencial que deve ocorrer na regido, principalmente porque areas que apresentam
endemismos para outros grupos faunisticos devem apresentar também endemismos
para peixes (4).

A familia Curimatidae, com mais de 100 espécies catalogadas, ocupa uma
variedade de ecossistemas: riachos de correntezas rapidas, rios e lagos calmos,
igap0s, aguas claras brancas e pretas (7). Sdo de uma importancia econdmica
comercial significativa e seus representantes estdo incluidos na classificacdo de
pequeno porte, abrangendo cerca de 80 a 150 mm de comprimento, podendo, no
entanto, alguns animais ultrapassar os 200 mm (8,9).

Eles possuem boca geralmente pequena, localizada em posi¢céo subterminal e
as maxilas sédo desprovidas de dentes quando adultos ndo apresentando rastros, além
da linha lateral ser na maioria das vezes ser completa e as escamas cicloides,
podendo possuir ainda a borda posterior com aspecto liso, crenulado ou dentado
(8,10).

Novas espécies dessa familia vém sendo catalogadas (11-13), aumentando
cada vez mais o conhecimento da riqueza ictioldégica brasileira. Novas espécies
também dentro do proprio género Steindachnerina (14,15) vém sendo descritas nos
ultimos anos.

Aspectos reprodutivos em peixes vém sendo estudados frequentemente pelos

pesquisadores da area (16—20) e sdo de grande interesse para a compreensao da
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ecologia, do comportamento desses peixes, bem como suas interacbes
intraespecificas e interespecificas em seus habitats naturais.

A literatura apresenta estudos citogenéticos(21), analises moleculares e
genéticas(22,23), estudos histoquimicos de células branquiais(24) referentes ao
género Steindachnerina, mas pouco se fala a respeito da biologia reprodutiva desse
grupo(25), ou até mesmo da descricdo histologica das células reprodutivas desses
peixes,(26,27) caracterizando-os ou mesmo comparando suas atividades funcionais
a outros 6rgaos ou sistemas como, por exemplo, a forte relacdo entre a atividade
hepatica e a oogénese. Em alguns géneros foi observado uma relacéo direta entre
ambos 0s processos (28,29). Porém, Ribeiro e colaboradores (2006) ndo observaram
relacdo entre atividade fisiolégica dos hepatdcitos daqueles exemplares do género
Steindachnerina com a maturagéo dos ovarios (30).

Nesse contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi caracterizar e descrever
aspectos morfologicos dos odécitos em Steindachnerina e comparar o ciclo de
desenvolvimento desses peixes, oriundos de dois sistemas aquaticos distintos
localizados no Campus da Universidade Federal do Acre (UFAC) no Sudoeste da

Amazonia brasileira.

MATERIAL E METODOS

Coletas

As coletas de exemplares da familia Curimatidae, pertencentes ao género
Steindachnerina, foram sempre realizadas as doze horas, por um periodo de 6 horas,
no lago Viveiro (19L 623504 8899391) e lago Horta (19L 623872 8898920). Foram
capturadas 10 fémeas com redes de espera, malhas de numeracéo 3, 4, 5 e 6 em
ambos os lagos. Os referidos lagos estdo localizados no campus da Universidade
Federal do Acre (UFAC) na cidade de Rio Branco, na Regido Amazoénica (Figura 1).

O campus da Ufac abriga a maior area de fragmento florestal urbano da cidade:
o Parque Zoobotanico (PZ), no qual, inclusive, estdo localizados os lagos que foram
feitas as coletas.

Estes lagos sé@o represamentos de igarapés de area de cabeceira. Os Igarapés
desta area da nao tém nome definido e cerca de 90% da extenséo deles se localizam
dentro da area do parque preservada pela Ufac. Desaguam no igarapé Dias Martins,
cuja margem esquerda, dentro da mancha urbana, esta completamente ocupada por
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habitac6es. A margem direita integra a area do PZ, que se apresenta conservada. Por
sua vez, o lgarapé Dias Martins se conecta ao igarapé Sao Francisco, principal
drenagem hidrica dessa regido urbana de Rio Branco.

Apesar de estar em uma é&rea de fragmento, os lagos de coleta estao
localizados em uma regido onde ha probabilidade de algum impacto antropoldgico,

porém estdo distantes do local de despejo residuais do campus.

