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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a morfologia dos ovérios e testiculos de
tubarbes oceanicos capturados no Atlantico sul e Equatorial. Para tanto as amostras
foram coletadas, entre janeiro de 2008 e marco de 2010, através das embarcacgfes da
frota atuneira, capturadas ao longo do Atlantico Sul e Equatorial, onde foram
coletadas 17 fémeas e 164 machos. Nas embarcacoes foi retirado o trato visceral dos
animais. Ap0s a triagem, os ovarios e testiculos foram pesados e medidos
(comprimento e largura), sendo identificados macroscopicamente o0 seu estado
maturacional. Para a realizacdo da andlise histologica do material, os ovarios foram
fixados em formol a 10% com agua do mar, por 48 horas e os testiculos em fixador de
Bouin também por 48 horas. Em seguida passaram pelo protocolo histolégico. Na
andlise macroscopica dos ovarios foram encontrados trés estagios maturacionais
distintos: estagio | (Imaturo), estagio Il (em maturacéo) e estagio Ill (Maduro). No
estagio | foram classificados 3 ovarios imaturos, no estagio Il 5 ovarios em maturacéo
e no estagio Ill 9 ovarios maduros. Nas fémeas imaturas foram encontrados ovarios
pequenos com largura entre 1,0 e 3,1 cm, com estrutura interna gelatinosa ou
granular, nas fémeas em maturacdo, 0s ovarios se encontravam um pouco maiores
apresentando largura variando de 5,2 e 6,0 cm e nos ovarios maduros possuia largura
variando entre 6,5 e 7,8 cm, apresentando um formato arredondado, com ovocitos
grandes e bem desenvolvidos. Na analise microscopica foi observado que os ovarios
sdo revestidos por tecido epitelial simples plano, nos primeiros estagios de
desenvolvimento, variando para simples cubico nos estagios finais da maturacéo.
Logo abaixo do epitélio se encontra a albuginea composta por tecido conjuntivo denso
e regidbes de fibras musculares. No estagio inicial de maturacdo 0s o0varios

apresentam o 6rgao epigonal, ndo diferenciando-se histologicamente do ovario. Ja



nos ovarios maduros foi evidenciado o epitélio simples cubico, logo abaixo do epitélio
encontra-se uma camada de tecido conjuntivo denso e uma camada muscular com
presenca de ovocitos vitelogénicos e células adiposas. Evidenciou-se também uma
fina membrana vitelinica delimitando os ovocitos. Foi observada a zona pellacida
separando os ovocitos da parede do foliculo e uma lamina basal entre as camadas
granulosas e a camada da teca. Para os testiculos, dos 164 individuos coletados, 52
foram Isurus oxyrinchus, 17 Carcharhinus falciformis e 95 Carcharhinus longimanus.
Para a trés espécies estudadas foi observada que a variacdo nos trés estagios
maturacionais proposto nao tiveram alteracdo morfologica visivel. Para a
caracterizagcdo microscopica, 0 desenvolvimento celular nos trés estagios
maturacionais, também se apresentou 0 mesmo para as trés espécies estudadas. No
estagio | caracterizou-se pela presenca do oOrgdo epigonal que nessa fase é
indiferenciado do testiculo, apresentando assim a mesma constituicdo histolégica. No
estagio Il ha uma diminuicdo do 6rgdo epigonal e a diferenciacdo do testiculo com o
surgimento das primeiras células germinativas (espermatogdnias). No estagio Il o
orgao epigonal se apresenta apenas como uma fina camada revestindo o testiculo,
este encontra-se bastante desenvolvido com presenca de tlbulos seminiferos
grandes e com grande quantidade de espermatozéides. Ja na classificacdo da
disposicdo morfolégica dos testiculos ocorreu diferenca, uma vez que, na espécie
Isurus, evidenciou-se Radial e para os Carcharhinus foi denominada como diamétrica.

Palavras — chave: Elasmobranquios; Reproducéo; Goénadas



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the ovaries morphology and testes from oceanic sharks
caught in the South Atlantic and Equatorial. For both samples were collected
between January 2008 and March 2010, through the tuna fleet the vessels, captured
along the South and Equatorial Atlantic, where they were collected 17 females and
164 males. In the vessels was removed visceral animals tract. After screening, the
ovaries and testes were weighed and measured (length and width), identified
macroscopically their maturational state. To perform the histological analysis of the
material, the ovaries were fixed in 10% formalin sea water for 48 hours and testes in
Bouin's fixative for 48 hours too. Then they were passed through the protocol
histology. The microscopic analysis of ovaries was found three distinct maturational
stages: Stage | (Immature), stage Il (maturing) and stage Il (mature). The first stage
was classified immature ovaries; the second one was in five ovarian maturation and
the third was nine ovarian mature. Immature females were found in ovaries with small
width between 1.0 and 3.1 centimeters, with internal gelatinous structure or granules
in maturing females, the ovaries were slightly higher showing varying width of 5.2 and
6.0 centimeters and mature ovaries had a width varying between 6.5 and 7.8
centimeters, with a rounded shape with large and well developed oocytes. On
microscopic examination was observed that the ovaries are covered by epithelial
tissue simple plan in the early stages of development, ranging for simple cubic in the
final stages of maturation. Below the epithelium is the albuginea composed of dense
connective tissue and regions of muscle fibers. In the initial stage of maturation, the
ovaries presented epigone organ, they were not different histologically of the ovary.
Now in the mature ovaries was shown a simple cubic epithelium, below the

epithelium is a layer of dense connective tissue and muscle layer with the presence



of vitellogenic oocytes and fat cells. It also showed a thin membrane enclosing the
yolk oocytes. It was observed separating the pellucida zone of the oocyte from the
follicle wall and a basal lamina between layers and granular teak layer. For the
testes, of the 164 individuals collected, 52 were Isurus oxyrinchus, Carcharhinus
falciformis 17 and 95 Carcharhinus longimanus. For the three species it was
observed that the variation in the three maturation stages proposed had no visible
morphological change. To characterize microscopic, cellular development in the three
maturation stages, it also showed the same for all three species. The first stage was
characterized by the presence of organ epigone that this phase is undifferentiated
testis, thus presenting the same histological composition. The second stage there is
a decrease in body epigone and differentiation of the testis with the emergence of the
first germ cells (spermatogonia). The third stage the national epigone only present as
a thin layer lining the testis, this is well developed and large seminiferous and the
tubules with large amounts of sperm. In the classification of morphological testis
there was a difference, once the species Isurus there was and Radial, for

Carcharhinus was named as diametric.

