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Synopsis

A better understanding of the reproductive process is obtained when histologic
analysis of gonades is associated with macroscopic observations during the sexual

cycles.

This paper describes the developmental stages of the oocytes of the ovaries

in 119 females of S. brasiliensis sampled along the Brazilian coast, between 22°8S

and 28°S.

are established:

The cytologic characteristics of the germinative cells during the matu-
ration process are given and six oocyte phases are described.
A (virgin), Bi (incipient maturation), Bf (advanced maturation),
i (mature), Cf (ripe), D (spent) and R (repose).

Seven maturity stages

These stages are compared to

those presently used with respect to S. brasiliensis.

Descriptors: Saxdinellfa brasilicisis, reproductive organs, histolegy, reproduction (biology) .
Descritores: Sardinella brasiliensis, drgaos reprodutores, histologia, reprodugaobiolagica.

Introdugio

0 conhecimento dosmecanismos reproduti-
vos em peixes e fundamental para a com-
preensao do ciclo de vida, para uma a-
dequada estimativa da fecundidade e para
o estabelecimento de normas de controle
e orientagao racional da explotagao, no
caso de espécies de importancia comer-
cial.

Nos estudos sobre reprodugao de
Sandinella brasiliensis, Vazzoler &
Rossi-Wongtschowski (1976) usaram uma
escala de maturidade de quatro estadios
macroscopicos, descrita por Vazzoler
(1971; 1981), e admitiram um tipo de de-
sova total para a espécie.

Matsuura (1977) adaptou a Escala In-
ternacional de Maturidade (IMS), desen-
volvida em 1898 por Heincke e aplicada
por Bower & Holliday (1961) para aren-—
que, estabelecendo seis estadios, ba-
seando-se, tambem, em caracteres macros-—
copicos das gonadas.

Observacoes histoldgicas preliminares

(*) Realizado com apoio financeiro da
FAPESP, CNPq e OEA.
(**) Atualmente no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia - INPA,
Publ, n. 578 do Inst. oceanocgi. da Usp.

foram realizadas por Worsmann & Mandelli
(1976), que classificaram as celulas
germinativas em tres fases.

Estes estudos resultam em utilidade
para uma analise geral do processo re-
produtivo; entretanto, para se chegar a
uma classificacao que reflita a verda-
deira dinamica reprodutiva apresentada
pela espécie, & necessario associarem-se
as observagoes macroscopicas, outras, de
natureza microscopica, que possam Supor-
tar uma analise mais detalhada.

No presente estudo, pretende-se esta-
belecer uma escala de maturidade mais a-
dequada, que leve em conta ambas as ob-
servacoes, macro e microscopicas, carac-
terizando-se, as modificagoes anatomo-
morfolbgicas dos ovarios, como as carac-
teristicas citologicas das células ger-—
minativas durante a ovogenese.

Material e métodos

Foram extraidos os ovarios de 119 femeas
de S. brasiliensis, coletadas mensalmen-—
te durante a realizacao do Projeto
BIONEC/MEGALOSAR, e de amostras comple-
mentares obtidas no periodo de dezembro
de 1978 a fevereiro de 1979 (Tab. 1).
Todos os exemplares eram adultos (com
mais de 170 mm), com excegao de 5 indi-
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viduos jovens que apresentavam de 40 a
150 mm.

Apos anotagao dos dados bioldgicos
referidos em trabalho anterior (Rossi-
Wongtschowski et af., 1982), procedeu-
se a extracao das gonadas, das quais
foram anotadas as caracteristicas ma-
croscopicas e classificadas, segundo
Vazzoler (1971), em quatro estadios de
maturidade.

Os ovarios foram fixados em solugao
de Bouin, formol a 10%Z ou formol de
Lillie e, posteriormente, incluidos em
parafina, segundo a técnica rotineira.

Os cortes de 7 a 10 um foram corados
com Hematoxilina-Eosina e observados sob
microscopio.

As- fotomicrografias foram efetuadas
sob fotomicroscopio Wild M 11/MPS 55.

Tabela 1. Relacao das gonadas de Sardi-
nella brasiliensis processadas
para histologia e o local de
coleta

N. de

Amostra Data exemplares Local de coleta

s =1 agosto/77 9 Macaé

81 = 2 setembro/77 5 Arraial do Cabo

S By setembro/77 5 Lage de Santos

51 - 5§ outubre/77 7 Cabo Frie

S B, novembro/77 3 Queimada Grande

51 = 9 dezembro/77 8 Cabo Frio

SIONg janeiro/78 3 Saquarema

SI1 Nz janeiro/78 ] Itha Grande

SILI Ny janeiro/78 3 Queimada Grande

SVI Ny janeiro/78 4 Ilha do Arvoredo

sV 11 fevereiro/78 B ltajafl

sil 9 fevereiro/78 7 Angra dos Reis

SI1 0 margo/78 5 Angra dos Rels

sI 15 abril /78 6 Cabo Frio

S1 16 maio/78 5 Saquarema

VI 19 junho/78 7 Ponta da Vigla

s1 19 Julho/78 5 Cabo Frio

Suba 1 dezembro/78 8 Ubatuba

SUba 2 janeira/7% 2 Ubatuba

Santos 79 fevereiro/79 12 Santos
Resultados

Anatomia dos ovarios

As gonadas femininas de S. brasiliensis

localizam-se na regiao dorsal da cavida-
de abdominal, ventralmente ao rim e dor-
salmente ao tubo digestivo e a bexiga
natatorla, pOSSUlndO forma alongada,

a reglao cefalica mais dilatada _que a
regiao caudal. Geralmente o ovario es-
querdo apresenta-se maior que o direito.
A cor varia muito com o estadio de matu-
ridade, com gradacao desde amarelo

com

transliicido até@ amarelo-alaranjado, além
de avermelhadas (hemorragicas).