Figura 1: Localizacé@o da cidade de Rio Branco na Amazdnia brasileira, onde encontra-se a
Universidade Federal do Acre e dentro dela respectivamente o Parque Zoobotéanico (PZ).

A
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Processamento do Material Biol6gico

As fémeas foram dissecadas, através da introducao de tesoura cirdrgica nos
respectivos anus. Foi efetuado um corte longitudinal na regido ventral, para retirada
dos ovérios, os quais foram fixados separadamente em vidro, contendo Bouin

alcodlico, durante 72 horas. Apds o processo de fixagcdo, o material foi transferido para
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alcool 70% para procedimentos posteriores de inclusdo em historesina e cortes
histolégicos, em micrétomo Leica®), na espessura de 6um (20). Finalmente, apos a
coloracao, elas foram montadas com balsamo do Canadé (Figura 2).

Os espécimes encontram-se armazenados no laboratério de Ictiologia e
Ecologia Aquatica da Ufac. Em razéo de ter sido amostrado um namero reduzido de
exemplares, foi necessario realizar a dissecacdo de todos os que foram coletados,
ndo sendo possivel realizar o tombamento de exemplares na Colec¢é&o Ictiolégica da

Universidade.

Figura 2 — (a) Fémea de Steindachnerina sp. capturada durante as coletas. (b) gbnada
feminina (seta vermelha) sendo processada para sua fixacao.

Anélise de microscopia de luz

Histologia e Histoquimica
Hematoxilina e Eosina (HE) - para observacao de regides acidas e basicas
das células, respectivamente.
As laminas foram hidratadas com agua destilada, por um minuto e, em seguida,
coradas com hematoxilina de Harris, por dez minutos. Depois, foram lavadas durante
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cinco minutos, em agua de torneira, para reagir com o0 corante. Em seguida, as
laminas foram coradas com Eosina por cinco minutos e lavadas em agua de torneira,
durante trés minutos, para proporcionar reagao com o corante (31).

Xylidine Ponceau - que permite a deteccdo indireta de proteinas totais. As
laminas foram coradas com Xylidine Ponceau por 30 minutos, lavadas em agua
destilada e deixadas em temperatura ambiente para secar (32).

Apos aplicacéo dessas técnicas, as laminas, ja secas, foram montadas em
béalsamo de Canad& para serem analisadas em microscopia de luz com o auxilio do

aparelho Leica® DM750 e os resultados, registrados com o sistema de captura de

imagem digital Leica® ICC50 HD.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes histoquimicos aplicados nos odcitos do género
Steindachnerina apresentaram diferencas na fase de maturacdo da génada entre
individuos do mesmo lago e individuos oriundos de lagos diferentes. Porém, com
relagdo aos aspectos morfologicos das células, foram identificadas caracteristicas
semelhantes.

Através da classificacdo dos odcitos, descrita em Quagio-Grassiotto e
colaboradores (2013), observou-se nas laminas analisadas, pertencentes aos dois
ambientes aquaticos estudados, seis fases do desenvolvimento oocitario: oogdnias,
o0citos em crescimento primario, secundario, completamente desenvolvidos, foliculo
atrésico e complexo folicular pos-ovulatério, indicadas ao longo das figuras 3 e 4

conforme descrigdes a seguir:(19)

Hematoxilina e Eosina (HE)

Foi possivel observar através da coloracdo com HE que, de maneira geral, os
oocitos sdo revestidos por células foliculares contendo nucleos achatados (Figuras
3a, b, ¢, d) (26). Entre os od0citos observou-se ainda tecido conjuntivo, contendo
células dispersas evidenciadas principalmente na Figura 3b.

Odcitos em crescimento primario (ocp) apresentaram estrutura peguena, com
muitos micronucléolos no interior dos nucleos grandes, que por sua vez apresentaram
secrecdo acida e homogénea. A secrecdo do citoplasma dos gametas nesta fase

apresentou-se homogénea e mais acida do que a secrecdo observada no nucleo
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como observado nas figuras 3a, b, c, d, f, concordando com estudos encontrados tanto
para a familia Curimatidae, quanto para outras familias de peixes (16,18,26).