Keywords: Elasmobranchs; Reproduction; Gonads
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1. INTRODUCAO

Tubardes, raias e quimeras séo peixes de esqueleto cartilaginoso, incluidos num
mesmo grupo denominado Chondrichthyes (LAST, 1994), formada por 51 familias,
168 géneros e cerca de 1.100 espécies conhecidas. Destes, os tubarbes
representam 30 familias, 101 géneros e cerca de 400 espécies; as raias
correspondem a 18 familias, 61 géneros e entre 494 e 571 espécies e as quimeras 3
familias, 6 géneros e de 31 a 50 espécies (COMPAGNO, 1990).

Das cerca de, 400 espécies conhecidas de tubarbes, 5% sao oceanicas,
podendo realizar grandes migracées (CORTEZ, 2000). Como s&o animais
predominantemente predadores, estando no topo da cadeia tréfica marinha, ocorrem
em numeros relativamente menores do que a maioria dos peixes teledsteos.
Informacdes sobre a histéria de vida e dindmica populacional estdo disponiveis,
sobretudo, para as espécies com interesse pesqueiro. Entretanto, a importancia
ecoldgica, como o papel dos tubarBes e raias em comunidades complexas, sO
recentemente foi reconhecido em decorréncia das alteracdes geradas pela pesca
intensiva (HOENING e GRUBER, 1990).

Em geral, o tamanho das populacdes sao resultado da taxa de fecundidade, taxa
de recrutamento (imigracdo e emigracdo) e mortalidade. Os Chondrichthyes sé&o
caracterizados por crescimento lento, maturidade tardia, baixas taxas de
fecundidade e produtividade, alta sobrevivéncia natural (para todas as faixas etarias)
e alta longevidade (HOLDEN, 1975). Esse conjunto de caracteristicas resulta em
baixo potencial reprodutivo para a maioria das espécies, com sérias implicacdes
para a sustentabilidade pesqueira, o que confere as populacfes de elasmobranquios
uma capacidade limitada de recuperacdo em caso de sobre-explotacdo (IUCN,
1996).

Todas as espécies de tubarbes possuem reproducdo sexuada com fertilizacao
interna. Algumas espécies sdo viviparas, seus embrides permanecem no Utero
durante todo o periodo de desenvolvimento, de forma que jA nascem totalmente
desenvolvidos, sendo, assim, miniaturas dos adultos. A classe vivipara pode ser
dividida em placentaria e aplacentaria a depender da relacdo entre o

desenvolvimento da mée com os descendentes (BUDKER, 1958).



Entre as 30 familias de tubardes, inclui a Carcharhinidae formada por espécies
(e.g. Carcharhinus longimanus e C. falciformis) que possuem reproducao vivipara
placentaria (KOOB e CALLARD, 1991). A familia Carcharhinidae constitui cerca de
40 a 50% das capturas obtidas com espinhel pelagico no Atlantico Sul e Equatorial
(HAZIN et al., 1994). Um exemplo da reproducdo aplacentaria pode ser encontrada
na familia Lamnidae, como o caso do tubarédo Isurus oxyrinchus, cuja reproducédo é
caracterizada como ovofagia, neste caso, 0os embrides sdo nutridos pela gema
contida no saco vitelinico, sendo depois incubados no utero da fémea, sem ligacéo
placentaria, onde possivelmente ocorre o canibalismo intra-uterino (embries mais
desenvolvidos comem o0s ovécitos nao fertilizados ou menos desenvolvidos)
(COMPAGNO, 1990; GILMORE, 1993).

Ainda hoje o conhecimento sobre a biologia reprodutiva dos tubarbes é pouco
estudada, com isso, é importante conhecer mais a cerca da reproducédo, buscando
um detalhamento maior da morfologia dos aparelhos reprodutivos, para auxiliar num

futuro proximo, subsidios para preservar e conservar esses animais.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Descricdo das espécies
2.1.1. Carcharhinus falciformis

Os tubarbes lombo-preto, Carcharhinus falciformis, possuem comprimento
total de 330 cm, sado viviparos placentarios, com um periodo de gestacdo de
aproximadamente 12 meses e um tamanho de nascimento, estimado para a espécie,
em torno de 70-87 cm de comprimento total (COMPAGNO, 1984).



Fig. 1. Tubardo Carcharhinus falciformis. Fonte: Fishbase, by Torres Rojas, Y.

2.1.2. Carcharhinus longimanus

Os tubarbes galha branca oceéanico, possuem comprimento total de 395 cm
sdo viviparos placentarios, com um periodo gestacional de aproximadamente 12
meses, podendo ter uma média de 1 a 15 filhotes por gestacdo (COMPAGNO,
1984).

© Miguel Pais

Fig. 2. Tubardo Carcharhinus longimanus. Fonte: Fishbase, by Pais, M.

2.1.3. Isurus oxyrinuchs

Os tubarbes Mako, Podendo chegar a 4 metros de comprimento, sao
viviparos aplacentarios (Ovofagicos), com um periodo de gestacao variando de 15 a
18 meses e tém aproximadamente 4 a 16 filhotes por ninhada (COMPAGNO, 1984).



Fig. 3. Tubaré&o Isurus oxyrinchus. Fonte: Fishbase, by Bornatowski, H.

2.2. Estratégias reprodutivas

A viviparidade tem como principal caracteristica reter no Utero os embrides,
durante todo o periodo de desenvolvimento, fazendo com que 0s mesmos nasgam
copias dos adultos. Este tipo de reproducdo € dividida entre viviparo aplacentéria e

placentaria, dependendo da relacao tréfica da mae com os filhotes (BUDKER, 1958).

Outro tipo de reproducdo € a ovofagica, na qual a mae apresenta um ovario
bem maior em relacdo aos demais tipos reprodutivos, chegando a pesar mais de 5
Kg. Seus ovdcitos sao pequenos, variando entre 5 a 7 mm de diametro. Nessa
modalidade reprodutiva algumas semanas, os embrides comecam a se nutrir dos
ovos produzidos pela mae, apresentando desde o comeco, uma denticdo precoce
temporaria, que auxilia no rompimento dos mesmos e na ingestdo de seu conteudo
(GILMORE et al., 1983; GILMORE, 1993).

Algumas espécies de elasmobranquios apresentam caracteres sexuais
secundarios. Machos usualmente sdo menores do que as fémeas e 0s contornos do
corpo geralmente mais delgados. A maturacdo sexual também aparenta ser mais
rapida, assim como a duracdo do ciclo de vida. Entretanto, a mais importante

caracteristica sexual secundaria em machos € o clasper (DODD et al., 1983).


http://filaman.ifm-geomar.de/Collaborators/CollaboratorSummary.cfm?ID=1818

2.3. O Aparelho reprodutor feminino

Os ovérios estdo dispostos em par e suspensos por mesentérios na parte
dianteira da cavidade do corpo, em posicdo analoga aos testiculos dos machos.
Composto pelo 6rgao epigonal, que apresenta histologicamente sua morfologia igual
para ambos os sexos (TESHIMA, 1981). Em vérias espécies de elasmobranquios
apenas um ovario é funcional. Formas oviparas apresentam o0s dois o0vVarios
desenvolvidos e funcionais (DODD, 1983; HAMLETT e KOOB, 1999; CARRIER et
al., 2004; HAMLETT, 2007).