Na regiao caudal, as duas gonadas pro-
longam-se por dois delgados tubos de cur-
ta trajetoria, os ovidutos, que se unem
para desembocar no poro genital unico.

Os ovidutos apresentam-se vazios nos
estadios pouco evoluidos, mas ficam re-
pletos de ovocitos nos ovarios maduros.
As gonodas estao ligadas a parede do
corpo por um mesovério, que possui nume-
rosas celulas plgmentarlas, e estao en—
voltas por uma delgada capsula formada
por epitélio simples e plano, que con-
tém, por baixo, fibras musculares lisas
e tecido conjuntivo por onde vasos ener-
vos atingem o interior do orgao.

Ao serem expostos os ovarios, por in-
cisao da cavidade abdominal, observa-se,
ao longo dos mesmos, um delgado filete
vascular de posicao supra-visceral, de
onde partem pequenas ramificagoes; a in-
tensidade da vascularizagao varia com o
estadio de maturidade.

Da regiao visceral da capsula partem
septos de tecido conjuntivo (lamelas
ovigeras) para o interior do Grgao, for-
mando alcgas sem alcangar a parede oposta
(Fig. 1). Desta maneira, as lamelas
ov1geras dellmltam cav1dades, no seio
das quais irao se desenvolver as células
germinativas, no seu processo de matura-
cao.

As lamelas ovigeras contem o chamado
"epitelio germinativo", onde encontram-
se as células que darao origem a toda a
linhagem germinativa. Os ovocitos,
quando jovens, permanecem presos as la-
melas, a medida em que vao se desenvol-
vendo, vao sendo liberados para a cavi-
dade, descendo finalmente até o oviduto,
para depois sair ao exterior atraves do
poro genital,

Fases de desenvolvimento ovoeitario

Com base nas observagoes histoldgicas,
foi possivel distinguir seis fases e
duas estruturas derivadas, que caracte-
rizam o processo de maturagao.

FASE 1
(Fig. 2)

Estas células, as menores (< 15 u), apa-
recem, com frequéncia, grupadas, forman-
do ninhos inseridos nas lamelas, sempre
em regioes de boa irrigacao. Sao célu-
las de afinidade tintorial fraca; seu
citoplasma constitui uma pequena banda

Celwlas germinativas fovens



I SAAC-NAHUM et af.: Sardinelfla brasiliensis: reproducao 3

R

.

-~

Fig. 1. Corte transversal de ovario virgem (estadio A). Observam-se a disposicao
das lamelas ovigeras e as células germinativas a elas associadas. Aum. 40 x.
—— A VR

w -

Fig. 2. Corte de ovario em estadio R, onde sao observados um ninho comcélulas ger-
minativas jovens (J) e ovocitos basofilos do estoque de reserva (R).
L = lamela ovigera. Aum. 400 x.
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em torno do nicleo. Este, por sua vez,
€ arredondado, basofilo, com uma trama
cromatica, as vezes intensa, espalhada
em toda sua area, que apresenta aparen-
cia mais condensada nas regioces da peri-
feria nuclear. Existe, normalmente, um
Unico nucléolo de posigao bem central,
que apresenta boa afinidade tintorial
com a hematoxilina.

A verdadeira identidade destas célu-
las & de dificil discernimento, podendo
ser tanto ovogonias como ovocitos nas
primeiras etapas do desenvolvimento. De-
ve-se destacar, nesse sentido, que nao
foram observadas, apesar das numerosas
amostras, divisoes celulares nestas cée-
lulas, bem como em nenhuma outra celula
da linhagem germinativa. Estas células
so aparecem com frequencia significativa
nos ovarios virgens, esvaziados e em re-
pouso.

FASE 11 - Ovocitos basofilos do estoque
de neserva (Fig. 2)

As células germinativas jovens desenvol-
vem—se, aumentando seu volume geral e,
talvez devido a este fato, separam-se
dos grupamentos em ninhos, destacando-se
mais. Nesta fase, o citoplasma aparece
bem definido e mais basofilo que na fase
anterior. O niicleo apresenta sempre
mais de um nucléolo e, a medida em que a
celula vai aumentando de tamanho, estes
tornam-se mais numeroso e volumosos, com
forma arredondada e tamanhos varlav31s

e lentamente vao sofrendo uma migracao
para a periferia nuclear, onde adquirem
finalmente formas alongadas. Pequenos
pontos cromaticos aparecem espalhados no
nucleoplasma. Quanto a forma, de inicio
estas celulas sao arredondadas e, poste-
riormente, talvez devido a pressao de
umas contra as outras, aparecem triangu-
lares, retangulares ou ainda ovais. Seu
diametro varia entre 15 e 70 um nas go-
nadas virgens ou em repouso, podendo
atingir até 140 pym nos ovarios em matu-
ragao.