Odcitos em crescimento secundério (ocs) apresentaram-se maiores, se
comparados as células primarias com nucleos contendo secrecdo basica e varios
micronucléolos de carater acido homogéneo, que nesta fase, tenderam a se
concentrar na periferia do nucleo (18,20). Ja no citoplasma das células desta fase, foi
observado uma secre¢cdo menos acida em comparacdo ao estagio primario. Além
disso, o inicio de acumulo de secrec¢do bésica dentro de vesiculas coradas com a
eosina faz com que a estrutura va aumentando o seu tamanho em volume. (Figuras
3a, ¢, d) (16,18).

Odcitos completamente desenvolvidos (ocd) apresentaram-se maiores
(Figuras 3a, b, c) quando comparados com a fase anterior, cujas secre¢6es do nucleo
preservaram também as caracteristicas quimicas da fase secundaria (Figuras 3b). O
citoplasma dessa fase apresentou-se completamente tomado por granulos de vitelo,
contendo secrec¢ao béasica como observado nas figuras 3a, b, ¢ (16,18,26).

Nesta fase, foliculos com vitelogénese completa (maduro) apresentaram
o0citos extremamente grandes, cuja secrecado continuou acida no nucleo, porém mais
densa, caracterizando material mais compactado (Figuras 3c e 3f). O citoplasma
apresentou secre¢do basica em forma de granulos vitelogénicos (16,18,26).

No lago da Horta, foi registrado em alguns exemplares de o6citos maduros
secrecdo nuclear basica, mais descondensada e pouquissima secrecdo de carater
acido, porém, os nucléolos permaneceram como descritos acima na figura 3b (26).
Provavelmente, apesar de o contetdo granular basico estar bem avancado, aquelas
células ainda se encontravam em processo de sintese dessa secrecao.

Em peixes de ambos os lagos, células com caracteristicas entre citoplasmas
em crescimento e granulos com secrecdo predominantemente acida (ocs), ndo se
pdde observar o nucleo nas mesmas, caracterizando-se dessa forma de acordo com
Pereira, Moreira e Batlouni (2013) como foliculos atrésicos (fa) destacados na figura
3e e 3c (17).

Foram observados também na figura 3c foliculos em degeneracdo cujo
conteudo citoplasméatico mostrou-se basico e acida ao mesmo tempo, caracterizando-
os na fase denominada complexos foliculares pés-ovulatorio (poc), indicando assim
gue a maioria dessas fémeas capturadas estariam aptas, em processo ou até mesmo
na fase terminal de desova (16,17,19).
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No geral, como podemos observar nas figuras 3 a, b, d, através da descri¢ao
dos odcitos das fases descritas de desenvolvimento gonadal de Stenidachnerina, os
ndcleos das células mostraram-se esféricos, porém os nucléolos tiveram a tendéncia
de migrar do centro para a periferia, & propor¢cdo que a sintese da secrecéo e o
tamanho das células foram aumentando (18,20).

A secrecdo, observada no citoplasma, muda suas caracteristicas de acida para
basica e de homogénea para granular, a propor¢cdo que o foliculo amadurece,
concordando com a literatura (18,20), que relata que o constituinte quimico organico
encontrado em maior abundancia na secrecdo dos o0citos € basico, pois acredita-se
gue a eosina evidenciou indiretamente a presenca desse constituinte organico (31).

No nucleo, observou-se ao longo do processo de amadurecimento dos o4citos
que a secrecdo nuclear se torna de homogénea a compactada, refletindo um alto nivel
de metabolismo celular na primeira situacdo, ao contrario do observado na segunda
situacdo, quando essa mesma secrecdo se compacta como demonstrado na
coloragédo mais forte observada na figura 3.

Foi evidenciada, nas fases secundaria e madura, a presenca de secrecdo de
natureza homogénea basica, que circundou 0s 00citos. na qual pela estrutura se trata
da zona radiata do foliculo ovariano como descrito em Perini e colaboradores (2013)

para duas espécies da familia Curimatidae (26).
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Figura 3 — Gonadas de fémeas de peixes do género Steindachnerina coradas com
Hematoxilina/Eosina (HE) oriundas do lago Viveiro (LV) e do lago da Horta (LH). s= secrecéo;
n= nucleo; nu= nucléolo; CF= células foliculares; ZR= zona radiata; og= oogbnia; ocp= odcito
em crescimento primario; ocs= 06cito em crescimento secundario; ocd= odcito completamente
desenvolvido; fa= foliculo atrésico; poc= complexo folicular pos-ovulatorio.