Ja em familias como a Carcharhinidae, apenas um ovario é funcional,

normalmente o direito, com o outro se tornando vestigial (PRATT, 1988).

Os ovarios sdo compostos por vasos sanguineos, nervos e uma variacao de
ovécitos e ovogobnias. A morfologia pode variar muito entre espécies, no entanto,
esta variacdo se da pela presenca ou nao de ovécitos vitelogénicos (quantidades e
tamanhos), que variam de acordo com a estratégia reprodutiva adotada (PRATT,
1988).

Metthews (1950) e Pratt (1988) descrevem dois tipos de ovarios: um
encontrado em tubardes laminiformes e outro nos demais elasmobranquios. A
principal diferenca organizacional entre os dois é a presenca da capsula ovariana, a
qual, nos laminiformes esta localizada dentro do 6rgao epigonal, que produz 6vulos
pequenos que variam entre 3 e 5 mm de diametro, para servirem como alimento na
estratégia ovofagica, adotada por tubardes desta ordem. Para as outras espécies o
ovario é externo e originado na superficie plana do érgdo epigonal ou ainda
suspenso diretamente do mesovario. Este tipo de ovario produz 6vulos de tamanho

relativamente grande, geralmente variando entre 20 e 60 mm de diametro.

Segundo Jonnes e Geen (1977) foram observadas fémeas maduras em trés
fases: fase entre as gestacoes, fase com ovos nos uteros e fase com embrides livres

nos uteros.

A maturidade sexual feminina pode ser determinada pela avaliacdo das
condicdes do trato reprodutivo, notando-se a presenca ou auséncia de ovulos bem
desenvolvidos nos ovarios, ovos ou embrides nas tubas uterinas expandidas. Bass
et al., (1973) definiu que a fémea de tubardo com évulos no ovario e um utero

ampliado, é considerada um animal adulto.



Embora os ovérios e ovidutos comecem o desenvolvimento como estruturas
pares, que muitas vezes se tornam assimétricas, em tubardes adultos, como
Scyliorhinus, Pristiophorus, Cacharhinus, Mustelus e Sphyrna, o ovario direito €
funcional e o esquerdo atrofiado, porém ambas as tubas uterinas estdo presentes
(DANIEL, 1928).

Os 6vulos produzidos pelos ovérios sao transportados através de uma
estrutura denominada oviduto, passando por pequenos tubos denominados oéstios.
Esta estrutura fica situada proxima e frontalmente aos ovarios, com muitas espécies
possuem apenas um Ostio ligado aos ovarios. Muitas vezes a fertilizacdo pode
ocorrer dentro do oviduto (DODD, 1983; HAMLETT e KOOB, 1999; CARRIER et al.,
2004; HAMLETT, 2007).

O oviduto pode ser dividido em duas partes: glandula nidamentaria (ou
nidamental) e ovissaco (ou Utero). A glandula nidamental secreta uma substancia
parecida com a albumina e também apresenta uma membrana colagena em torno
dos ovos fertilizados, envolvendo-os com uma camada com fungdo nutritiva e
protetora. Os oOvulos, ao chegarem a glandula, normalmente sao fertilizados pelo
espermatozoide localizados na parte superior do oviduto ou na propria glandula.
Outra importante funcdo da glandula nidamental € armazenar espermatozoides, 0s
quais, em algumas espécies, pode durar meses. Posteriormente a glandula
nidamental, o oviduto se alarga formando a porcdo denominada de ovissaco
(também conhecida como “uUtero”). Esta parte € muito mais rica em vasos
sanguineos e € nessa por¢cdo que permanecem o0s embrides, durante todo o
processo de gestacdo, no caso dos viviparos. Em espécies oviparas 0s ovos ndo

repousam no utero e sim no substrato (CARRIER et al., 2004; HAMLETT, 2007).

Em estudo com aproximadamente 20 espécies de Condrictes, foram
examinados cortes histologicos dos ovarios de espécimes oviparos e viviparos. Os
resultados mostram que foliculos de diferentes tamanhos (corpora atrética e corpora
lutea) sdo mantidos juntos por uma rede de estroma formada por tecido conjuntivo.
Além disso, durante a ovogénese e a foliculogénese, existe uma diferenca granulosa
entre estes dois tipos (GIACOMINI 1896; WALLACE 1903; CHAMPY & GLEY 1923;
SAMUEL 1943, 1946; BABEL 1967, DODD 1983).

Nos Mustelus manazo e Mustelus griseus, no processo da ovogénese 0S

ovOcitos comecam a se desenvolver com didmetro entre 15 a 20 um e séo



revestidos com duas a trés células escamosas. Quando o seu didmetro alcanca 130
MM os ovocitos sdo revestidos por um epitélio simples plano. Ao atingirem 350 pm
de diametro o epitélio folicular muda de simples escamoso para epitélio simples

cubico segundo Teshima (1981).

A camada externa do estroma ovariano € composta de muitos foliculos
primordiais, logo abaixo da tunica albuginea. Os foliculos primordiais consistem em
um ovocito primario, rodeado por uma camada de grandes e pequenas células
escamosas do foliculo (HAMLETT, 2007).

“Corpora atretica”, sdo foliculos vitelogénicos que nao ovularam e vao ser
reabsorvidos, podendo estar presentes no ovario maduro e “corpora litea” sao
foliculos pds-ovulatérios em estagios de reconstrucdo ou atresia (WOURMS 1977,
DODD, 1983).

Em muitas espécies (e.g: Squalus acanthias, Chiloscyllium griseum,
Heptanchus cinereus, Mustelus laevis, Scyliorhinus canicula, Scyliorhinus stellaris,
Scymnus lichea, Spinax niger), as células granulosas sao cuboidais ou colunares e
se tornam muito finas com extensdes citoplasmaticas que atravessam a zona
pellucida celular entre o ovocito e a parede do foliculo. Em outros casos (e.qg:
Myliobatus bovina, Raja spp.; Scyllium sp.; Torpedo marmorata, Trygon violacea)
pequenas células cubdides diferenciam-se em células maiores, com grandes
ndcleos, enquanto outras células permanecem cuboidais ou colunares durante todo

o periodo do desenvolvimento folicular.