Os ovocitos desta fase de desenvolvi-
mento sao chamados de "estoque de reser-
va", pois deles irao originar-se as po-
pulacgoes celulares que vao iniciar a vi-
telogenese.

Estas células estao presentes cons-—
tantemente em todos os estadios de matu-
ridade.

FASE TI11 - Ovocitos com vitelogénese
ELpLdaca (Fig. 3)

A vitelogenese, processo celular pelo
qual o citoplasma acumula substancias de
reserva para utilizacao futura na ali-
mentagzo do embriao, caracteriza-se por
ser uma fase de acelerado crescimento
citoplasmatico. O inicio deste processo
€ marcado pelo aparecimento, na perife-
ria do citoplasma, que ainda & intensa-
mente basofilo, de pequenos vacuolos,
aparentemente vazios nos cortes proces-
sados com as tecnicas de rotina; & pro-
vavel que estes contenham lipides, que
seriam lavados pelas sucessivas passa-
gens dos preparados pelo alcool. 0 nu-
cleo destas celulas também cresce, mas
nao a mesma proporgao do citoplasma; os
nucléolos, agora muito alongados e acha-
tados, localizados na periferia do nu-
cleo, nem sempre sao bem identificados.
As pequenas granulacoes cromaticas con-
tinuam espalhadas por todo o niucleo,
principalmente na regiao central. Em
alguns casos, o contorno do nicleo apre-
senta aspecto ondulado.

0 epitelio folicular faz-se visivel
em torno deste ovocito, como uma camada
de células planas, dispostas regularmen-
te uma ao lado da outra, com nucleo de
posicao central, um Unico nucléolo e ci-
toplasma basofilo. Em alguns casos, ob-
serva-se uma fina camada de substancia
acidofila, amorfa, que comeca a ser de-
positada entre as celulas foliculares e
o ovocito.

Os vactolos citoplasmaticos aumentam
rapidamente de numero e tamanho, passan-
do a ocupar quase todo o c1toplasma, com
excegao de uma faixa em torno do nucleo
onde ele permanece homogeneo e intensa-
mente basofilo.

Estas celulas apresentam diametros
entre 140 e 240 pym, de acordo com seu
grau de desenvolvimento, e sao caracte-
risticas dos ovarios no inicio da matu-
racao.

FASE 1V - Ovocitos com vitelogenese
Lipidica e proteica (Fig. 3)

O aparecimento, no citoplasma, de peque-
nos granulos, perfeitamente individuali-
zados, de coloragao rosada intensa, ca-
racteriza o inicio desta fase. Formam-
se, primeiro, na periferia do citoplama,
misturados entre os vacuolos lipidicos,
sendo, de inicio, muito pequenos e au-
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mentando, posteriormente, de volume. O
citoplasma, que continua crescendo, ain-
da mantem caracteristicas principalmen-
te basofilas, com uma faixa de citoplas-
ma homogeneo, intensamente corado pela
hematoxilina, em torno do nucleo, e ou-
tra, similar, mais estreita, na perife-
ria do citoplasma.

0 nucleo desta célula continua man-
tendo as caracteristicas apresentadas na
fase anterior; apenas, seu contorno mos-
tra-se um pouco mais irregular.

As células foliculares crescem em al-
tura e tornam-se mais evidentes. Entre
o epitelio folicular e a membrana plas-
matica do ovocito, evidencia-se, agora,
o espago ocupado pela chamada "membrana
peliicida", francamente acidofila.

0 diametro destas celulas varia entre
240 e 300 ym. Esta fase e de curta du-
ragao, aparecendo em baixa frequencia
nos ovarios em maturagao.

FASE V - Ovocitos com u&Ieﬁogene&e com-
pleta (Fig. +4)

0 ovocito aumenta rapidamente de tamanho
em fungao do aumento acelerado do numero

de granulos de vitelo acidofilo. Estes
também aumentam de tamanho, em relagao
aos primeiros surgidos na fase anterior,
mudando totalmente o aspecto do citoplas-—
ma ovular.

A basofilia desaparece quase que to-—
talmente. Os vactolos lipidicos concen-
tram-se por coalescencia, migrando para
a reglao perinuclear, comprimidos pelos
granulos vitelinos.

0 ntucleo mantém suas caracteristicas
anteriores, com os nucléolos bem peque-
nos, nem sempre visiveis, colados na pe-
riferia nuclear, que continua com con-
tornos muito irregulares.

A membrana pelucida espessa-se signi-
ficativamente, mas nap se pode observar
nenhuma estrutura particular na sua
constituigao.

As células foliculares, inicialmente
volumosas, constituem uma pallgada regu-
lar, com as caracteristicas citologicas
deSCrlt&S anteriormente, sendo que, ao
final desta fase, comecam a se apresen-
tar novamente achatadas.

Em alguns casos, & possivel observar
uma lamina simples de tecido conjuntivo,
que acompanha externamente o epitélio

"

Fig. 3. Corte de um ovario B, em

fases 11, 11l e IV, Aum. 100 x.

infcio de matudidade.