Xylidine Ponceau

Esta coloracdo evidenciou a presenca de proteinas totais no ndcleo e no
citoplasma de fases celulares observadas (Figura 4), confirmando os resultados
apresentados na técnica Hematoxilina/Eosina, no que diz respeito a: presenca de

epitélio pavimentoso revestindo o0s od0citos, presenca de micronucléolos que
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aumentam sua quantidade a medida que o foliculo se desenvolve e a maior atividade
proteica, na maioria das fémeas coletadas.

Os resultados confirmaram também atividade de sintese proteica mais intensa
nas células de individuos do lago do Horta (Figuras 4a, b, ¢) do que nos pertencentes
ao lago do Viveiro (Figura 4d, e, f), pois os primeiros apresentaram o0citos mais
corados de vermelho escuro, tanto no nucleo como no citoplasma das células, dos
que os ultimos que se apresentaram corados de vermelho claro.

Observou-se ainda em toda a figura 4 que a secre¢ao presente no citoplasma
€ de origem proteica, passando de homogénea a granulosa gradativamente em suas
fases de amadurecimento estrutural. Os granulos de secrecéo proteica acumulam-se
da periferia em direcdo a area central do odcito (Figuras 4a, b, c, d, e). Destacou-se
ainda um aumento significativo na concentracao de proteinas a partir dos oécitos em
desenvolvimento secundario (Figuras 4c, d, e) até o estagio completamente maduro
(Figuras 4a, e, f), revelando assim o pico maximo de acumulo de proteinas,
constituinte do vitelo.

Destacou-se a presenca de odcitos com caracteristicas aparentes de células
na fase maturacdo completa, porém sem a presenca de um nucleo evidente. Pereira,
Moreira e Batlouni (2013) analisando as gbnadas de Metynnis maculatus
caracterizaram essas células também como foliculos atrésicos (fa) (17).

A técnica possibilitou ainda a observacdo de oogbnias (Figuras 4c e 4d),
considerado odcito jovem e imaturo, o qual apresenta tamanho celular bem reduzido
e geralmente com um nucléolo de posicéo central (20). Conforme nossos resultados,
tais oOcitos possuem carater proteico evidenciado pela ja referida coloracéo.

As oogobnias foram identificadas em menor quantidade em relacdo as outras
fases celulares. Elas apresentaram nucleos pequenos, quando comparadas as

mesmas estruturas descritas nas outras fases de desenvolvimentos dos gametas.
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Figura 4 — Génadas de fémeas de peixes do género Steindachnerina coradas com Xylidine
Ponceau (XP) oriundas do lago Viveiro (LV) e do lago da Horta (LH). s= secrecao; n= nucleo;
nu= nucléolo; CF= células foliculares; ZR= zona radiata; og= oogbnia; ocp= o004cito em
crescimento primario; ocs= o6cito em desenvolvimento secundario; ocd= o0d4cito
completamente desenvolvido; fa= foliculo atrésico; poc= complexo folicular pos-ovulatorio.

CONCLUSAO

Mediante os resultados apresentados no presente trabalho, pode-se concluir
gue as fémeas de Steindachnerina pertencentes ao mesmo lago e lagos diferentes
nao apresentaram uniformidade nos resultados das técnicas aplicadas. Os peixes do
lago da Horta apresentaram metabolismo mais intenso nos oo6citos demonstrado pela
intensidade da coloragdo das células. Ocorreu sintese de proteinas nos odcitos de
fémeas pertencentes a ambos os lagos. No entanto, esta € mais intensa em peixes
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do lago da horta. Ocorreu também sintese de secrecdes acidas e basicas em odcitos
de exemplares em ambos os lagos, com mais intensidade nas células dos animais no
lago da Horta.

Em resposta a grande diversidade na fauna de peixes neotropicais e sua
importancia para o0 ecossistema, torna-se necessario um investimento maior em
pesquisas sobre a biologia desses animais, principalmente nas areas de morfologia e
histoquimica, cujos estudos permitem evidenciar, principalmente, a natureza quimica
dos produtos secretados por esses animais, assim como elucidar outros mecanismos

desenvolvidos por eles.
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