Estudos ultra-estruturais do ovario da raia Urobatis (Urolophus) jamaicensis,
ilustram uma associacao direta do 6rgdo epigonal com as células epiteliais cubdides,
gue cobrem o ovério e constituem o epitélio germinativo (HAMLETT et al., 1999).

Abaixo do epitélio encontra-se a tlnica albuginea, uma fina camada de tecido
conjuntivo. A camada externa do estroma ovariano € constituida por muitos
foliculos primordiais, logo abaixo da tunica albuginea. Os foliculos primordiais
sdo constituidos por um ovécito primario, revestido por epitélio simples ou colunar. A
vascularizacéo é referida pela primeira vez apenas na periférica do epitélio folicular,

dentro de uma camada fibrosa e uma camada da teca (HAMLETT et al., 1999)

Todas as espécies, estudadas até agora, demonstraram que a zona pelucida

separa os ovocitos da parede do foliculo, bem como uma lamina basal entre as



camadas granulosa e da teca. Curiosamente, a zona pellcida das duas espécies de
tubardo (Mustelus canis e Rhizoprionodon terraenovae), cuja ultra-estrutura folicular
tem sido estudada, € substancialmente mais espessa do que nos batoides
(DAVENPORT, 2003).

As células granulosas da parede folicular também demonstram variacdes
significativas entre espécies, ou seja, Squaliformes e Carchariniformes mantém um
Unico tipo de células colunares, enquanto Rajidae, Dasyatidae e Chimaeridae
desenvolvem uma célula granulosa que € heterogénea. Por exemplo, em Urobatis
jamaicensis (HAMLETT, 1999) e U. halleri (BABEL, 1967), as células colunares
alternam com grandes células redondas que contem substancias, tipo lipidicas,
compreendendo a camada granulosa, mas com a foliculogénese ocorre a diminuicédo
dessas células em tamanho e elas desaparecem antes da ovulacdo (HAMLETT et
al., 1999).

2.4. O Aparelho reprodutor masculino

Ao contrario da maioria dos Osteicties, em que os 6vulos e espermatozoéides
sdo jogados no ambiente para ocorrer a fertilizacdo (fertilizacdo externa), os
Condrictes depositam o sémen dentro do aparelho reprodutivo da fémea. Os machos
possuem 0Orgdos copuladores denominados clasper, também chamados de
pterigopddios ou ainda mixopterigios. Este 6rgdo, que consiste em uma modificacao
adaptada da margem interna da nadadeira pélvica, € sustentado pelo endoesqueleto
e representa uma das duas principais caracteristicas sinapomarficas que tornam os
Condrictes um grupo monofilético (GROGAN e LUND, 2004; HAMLETT ,2007).

O 6rgao copulador € uma estrutura intromitente, cartilaginosa, que conduz o
esperma até a fémea (COMPAGNO, 1999). Na medida em que o animal cresce, 0
grau de calcificacdo dessa estrutura aumenta. O grau de rigidez dos claspers é
utilizado em determinacbes de estadios maturacionais, considerando-se que 0
individuo € adulto e, portanto, apto a reproducédo, quando o clasper apresenta
sustentacao cartilaginosa bem desenvolvida, tornando-o mais rigido (CLARK e VON
SCHIMIDT, 1965). O tecido e pele que formam o clasper ndo tém caracteristicas que
favorecam a erecdo, como irrigacdo de vasos sanguineos ou musculos
especializados. A base do clasper é denominada apodpila e a parte terminal é
denominada hipépila; estas duas extremidades sao interligadas, formando um sulco

condutor de esperma (COMPAGNO, 1988). Durante a copula, o clasper é flexionado



por musculos situados em sua base até que a apopila e a papila urogenital fiquem
posicionadas de forma que torne possivel a ejaculacdo, podendo o clasper atingir
um angulo de 90° em relacédo ao eixo longitudinal do corpo. Apenas um clasper é
introduzido por vez. O formato do clasper pode variar, com alguns deles
apresentados na estrutura mais complexo, capazes de se abrir como uma flor no
interior da fémea, expondo estruturas cartilaginosas em forma de ganchos e
esporfes que servem para fixa-lo na parede interna da cavidade genital feminina
(COMPAGNO, 2001).

O aparelho reprodutor masculino é composto além do clasper, basicamente
pelo testiculo, que produz o esperma, e pelos ductos espermaticos, que Ssao
responsaveis pela transferéncia do esperma até a fémea, bem como pela adicéo de

fluidos complementares a eficacia desta transferéncia (HAMLETT, 2007)

Os testiculos podem variar entre as espécies, tanto na morfologia quanto na
disposicdo funcional. No tubar&o-frade, Cetorhinus maximus, os testiculos sé&o
dispostos dentro do orgdo epigonal e sdo compostos de numerosos lobulos distintos,
separados por tecido conjuntivo (MATTHEWS, 1950). Pratt (1988) se refere a este
tipo de testiculo como radial, porque nele a zona germinativa € o centro do lébulo e
do desenvolvimento dos tubulos seminiferos, que estdo dispostos radialmente do

Y

centro do l6bulo em direcdo a circunferéncia, onde ductos eferentes coletam os
espermatozoides a medida que amadurecem. Os tubardes da ordem dos
Lamniformes apresentam este tipo de testiculo. Em carcharhinideos e sphyrnideos,
os testiculos se projetam a partir da superficie do 6rgédo epigonal, sendo este um tipo
de testiculo classificado por Pratt (1988) como diamétrico. Um terceiro tipo de
testiculo apresenta elementos de ambas as descricdes acima (diamétrica e radial) e
€ encontrado em algumas espécies demersais, sendo caracterizado por auséncia de
divisbes lobulares, com tecidos germinativos e ducto eferente localizados na

superficie do testiculo.

Os dois testiculos sdo presos na parte superior dianteira da cavidade
abdominal. Com a maturidade sexual, o esperma € produzido em grupos que
passam de cada testiculo, através de pequenos ductos, para o interior de tubos
conhecidos como epididimos (também em pares). Cada epididimo passa por tras e

logo abaixo da coluna vertebral, na parede superior da cavidade do corpo. Um
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viscoso fluido € secretado no epididimo em torno do esperma, para produzir o

sémen, o qual nutre e ativa o esperma (DODD et al., 1983).

A espermatogénese ocorre dentro dos testiculos em estruturas denominadas
ampolas. As ampolas séo foliculos esféricos situados no final de um sistema radial
de tubulos, divididos em bandas concéntricas. Stanley (1966) descreve a unidade
funcional do testiculo como espermatocisto, uma estrutura esférica que contem
muitos espermatoblastos compostos por células de Sertoli e células germinativas
associadas. (STANLEY, 1966; DODD, 1983; PARSONS e GRIER, 1992; CARRIER
et al.,, 2004, HAMLETT et al., 2007 E MELLINGER, 1965), em estudo sobre
testiculos de elasmobranquios, demonstraram uma relacdo especial entre a célula

de Sertoli e as células germinativas.