N

Observam-se ovocitos nas
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folicular, denominada "teca folicular"

Nesta fase, as celulas apresentam
diametro entre 300 e 450 um, com forma
esferica. Nas observagoes a fresco apa-
recem como esferas opacas, v131vels a
olho nu, e sao freqiientes nos ovarios em
maturagao avangada ou maduros.

FASE VI - Ouocitos em hiakinizagao

(Fig. 5)

Os ovbcitos, nesta fase, mostram-se mui-
to modificados. Sua caracteristica mais
evidente & a hidratagao sofrida pelo ci-
toplasma, que faz com que todos os gra-
nulos de vitelo aparegam maiores e sem
individualidade, dando ao citoplasma um
aspecto manchado roseo de diferentes in-
tensidades, ao lado de outras manchas .
mais basofilas, principalmente na regiao
central do citoplasma.

Os vaclolos lipidicos, ja concentra-
dos na fase anterior, condensam—se numa
Unica gota, a qual localiza-se inicial-
mente no centro, migrando, depois, para
o polo vegetativo da celula.

0 niicleo agora basofilo e ainda ro-
deado por uma pequena faixa de citoplas-
ma, também basofilo, parece estar em
vias de de51ntegragao mostrando contor-
nos altamente irregulares; seu interior
nao apresenta estruturas definidas, anao
ser uma grosseira trama granular, baso-
fila, e algumas manchas acidofilas pe-
quenas.

Nesta etapa, o nicleo sofre uma mi-
gracao para o polo animal e € de dificil
localizagao nos cortes histoldgicos.

Os contornos celulares apresentam—-se
muito irregulares, devido, seguramente,
aos efeitos do processamento sobre celu-
las com grandes quantidades de agua.

As células foliculares aparecem muito
aplanadas.

As dimensces desses ovocitos sao di-
ficeis de estabelecer, devido a deforma-
cao dos contornos celulares. Entretanto,
mesmo com esta restrlgao as medlas das
medidas de diametro maximo e minimo evi-
denciam diametros entre 450 e 600 Um, ou
ainda superiores,

Estes ovocitos constituem-se nos mais

»
1

-

Fig. 4. Corte de ovario C;, maduro inicial,
com grantjlos de vitelo acidofilo emseucitoplas-

logénese completa (C),
ma (V). Aum. 40 x.

mostrando numerosos ovocitos com vite=
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avancados dentre os que foram observa-
dos, concluindo-se, portanto, estarem
prontos para a desova.

FASE VII - Ovocitos athesicos em reab-
soncao (Fig. 6)

Em alguns ovarios, € comum serem obser-
vados ovocitos, em qualquer fase da vi-
telogenese, que, seja por nao terem con-
seguldo ovular, seja por outras razoes
flslologlcas, sofrem processos degenera-
tivos e vao sendo d351ntegrados e reab-
sorvidos pelos tecidos do orgao.

A primeira manifestacao deste proces-
so histologico & a perda de turgidez ce-
lular, devida, provavelmente, a perda de
agua.

O0s granulos de vitelo, quando presen-
tes, perdem sua 1nd1v1dua11dade e cons-
tituem uma massa amorfa de substancia
acidofila. As células basofilas que ain-
da nao possuiam vitelo, apresentam, as
vezes, O citoplasma com duas zonas, uma
mais intensamente corada, de locallzagao
perinuclear e outra per1fer1ca, tambem

basoflla mals ou menos 1ntensa com uma
trama granular- o aspecto geral & de de-
slntegragao.

Os nucleos destas celulas emitem pro-
longamentos no citoplasma e desintegram-
se rapidamente.

Os contornos celulares sao 1rregula-
res, adquirindo, as vezes, formas capri-
chosas, até a célula desaparecer como
tal.

FASE VIII - Conpos golicularnes (Fig. 7)

Existe outra estrutura que se origina da
proliferacao das celulas foliculares, a
partir de foliculos vazios (pos—desova).
Esta estrutura, que denominamos corpo
folicular, forma-se quando céelulas foli-
culares comegam a hipertrofiar-se e mul-
tiplicar-se penetrando num espaco ocupa-
do antes pelo ovocito, CoﬂStltUlndO,
a551m, um COrpo formado por cordoes con-
tiguos de células que, dobrados em todas
as direcoes, ocupam a cavidade folicular.
As celulas foliculares apresentam-se

Fig. 5. Ovario Cg, maduro desovando, onde sao observados os ovocitos em fase de
hializagao, momentos antes de ocorrer a desova.

G = Gota de 1Tpide. N =

= Nicleo.

Aum. 40 x.
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Fig. 6. Ovario D, esvaziado em recuperacao, onde sao observados restos de ovocitos
atrésicos em reabsorcao (A). Aum. 100 x.

Fig. 7. Ovario em maturidade, apresentando corpos foliculares (F). Aum. 100 x.
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agora retangulares, com citoplasma baso-
filo e llgelramente granular, grande nu-
cleo com um unico nucléolo, de posigao
central.