Segundo Roosen-Runge (1977), a espermatogénese compreende a historia
de vida de uma célula germinal masculina, através de uma série de fases (gondcitos,
espermatogdbnias, espermatdécitos, esperméatides, espermatozéide) e uma sequéncia
definida de complexos eventos celulares, a proliferacdo mitética; apoptose; meiose
(o evento central da espermatogénese), e espermiogénese.

Teshima (1981) dividiu esse processo em duas fases: 1) a primeira seria a
espermiocitogénese, onde as células espermatogénicas sofrem processo de divisdo
até espermatides; 2) enquanto o segundo estagio seria a espermiohistogénese,
onde a espermatide sofre um processo de transformacéo para espermatozéide, nao
ocorrendo nenhuma divisao.

Nos Mustelus manazo e M. griseus, as cabecas dos espermatozoides sao em
forma de espiral. Isto também foi observado nos Cetorhinus maximus, Cacharhinus
dussumieri, Galeorhinus japonicus e Rhinobatus schlegeli e Scylliorhinus canicula
(METTEN, 1939). Diferindo de Metten, Moore (1895) identificou que as cabecas dos
espermatozoides no Scyllium canicula e S. catulua ndo sdo em forma de espiral e

sim, em forma de linha reta.

O sémen é armazenado nas vesiculas seminais e ampola seminal até ser
utilizado. Tubardes de grande porte, como o peregrino, Cetorhinus maximus, uma
das maiores espécies de tubardo, pode produzir aproximadamente 15 litros de
sémen. Em alguns Chondrichthyes o sémen €& armazenado em estruturas
denominadas espermatéforos. Das vesiculas seminais 0 sémen flui por um orificio

na papila urogenital situada dentro da cloaca. Durante a cépula o clasper se flexiona
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sobre esta papila para receber o sémen e conduzi-lo para dentro da fémea. O
esperma e 0 sémen sao transferidos do epididimo para o interior de outro ducto,
denominado ducto deferente, localizado na parte de tras da coluna vertebral (DODD
et al., 1983).

A parte anterior desse ducto chegam também as secrecdes liberadas pela
Glandula de Leydig’s (glandula que se prolonga a partir da porgéo anterior do rim).
Essa substancia, recebida no ducto, vai auxiliar muito para aumentar o volume do
sémen. O ducto deferente se alarga na medida em que passa sob o rim e se
expande dentro da vesicula seminal e ampola seminal na parte mais posterior da
cavidade do corpo (HAMLETT et al., 2007).

Um par de sacos ou bolsas sifonicas pode ser encontrado sob a pele
anteriormente aos clasperes em alguns tubardes do género Squalus, por exemplo.
Os sacos sifénicos se estendem desde a parte anterior das nadadeiras pélvicas até
o nivel das nadadeiras peitorais. Em alguns casos ndo se desenvolvem tanto.
Preenchido por fluido, a capacidade do saco sifonico pode ser medida em galdes no
caso de grandes tubardes. Além da musculatura caracteristica, os sacos sifénicos
possuem células glandulares que aparentemente secretam um produto rico em
serotonina, a qual é um poderoso estimulante que auxilia na contracdo da
musculatura do trato reprodutivo feminino (DODD et al., 1983, HAMLETT et al.,
2007).

O testiculo tem dois tipos de células principais: células germinais e células
somaéticas, que diferem na origem embrionaria e na linhagem celular subsequente.
Embora suas principais funcdes: espermatogénese e hormonal, se diferenciem
desde os primeiros estagios do desenvolvimento testicular, no entanto, as atividades
das células germinais e células somaticas sdo coordenadas e interdependentes
(HAMLETT, 2007).

A unidade de auto-renovacdo das células germinativas nas populacdes de
células estaminais, se originam no saco Vvitelino embrionario migrando
posteriormente, para a crista gonadal, onde irdo se localizar permanentemente no
testiculo (CHIEFFI, 1949).

Nos testiculos maduros dos elasmobranquios, a populacédo de células-tronco

esta localizada na zona distinta germinal ou crista. As células estaminais sdo poucas
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em numero, mas sao elas que promovem a fonte de ondas sucessivas de diviséo e
diferenciacdo das células germinativas necessérias para a espermatogénese. O que
€ notavel sobre o desenvolvimento das células germinais masculinas nos
vertebrados, em comparacdo com as células germinativas nas fémeas, é que elas se
desenvolvem, ndo como células individuais, mas como clones isogenéticos, isto €,
células-filhas formadas por divisbes sucessivas de uma Unica espermatogdnia
primaria, as quais permanecem conectadas, estruturalmente e funcionalmente, por
pontes intercelulares (MELLINGER, 1965).

Células de Sertoli sdo os elementos mais destacados do testiculo de
elasmobréanquios e compartilham uma origem comum com as células destinadas a
partir do sistema de ductos coletores intra testiculares (CALLARD et al.,, 1994).
Desde as primeiras fases do desenvolvimento, as células de Sertoli estdo
intimamente associadas com a existéncia de células germinativas, dentro de uma
anatomia distinta dos “espermatdcitos”. Juncdes gap também sdo vistas entre as
células de Sertoli adjacentes, nas regifes basal do plasmalema onde as duas
células parecem ser fundidas e reforcadas por microfilamentos e tabulos do reticulo
endoplasmatico liso (MOTNE & COLLENOT 1982).

Nos mamiferos, as células de Sertoli ttm um papel de apoiar e fazer o
suporte dos elementos germinativos, no controle de seus produtos secretados, como
fonte e destino das moléculas envolvidas na regulacdo da espermatogénese
(FAWCETT. 1975, GRISWOLD et al., 1988; RITZEN et al., 1989; CALLARD 1991).
As informacg@es disponiveis sugerem que as células de Sertoli dos elasmobranquios
desempenham funcdes semelhantes, mas varias caracteristicas importantes as
diferenciam das as células de Sertoli dos mamiferos. Primeiro, as células de Sertoli
do testiculo maduro dos elasmobranquios passam por ciclos de proliferacao,
diferenciacdo e degeneracdo (PUDNEY & CALLARD, 1986). As células de Sertoli
dos mamiferos, por outro lado, geralmente deixam a divisdo no inicio do
desenvolvimento e tornam-se elementos permanentes do epitélio seminifero. Em
segundo lugar, as células de Sertoli nos elasmobranquios sdo associadas, e
sincronizadas, com um unico clone de células germinativas. Em contrapartida, uma
Unica célula de Sertoli nos mamiferos esta associada simultaneamente com 4 ou 5
diferentes fases de desenvolvimento das células germinativas. ISso ocorre porque

novos clones de células germinativas proliferam e avancam em desenvolvimento
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antes da conclusdo de geracdes anteriores. Em terceiro lugar, a capacidade
operacional de células de Sertoli nos elasmobranquios € para a producdo de
esteroides (CALLARD et al., 1978). A célula de Sertoli em mamiferos é qualitativa e
guantitativamente limitada a sua capacidade de sintetizar esterdides. Os marcadores
de sintese de esterdides, incluindo um reticulo endoplasmético agranular bem
desenvolvido, e mitocbéndrias com cristas no tdbulo vesicular e numerosas gotas
lipidicas, foram observados para determinacdo durante a espermatogénese em
células de Sertoli da especie S. acanthias (PUDNEY & CALLARD 1984).

A zona ampologénica consiste na espermatogbnia, células de Sertoli e
fibroblastos. A espermatogbnia é facilmente separada das outras células, por
apresentar um grande nucleo e um nucléolo proeminente. Em nimeros de I6cus na
zona ampologéncia, os dois tipos de células se dispdem préximas no mesmo grupo
(DODD et al., 1983).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a morfologia dos ovarios e testiculos de tubardes oceanicos

capturados no Atlantico sul e Equatorial.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Descrever morfologicamente o ovario do tubardo Carcharhinus falciformis;

e Caracterizar histologicamente o ovario do tubardo Carcharhinus falciformis em

seus diferentes estagios de maturacao;

e Descrever morfologicamente os testiculos dos tubardes Isurus oxyrinchus,

Carcharhinus longimanus e Carcharhinus falciformis;

e Caracterizar histologicamente os testiculos dos tubardes Isurus oxyrinchus,
Carcharhinus longimanus e Carcharhinus falciformis em seus diferentes

estagios de maturacéo.
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Resumo

Este trabalho tem por objetivo estudar a morfologia dos ovarios dos tubardes oceanicos
(Carcharhinus falciformis) capturados no Atlantico Sul e Equatorial. As amostras foram
coletadas, entre janeiro de 2008 e marco de 2010 através das embarcacGes da frota atuneira,
onde foram coletados 17 fémeas. Ap6s 0 embarque dos animais, 0s mesmos amostrados foram
caracterizados morfometricamente, coletando-se, em seguida as visceras que foram etiquetadas
e acondicionadas em gelo. Para a analise histologica, foi seguido o protocolo de fixacdo,
desidratagdo e inclusdo em parafina. Em seguida, foram cortados em micrétomo (5 um) e
corados pela Hematoxilina/Eosina-Floxina e Tricrdmico de Gomori. Dos 17 ovarios, analisados
macroscopicamente 0 ovario se encontravam suspensos por mesentérios na parte dianteira da

cavidade do corpo. Foi observado que os ovarios do tubardo lombo preto sdo bastante irrigados
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por vasos sanguineos, contendo uma grande variacdo de ovdcitos. Na analise macroscépica dos
ovarios foram encontrados trés estagios maturacionais distintos: estagio | (Imaturo), estagio 1l
(em maturacdo) e estagio Il (Maduro). No estagio | foram classificados 3 ovarios imaturos, no
estagio Il 5 ovarios em maturacdo e no estagio Il 9 ovarios maduros. Nas fémeas imaturas
foram encontrados ovarios pequenos com largura entre 1,0 e 3,1 cm, com estrutura interna
gelatinosa ou granular, nas fémeas em maturacdo, 0S OVArios se encontravam um pouco
maiores apresentando largura variando de 5,2 e 6,0 cm e nos ovarios maduros possuia largura
variando entre 6,5 e 7,8 cm, apresentando um formato arredondado, com ovocitos grandes e
bem desenvolvidos. Na analise microscopica foi observado que os ovarios sdo revestidos por
tecido epitelial simples plano, nos primeiros estagios de desenvolvimento, variando para
simples cubico nos estagios finais da maturacdo. Logo abaixo do epitélio se encontra a
albuginea composta por tecido conjuntivo denso e regiGes de fibras musculares. No estagio
inicial de maturacdo o0s ovarios apresentam o Orgdo epigonal, nao diferenciando-se
histologicamente do ovario. J& nos ovarios maduros foi evidenciado o epitélio simples cubico,
logo abaixo do epitélio encontra-se uma camada de tecido conjuntivo denso e uma camada
muscular com presenca de ovécitos vitelogénicos e células adiposas. Evidenciou-se também
uma fina membrana vitelinica delimitando os ovécitos. Foi observada a zona pellcida
separando os ovocitos da parede do foliculo e uma Iamina basal entre as camadas granulosas e
a camada da teca.

Palavras-chave: Elasmobranquios, ovério, histologia.

1. Introducéo
Os elasmobranquios compartilham de algumas caracteristicas reprodutivas bem
particulares como, por exemplo, o dimorfismo sexual externo, fertilizagéo interna, disposicéo

de oOrgdos reprodutores em pares, baixa taxa de fecundidade, maturacdo sexual tardia,
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diversidade de estratégias de desenvolvimento embrionario e uma aparente auséncia de
cuidados parentais (Dood, 1983).

De um modo geral, os tubarGes possuem diversas estratégias reprodutivas, variando
morfologicamente e fisiologicamente, mesmo dentro de um Unico grupo. No entanto, existem
varios modos de reproducdo, incluindo oviparidade e diversas versdes de viviparidade, que
foram bem definidos para os tubardes. Estas variacGes tém sido tradicionalmente classificadas
como oviparos, ovoviviparos e viviparos (Lutton et al 2005 e Wourms, 1977) .

A vivipariedade é conhecida, pelos seus neonatos ja nascerem bem desenvolvidos, pois
seu desenvolvimento se da internamente, no ovissaco (Utero) da mae. Esta estratégia esta
presente em 56% dos Chondrichthyes, portanto a maioria. As formas mais “primitivas” de
viviparidade (a lecitotrofica e a ovofagica) sdo denominadas também como ovoviviparas. As
mais derivadas ou “evoluidas” (placentotrofica e uterina) sdo também conhecidas por
viviparidade matotrofica, onde o grau de dependéncia nutricional do embrido em relacdo a mae.
O embrido tem nutri¢do através do saco vitelinico, onde a superficie do saco fica em contato
com a parede uterina, e o tecido da mée e da prole cresce em intimo contato, formando a
placenta. Uma vez que a placenta é formada, os nutrientes podem ser desviados para 0 embrido
através da corrente sanguinea da mae (Carrier, et al., 2004).