Caracterizagao dos estadios de maturidade

Preliminarmente, quando da coleta do ma-
terial, os ovarios foram classifcados
dentro de uma escala de quatro estadios,
baseada apenas em observagoes macrosco-
picas bem evidentes (Vazzoler, 1971;
1981), evitando introduzir fases nao
reals H

Estadio A - Imaturo ou Virgem
Estadio B - Em maturagao
Estadio C - Maduro

Estadio D - Esvaziado

Apos a analise microscopica, esta es—
cala foi revisada, relacionando-se o as-—
pecto histologico dos cortes dos ovarios
ao aspecto macroscopico observado a fres—
co. Assim, a escala sugerida apresenta
algumas modificagoes, ajustando-se a des-
crigao, feitas a seguir:

ESTADIO A - Imatwio ou Virngem (Fig. 1)

Ovarios neste estadlo ocorrem em indivi-
duos que ainda nao iniciaram sua primei-
ra maturagao sexual, sendo, assim, con-
siderados jovens.

Macroscopicamente apresentam—se pouco
desenvolvidos em tamanho, colados a pa-
rede do corpo, de aspecto filamentoso,
translucidos, nao se observando _Qquase
sinais de vascularlzagac nem ovocitos;
as gonadas em si nao atingem o poro ge-
nital, estando ligadas a este pelo ovi-
duto, de diametro muito reduzido.

Histologicamente, os ovarios imatu-

ros sao caracterizados pela organizagao,
dimensoes e quantidade de celulas. A
capsula e delgada e os vasos de pequeno
calibre. Um numero reduzido de lamelas
ovigeras partem da regiao da capsula,
proximo aos grandes vasos, com distri-
buicao paralela entre si, sendo recober-
tas por celulas basofilas do estoque de
reserva (fase II). Em algumas regioes
do epitélio germinativo, geralmente pro-
ximas ao pequenos vasos, aparecem ninhos
de células germinativas jovens (fase I).

ESTADIO B - Em maturagao
a) B inicial - Inicio de maturagao
(Bi) - (Fig. 3)

Ovarios neste estadio apresentam-se,
inicialmente, com coloragao amarela-
clara, ocupando 1/3 da cavidade abdomi-
nal. Podem ser observados, através da
capsula, ovbcitos opacos a olho nu, nao
muito concentrados ainda. O oviduto a-
parece, agora, mais curto, mas transpa-
rente e vazio.

Os ovarios que estao na fase inicial
do estadio em maturagao possuem ovocitos
em fases II e III e, as vezes, alguns
grupos de celulas germinativas em fase
| RS

b) B final - Em maturagao avangada
(Bf)

Macroscopicamente, o ovario vai adqui-
rindo uma coloracao francamente amarela,
aumentando seu volume e mostrando maior
concentracao de ovocitos opacos. Ocupa
agora a metade ou mais da cavidade abdo-
minal. Histologicamente, enquanto con-
tinuam se formando celulas em fase IIT,
a partir das em fase II, ovocitos com
vitelogénese incipiente (III) vao evo-
luindo para as fases IV e V, ou seja,
comegam a acumular vitelo acidofilo em
forma de granulos ou plaquetas.

0 estadio B, assim, apresenta uma im-
portante variedade de celulas, sendo es-
ta a caracteristica mais marcante para
sua identificacao.

E frequente observar-se neste estadio
ovocitos em reabsorgao, as vezes em es-
tado avancado, e também corpos folicula-
res.

0 real significado deste aspecto nao
ficou devidamente esclarecido, devendo
ser analisado mais detalhadamente em es-
tudos futuros.
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ESTADIO C - Maduro

a) C inicial - Maduro inicial (C3)
(Fig. 4)

Macroscopicamente, os ovarios neste es-
tadio apresentam-se ocupando de dois
tergos a tres quartos da cavidade abdo-
minal, mostrando elevada concentragao
de ovocitos muito grandes e opacos; sua
vascularizagao € pouco intensa.

A caracteristica fundamental deste
estadio & a presencga de grande numero
de ovocitos com vitelogenese completa
(fase V), com escassas celulas em fases
II e III. Praticamente nao se observam
células na fase IV,

Os ovocitos com vitelogénese completa
na fase V ja haviam aparecido no estadio
anterior; a diferenca, entretanto, esta
em sua alta freqléncia neste estadio e,
também, no aumento de diametro de cada
uma das celulas (450 um).

Em cortes de ovarios em C inicial,
pode-se observar alguns foliculos; no
entanto, as condicoes para a desova ain-
da nao foram completadas.

b) C final - Maduro desovando (Cf)
(Fig. 5).

Ovarios que atingiram este estadio apre-
sentam—-se, macrospicamente, extremamente
desenvolvidos, ocupando toda a cavidade
abdominal, sem vascularizagao visivel,
com ovocitos grandes e translicido, es-—
tande seus ovidutos cheios destes. A
capsula ovariana & muito delgada e qual-
quer pressgo provoca sua ruptura e con-
seqiente liberagao dos ovocitos.

Histologicamente, a presenga de nume-
rosos ovocitos em estado de hialinizacao,
ocupando a maior parte do orgao, & a ca-
racteristica mais evidente deste estadio.