O sistema reprodutivo das fémeas de tubardes € constituido basicamente de um par de
ovarios e ovidutos. Os ovarios sdo ligados a parede dorsal da cavidade abdominal pelo
mesentério e possuem trés fungbes principais: gerar células germinativas, acumular vitelo e
sintetizar e secretar hormonios (Hamlett e Koob, 1999).

Este trabalho tem por objetivo estudar a morfologia dos ovarios do tubardo oceanico

(Carcharhinus falciformis) capturados no Atlantico Sul e Equatorial
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2. Material e Métodos

As amostras foram coletadas, entre janeiro de 2008 e marco de 2010, capturados pela da
frota atuneira, no Atlantico Sul e Equatorial, tendo sido examinados 17 fémeas. Nas
embarcacOes, 0s observadores de bordo retiraram o trato visceral dos animais e 0 Comprimento
Total (CT) e o Pré- caudal (PC) medidos em centimetros. Apos as aferices as visceras foram
etiquetadas e acondicionadas em gelo.

Apdbs o desembarque as amostras foram enviadas para a Universidade Federal Rural de
Pernambuco, devidamente congeladas, para posterior triagem no Laboratorio de Oceanografia
Pesqueira do Departamento de Pesca e Aquicultura.

Apbs a triagem, os ovarios foram pesados e medidos (comprimento e largura), tendo
sido, em seguida, identificados macroscopicamente quanto ao seu estado maturacional,
segundo Stehmann (2002). Para a realizacdo da andlise histologica do material, os ovariosforam
fixados em formol a 10% com agua do mar, por 48 horas, sofrendo clivagem no intervalo de 24
horas e retornando a solucgdo fixadora. Apds a fixacdo as pecas foram transferidas para o alcool
a 70% e posteriormente desidratadas em etanol em ordem crescente de 80% a 100%,
diafanizadas pelo xilol e incluidas em parafina (Becak e Paulete, 1976; Behmer et al., 1976;

Jungueira e Junqueira, 1983).

Apo6s a inclusdo, o material foi cortado em micrétomo ajustado para 5 um com as
seccOes tendo sido dispostas em laminas previamente untadas com albumina de MAYER, e
mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C, durante 24 horas, para secagem e
colagem, segundo a metodologia de Junqueira & Junqueira (1983). Posteriormente, 0s cortes
obtidos foram corados pela Hematoxilina/Eosina-Floxina e Tricrbmico de Gomori. Para a
analise morfologica foi utilizado um Microscopio Bioldgico Trinocular NIKON 50i acoplado

a um sistema de captura de imagem Microscopica.
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As nossas fotografias foram da analise dos ovarios maduros, uma vez que, as laminas

dos ovarios imaturos e em maturacdo, nao se evidenciaram boas para fotografar.

3. Resultados

Na analise macroscopica dos ovarios foram encontrados trés estagios maturacionais
distintos: estagio I (Imaturo), estagio 1l (em maturacgéo) e estagio I11 (Maduro).

No estagio | foram classificados 3 ovarios imaturos, no estagio Il 5 ovarios em

maturacao e no estagio 111 9 ovarios maduros (Tabela 1).

Descricdo Macroscépica dos ovarios

Nos tubarGes lombo preto (Carcharhinus falciformis) os ovarios encontram-se
suspensos pelo mesentério na parte cranial da cavidade abdominal, apresentando-se ricos em
vasos sanguineos e com presenca de foliculos em diferentes estagios de maturacao.

Nas fémeas imaturas foram encontrados ovarios pequenos com largura entre 1,0 e 3,1
cm, com estrutura interna gelatinosa ou granular; ovdcitos indiferenciados mostrando-se
uniformemente pequenos ou granulares, com didmetro ndo variando de 0,2 cm (Fig. 1).
Podendo visualizar que 0 mesmo se encontra na superficie do 6rgdo epigonal, tendo sido
identificado pela coloracdo esbranquicada, enquanto o 6rgdo epigonal apresentava tonalidade
rosa claro.

Nas fémeas em maturacdo, 0S ovarios se encontravam um pouco maiores apresentando
largura variando de 5,2 a 6,0 cm, com paredes transparentes e presenca de ovocitos em
processo de diferenciacdo maturacional com diametro variando 1,0 e 2,0 cm.

Os ovéarios maduros possuia largura media de 7,8 cm, apresentando um formato
arredondado, com ovacitos grandes e bem desenvolvidos, podendo também visualizar ovdcitos

com diametros menores (1,0 e 1,5 cm) que possivelmente irdo se desenvolver na proxima
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gestacdo. Ja os ovocitos maiores (vitelogénicos) apresentavam uma variacdo do diametro de 2,5

e 3,0 cm (Fig. 2). Sua coloracgdo é bastante avermelhada com ovocitos bem amarelados.

Descricdo Microscopica dos ovarios (tabela e peso)

Os ovarios sao revestidos por tecido epitelial simples plano, nos primeiros estagios de
desenvolvimento (Fig. 3 B), variando para simples cubico nos estagios finais da maturacéo
(Fig. 3 F). Logo abaixo do epitélio se encontra a albuginea composta por tecido conjuntivo
denso e regides de fibras musculares (Fig. 3 F).

No estagio inicial de maturacdo 0s ovarios apresentam o 0rgdo epigonal, ndo
diferenciando-se histologicamente do ovario.

Nos ovarios maduros foi evidenciado o epitélio simples cubico, logo abaixo do epitélio
encontra-se uma camada de tecido conjuntivo denso e uma camada muscular (Fig. 3 C) com
presenca de ovdcitos vitelogénicos e células adiposas (Fig. 3 E). Evidenciou-se também uma
fina membrana vitelinica delimitando os ovocitos (Fig. 3 B). Foi observada a zona pellcida
separando os ovocitos da parede do foliculo e uma Iamina basal entre as camadas granulosas e
a camada da teca (Fig. 3 D).

4. Discussao

De acordo com os trabalhos de Dodd, 1983; Hamlett e Koob, 1999; Carrier et al, 2004;
Hamlett, 2007, os ovarios estdo dispostos em par e suspensos por mesentérios na parte dianteira
da cavidade do corpo, em posi¢cdo andloga aos testiculos nos machos. Em vérias espécies de
elasmobrénquios apenas um ovario é funcional como nas espécies Carcharhinus, Mustelus e
Sphyrna. Formas oviparas apresentam ambos os ovarios desenvolvidos e funcionais como, por
exemplo, espécies de Carcharhinus anguineus, Pristis cuspidatus e Squalus brevirostris, da

mesma forma encontrada na espécie Carcharhinus falciformis do presente trabalho.
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Pratt (1988) observou que 0s ovarios sd0 compostos por vasos sanguineos, nervos e
uma variacdo de ovocitos e ovogobnias. A morfologia pode variar muito entre espécies, no
entanto, esta variacdo se da pela presenca ou ndo de ovocitos vitelogénicos, que variam de
acordo com a estratégia reprodutiva adotada (Oviparidade. Viviparidade placentaria e
aplacentaria). No caso deste trabalho a espécie estudada apresenta a viviparidade como
estratégia reprodutiva e seu ovario dispde macroscopicamente de uma variacdo dos didmetros
dos ovdcitos vitelogénicos.