As ceélulas apresentam-se, nos cortes,
separadas uma das outras, devido, em par-
te, a desidratagao provocada pelo pro-
cessamento do material e tambem por es-
tarem soltas nas cavidades.

Alguns foliculos ja vazios indicam
que a desova esta se iniciando. Obser-
vam-se as vezes, tambem nesta etapa, al-
gumas células em fase V, junto as madu-
ras em fase VI, porém, no final do esta-
dio, encontrou-se principalmente estas
tultimas e, como sempre, células do esto-
que de reserva (fase II).

ESTADIO D - Esvaziado em hecuperacaoc
(Fig. 6)

Ovarios neste estadio apresentam-se, ma-

croscopicamente, flacidos, com membranas
distendidas, ocupando metade ou menos da
cavidade abdominal, sendo, sua caracte-
ristica mais marcante, sua coloracao
marcadamente avermelhada decorrente da
presencga de hemorragias mais ou menos
generalizadas.

Histologicamente, uma vez produzida a
evacuagao de todas ou da maioria das cé-
lulas que sofreram o processo de vitelo-
genese total, os ovarios ficam em estado
de esvaziamento e desorganizacao muito
marcado. As lamelas ovigeras, dilatadas
anteriormente pelos ovocitos maduros,
deixam agora um enorme espago vazio en-
tre si. As celulas nas fases I e II au-
mentam em numero, apesar de nao ter sido
observada a mitose, o que leva a pensar
em uma etapa de proliferacao muito bre-
ve. Sao freqiientes ovocitos em atresia,
foliculos vazios e corpos foliculares.

A vascularizagao & intensa e numero-
sas hemorragias podem ser observadas.
Celulas linfocitarias e macrofagos sao
comuns nos espagos livres.

Este estadio pode apresentar-se com
tres diferentes aspectos:

a) observam—se numerosas celulas na
fase II e, ainda, celulas de outras fa-
ses (III, IV, V e VI). O diagnostico de
"esvaziado'" € feito com base no aspecto
de desorganizagao geral, hemorragias,
foliculos vazios e, também, porque o nu-
mero destas ultimas restantes nao e mui-
to grande, al2m de apresentarem signos
de atresia;

b) em outros casos, observam-se, nos
cortes, ovocitos nas fase I e II e tam-
bem ovocitos na fase III, sendo que o
restante parece ter sido eliminado ou
reabsorvido. Neste caso & mais dificil
diferenciar esta gonada de uma em esta-
dio Bj, devendo-se procurar outros ele-
mentos como hemorragias ou foliculos va-
zios, para o diagnostico;

c) ainda ocorrem casos em que obser-
vam—-se, nos cortes, apenas ovocitos nas
fases I e II; estes ainda nao teriam si-
do considerados no estadio "R", pela sua
desorganizacao geral, presenca de hemor-
ragias e de atresia celular (Fig. 6).

Ao termo "esvaziado", utilizado para
denominar este estadio, foi acrescido o
"em recuperacao', pois, imediatamente
apos a desova, surgem novas células do
estoque de reserva, que levarao o ovario
a uma reorganizacao e, finalmente, ao
estadio "R", antes do inicio de um novo
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ciclo,como também ocorrem, nesta
etapa, fenomenos responsaveis pela
la "limpeza" de todos os restos
deixados pela desova recente.

ESTADIO R - Repouso (Fig. &)

0 estadio R abrange aqueles indivi-
duos que ja iniciaram o ciclo re-
produtivo, adultos, e que encon-
tram-se em fase de transigao, em
repouso, entre o término de um ci-
clo e o inicio do proximo.

Macroscopicamente, estes ovarios,
apresentam-se com coloragao amare-
lo-claro ou esbranquigada, trans-
lacidos ou ligeiramente turvos, com
vascularizagao fraca, nao se obser-
vando ovocitos; encontram-se cola-
dos a parede, ocupando cerca de um

terco da cavidade abdominal, sendo,

Histologicamente, as diferencas en-
tre cortes nos ovarios nos estadios
A e R nao sao muito acentuadas; a-
penas, o tamanho da gonada e a fal-
ta de ordenagao na distribuicao celular,
deixando de apresentar, no ultimo ca-
so, o aspecto organizado observado nos i-
maturos, permitem estabelecer dife-
rencas.

0 tipo, a proporgao e tamanho das
células sao realmente similares, o-
correndo apenas células nas fases I
e II; ocasionalmente, ocorrem al-
gumas células na fase III. No esta-
dio R, as lamelas ovigeras sao mais
compridas, devido ao aumento do vo-
lume da gonada, em relagao as do es-
tadio A.

No quadro abaixo, estao sumari-
zadas as caracteristicas macro e mi-
croscopicas de ovarios em distintos
estadios da escala de maturidade se-

geralmente, maiores que os imaturos. xual estabelecida.

Quadro 1. Quadro sindtico das caracteristicas macro e microscopicas que constituem
a base da classificacao dos estadios de maturidade, para S. brasiliensis

Classificagao Inlcial A tat c ot ‘'8
(Vazzoler, 1371}
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Fig. 8. Corte de ovario R, em repouso, mostrando numerosas células basofilas do es-

toque de reserva (R). Aum. 100 x.

Discussio

No presente trabalho, destacam—-se as ca-
racteristicas histocitologicas das gona-
das femininas de S. bras({liensis, com a
finalidade de se conhecer mais produnda-
mente o mecanismo reprodutivo da especie
e poder estabelecer uma escala de maturi-
dade adequada.

Neste sentido, a descricao das fases
de desenvolvimento ovocitario torna-se
de vital importancia para compreender a

dinamica do ovario.
Yamamoto (1956) estabeleceu 11 fases

evolucionarias para as celulas germina-
tivas de Liopseta obscura, mas esta clas-
sificacao parece complexa demais para o

caso da sardinha. )
Por outro lado, Worsmann & Mandelli

(1976) classificaram as células germina-
tivas do ovario de sardinha em tres fa-
ses: celulas germinativas basofilas; ce-
lulas germinativas acidofilas, com cito-
plasma perifeérico basofilo, e células
germinativas acidofilas.

As observagaesﬁaopresente estudo mos—
tram que & possivel se fazer uma divisao
mais detalhada destas células, separando
claramente alguns dos fenomenos que ocorrem

durante a ovogenese, como & o caso de
vitelogenese lipidica, protéica e hiali-
nizacao.

Com relacao as diferentes fases das
celulas germinativas, a maior discussao
que se estabelece & a respeito da iden-
tidade das células mais jovens observa-
das, denominadas, neste trabalho, fase I,

Os diferentes autores discutem sobre
quando e de onde ocorre a renovagao des-
tas celulas e sobre se elas sao ovogo-
nias ou ovocitos jovens.

Hickling (1930) assinala que nos ova-
rios de Merfuccius hubbsi, em recupera-
gao, existem ovogonias, além dos ovoci-
tos de reserva. Godinho (1972) destaca
que as células mais jovens de Pimelodus
maculatus nao podem ser chamadas de go-
nias, pois nao foram observadas em mito-
se, com o que concordam as observacgoes
do presente trabalho.

Yamamoto (1956) sugere que estas ce-
lulas derivam do foliculo vazio, apos a
desova. Andreu & Santos Pinto (1957) e
Christiansen (1971) indicam sua origem a
partir do epitélio germinativo.

Para S. brasiliensis, como destacado,
as celulas na fase I sao observadas sem-
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pre perto das lamelas ovigeras, em forma
de ninhos, o que leva a pensar que estas
se diferenciam a partir do epitelio ger-
minativo, mesmo porque seu surgimento,
de foliculos vazios, parece improvavel,
uma vez que este e as células germinati-
vas possuem origens embriologicas dife-
rentes.

Sobre as caracteristicas citologicas
das celulas na fase II, do estoque de
reserva, Worsmann & Mandelli (1976) suge-
rem que a intensa basofilia no citoplas-
ma indicaria uma importante atividade de
sintese protéica. Este fato e ainda a
observacao da dinamica dos nucleolos du-
rante as etapas do desenvolvimento ovo-
citario sugerem o importante papel de-
sempenhado pelo nucleo durante a pre-
vitelogenese (Houillon, 1972).

Os peixes apresentam diversas modali-
dades na acumulacao e natureza quimica
do vitelo dos ovocitos (Andreu, 1951;
Yamamoto & Yamazaki, 1961). Contudo, a
separagao entre vitelo lipidico e pro-
téico considerada neste trabalho parece
bastante generalizada (Christiansen,
1971).

Com respeito a membrana peliicida dos
ovocitos maduros, na maior parte das es-—
pécies, esta apresenta estriagoes ra-
diais (Chaudry, 1956; N¢rrevang, 1968
Isaac-Nahum, 1981), as quais, poréem, nao
foram observadas por Worsmann & Mandelli
(1976) e neste trabalho, no caso dos ovo-
citos de S. brasiliensis.

As Ultimas etapas de evolugao dos
ovocitos maduros dentro do ovario, pre-
viamente a desova, aqui denominado pro-
cesso de hlalxnlzagao, sao também obser-
vadas em outras espéecies, especialmente
aquelas que possuem ovos pelagicos, sen-
do que a intensa absorgao de agua
(Hickling, 1945) e a condensacao de gota
de lipide (Andreu & Santos Pinto, 1957),
poderiam ser entendidas como uma adapta-
¢ao para a flutuagao do ovo.

Com relacao a ocorrencia de ovocitos
atrESlCOE, Ball (1960) acredita _que ain-
terrupgao do cresc1mento ovoc1tar10, e a
posterior atresia, & um fenomeno que
possui causas diversas, tanto exogenas
como endogenas.

Yamamoto & Yamazaki (1961) postulam
que a presenga de um grande numero de
celulas atresicas e caracteristica de o-
varios de peixes com desova do tipo par-
celada.

A melhor compreensao dos fenomenos de
atresia, seria de grande utilidade para

corrigir as estimativas de fecundidade.

Os corpos foliculares observados nos
ovarlos em maturacao, maduros e esvazia-
dos sao observados tambem para outras
especies (Andreu & Santos Pinto, 1957;
Christiansen, 1971; Godinho, 1972;
Hunter & Goldberg, 1980), sendo usados, em
alguns casos, como indicadores de desova
recente (Isaac-Nahum, 1981). Ball
(1960) acha que estes corpos poderiam
ser responsaveis pela produgao de hormo-
nios sexuais. Segundo Hunter & Goldberg
(op. cit.), estes corpos proviriam de
foliculos pos-ovulatorios e podem ser de
grande utilidade para estudos sobre rit-
mo de desova e fecundidade.

Considerando o exposto, a presenca
destes corpos nos ovarios em maturagao
poderia ser interpretada como indicadora
da existencia de um tipo de desova em
lotes ou parcelas. No entanto, este as-
pecto necessita de maiores esclarecimen-
tos; trabalhos futuros devem aprofundar-
se, particularmente, na analise dos fe-
nomenos de recuperacgao apos a desova
parcelada, que devem ser considerados na
escala de maturidade,

A grande maioria das escalas elabora-
das para peixes sao baseadas em crite-
rios macroscopicos (Vazzoler, 1971;
Stequert, 1976). Este tipo de classifi-
cagao permite uma avaliagao raplda de
numerosas amostras, mas a pratlca tem
demonstrado que os critérios macroscopi-
cos podem, as vezes, ser, alem de subje-
tivos, muito variaveis.

Neste sentido Nahumov (1956) salienta
a importancia de estudos histologicos
complementando as observagoes a fresco.

Para S, brasiliensis, foram aplicadas
antes apenas duas escalas, ambas baseadas
em critérios macroscopicos.

A escala de quatro estadios descrita
por Vazzoler (1971; 1981) e usada por
Vazzoler & Rossi-Wongtschowski (1976)
tem sido util pela sua simplicidade para
trabalhos rotineiros de campo, mas aana-
lise histologica demonstrou que a mesma
pode ser desdobrada, o que melhora a a-
preciagao dos fenomenos reprodutivos.

A subdivisao dos estadios B e C pro-
posta neste estudo, em B inicial e final,
e C inicial e final, permitira delimitar
melhor as @&pocas de desova e facilitara
a selegao de ovarios para estudos sobre
fecundidade.

Por outro lado, a inclusao do estadio
R dara mais precisao as estimativas do
comprimento médio da primeira maturagao
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sexual, ja que, ocasionalmente, indivi-
duos adultos, em repouso, poderiam ser
confundidos com imaturos.

A escala utilizada por Matsuura
(1977) com seis estadios, apresenta al-
gumas similaridades com a aqui proposta,
com relagao aos estadios em maturagao
maduro e desovado. No entanto, ela nao
inclui nenhum estadio para o individuo
virgem, com sexo identificavel, mas que
ainda nao iniciou a primeira maturagao.
o estadio I inclui apenas os de sexo nao
identificavel eo IT os virgens em matura-
cao. Neste ultimo est3adio, o autor
inclui também os adultos em recuperacgao;
estes ovarios Ja apresentam, segundo a
descrigao, ovocitos visiveis a olho nu.

Das observagoes destes autores, pode-
se dizer que os fenomenos tipicos de
"recuperagao", isto &, reabsorgao de res-
tos celulares, e de hemorragias e proli-
feracao de celulas germinativas Jovens,
ocorrem logo apos a desova, no estadio
"esvaziado" e, talvez, no inicio do "em
repouso', mas nao quando se reiniciar a
maturagao no ciclo seguinte

Comparando-se as classificacoes discu-
tidas, obtem-se:

ATUAL VAZZOLER, 1971 MATSUURA, 1977

A A i

Bi B T, "FFL

Bf B ITT

Ci C IV

Ce C v

D D VI, II

B - ’

onde:

A, Virgem; Bj, Em inicio de maturagao;
Bf, Em maturacao avangada; C;, Maduro
inicial; C¢, Maduro desovando; D, Es-
vaziado, e R, Repouso.

As observagoes hlStOlOglC&S permiti-
ram tambem identificar ovarios que, seja
pela presenca de corpos foliculares ou
por sinais, ellmlnaram parte de seus
ov0c1tos, o que & de significativa im-
portanc1a para o esclarecimento do tipo
de desova e estimativa de fecundidade.

Estudos mais detalhados deste aspecto
tornam-se necessarios para o estabeleci-
mento definitivo do tipo de desova de S.
brasiliensis.

Resumo

Uma melhor compreensao da dinamica do
processo reprodutivo de Sardinella
brasiliensis e obtida atraves da asso-
ciagao de aspectos micro e macroscopicos
das gonadas durante o ciclo sexual.

O presente trabalho apresenta uma
descricao das fases de desenvolvimento
ovocitarias e dos estadios de maturida-
de dos ovarios de 119 femeas de S.
brasilfiensis, coletados na costa brasi-
leira entre 22°S e 28°S.

Sao descritas seis fases ovocitarias
e duas estruturas derivadas, analisan-
do-se as caracteristicas citologicas
das celulas germinativas durante o pro-
cesso de maturacao.

Foram estabelecidos sete estadios:
A (virgem), B;j (em inicio de maturacao) ,
Bf (em maturagao avangada), Ci (maduro
inicial), C¢ (maduro desovado), D (es-
vaziado) e R (em repouso), sendo discu-
tida sua correspondencia com outras es-—
calas aplicadas as espéecies.
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