Metthews (1950) e Pratt (1998) descrevem dois tipos de ovarios: um encontrado em
tubarGes laminiformes e outro nos demais elasmobranquios. A principal diferenca
organizacional entre os dois é a presenca da capsula ovariana, sendo para os laminiformes
localizada dentro do 6rgéo epigonal, produzindo ovdcitos pequenos que variam entre 3 e 5 mm
de didmetro, servindo como alimento em estratégia ovofagica, adotada por tubarbes desta
ordem. Para as outras espécies o0 ovario é externo e originado na superficie plana do érgédo
epigonal ou ainda suspenso diretamente do mesovarium. Este tipo de ovario produz ovos de
tamanho relativamente grandes, geralmente variando entre 20 e 60 mm de didmetro, como no
caso dos Carcharhinus falciformis que apresentam a mesma caracteristica.

A camada externa do estroma ovariano é composta de muitos foliculos primordiais,
logo abaixo da tdnica albuginea. Os foliculos primordiais consistem em um ovécito primario,
rodeado por uma camada de grandes e pequenas células escamosas do foliculo. Esse nossos
achados corroboram com os descritos por Hamlett (2007),

Hamlett et al. (1999) evidenciou que as células granulosas da parede folicular também
demonstram variagdes significativas entre espécies, ou seja, Squaliformes e Carchariniformes
mantém um unico tipo de células colunares, enquanto Rajidae, Dasyatidae e Chimaeridae
desenvolvem células granulosas heterogéneas. Por exemplo, em Urobatis jamaicensis e U.

halleri, as células colunares alternam com grandes celulas cubicas que contem substancias, tipo
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lipidicas, compreendendo a camada granulosa, mas com a foliculogénese ocorre a diminuicao
dessas células em tamanho e elas desaparecem antes da ovulacdo. No Tubardo lombo preto as
células colunares se apresentam da mesma maneira no desenvolvimento ovariano.

Nos Mustelus manazo e Mustelus griseus, no processo da ovogénese 0s ovOcCitos
comecam a se desenvolver com didmetro entre 15 a 20 um e sdo revestidos com duas a trés
células escamosas. Quando o seu diametro alcanca 130 um os ovocitos séo revestidos por uma
camada simples de células escamosas. Ao atingirem 350 um de didametro o epitélio folicular
muda de simples escamoso para epitélio simples cubico Teshima (1981). Para o lombo preto
ocorre esta mesma mudanca assim gue seus ovocitos comecam a desenvolver.

Todas as espécies, estudadas até agora, demonstraram que a zona pellcida separa 0s
ovacitos da parede do foliculo, bem como existe uma lamina basal entre as camadas granulosa
e da teca. Curiosamente, a zona pelucida das duas espécies de tubardo (Mustelus canis e
Rhizoprionodon terraenovae), cuja ultra-estrutura folicular tem sido estudada, &
substancialmente mais espessa do que nos batoides (Davenport, 2003).

5. Concluséao

A analise macroscopica dos ovarios apontou trés estdgios maturacionais distintos, de
modo que o0s estagios iniciais e intermediarios caracterizam individuos jovens e 0s estagios
finais ou avancados individuos adultos, variando ainda esse desenvolvimento de acordo com a
espécie.

A analise microscopica confirmou que o estagio | caracteriza-se pela presenca do 6rgao
epigonal que nessa fase é indiferenciado do ovario, apresentando assim a mesma constituicdo
histologica. No estagio Il ha uma diminuicdo do Orgao epigonal e a diferenciagdo do ovario
com o surgimento das primeiras células germinativas (ovogoénias). No estagio Il o 6rgédo
epigonal se apresenta apenas como uma fina camada revestindo o ovario, este encontra-se

bastante desenvolvido com presenca de ovocitos grandes e com bastante atividade vitelogénica.
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Fig. 1. Foto do ovério imaturo do Tubardo Carcharhinus falciformis, evidenciando 6rgéo epigonal (seta preta) e

com ovécitos indiferenciados (seta amarela).

Fig. 2. Foto do ovario maduro do Tubardo Carcharhinus falciformis, evidenciando Ovocitos em diferentes
diametros (setas).
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Tabela 1. Relacdo entre o estagio mturcional do Carcharhinus falciformis, comprimento do animal e peso do

ovario

Estagio Maturacional Comprimento minimo  Comprimento maximo  Peso do ovario (G)
Imatura 70 133 60-93

Em maturagdo 185 200 110-195

Madura 240 285 220 - 405
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Figura 3. Fotomicrografia de Ovario maduro do Tubardo Lombo Preto (Carcharhinus falciformis). A — Ovécito
maduro (rico em vitelo) Coloragdo: H.E.; B — epitélio (ep) e membrana vitelinica (mv) Coloragéo: H.E C - fibras
do conjuntivo, Coloracéo: Tricromico de Gomori; D - epitélio (ep) e membrana vitelinica (mv) e membrana basal
(mb) Coloracéo: H.E. Aumento coloragéo tricromico de gomori. E — membrana vitelinica (mv), Células de gordura
(seta), células foliculares (cf) e vitelo (seta amrela) Coloragdo: Tricromico de Gomori. F- Epitélio simples (es)
com células cubdides, albuginea composta por tecido conjuntivo denso (al) e regides com fibras musculares (fm)

Coloracéo: Tricromico de Gomori.
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Resumo

Este trabalho tem por objetivo estudar a morfologia dos testiculos dos tubarbes Isurus
oxyrinchus, Carcharhinus longimanus e Carcharhinus falciformis capturados no Atlantico Sul
e Equatorial. As amostras foram coletadas entre dezembro de 2008 e margo de 2010, através
das embarcacdes da frota atuneira, sendo coletados 164 individuos. Apds o embarque dos
animais, os mesmos amostrados foram caracterizados morfometricamente, coletando-se, em
seguida as visceras que foram etiquetadas e acondicionadas em gelo. Para a analise histoldgica,
foi seguido o protocolo de fixacdo, desidratacdo e inclusdo em parafina. Em seguida, foram
cortados em microtomo (5 um) e corados pela Hematoxilina/Eosina-Floxina e Tricromico de
Gomori. Do total de 164 individuos, sendo que 52 Isurus oxyrinchus, 17 Carcharhinus

falciformis e 95 Carcharhinus longimanus. Para a trés espécies estudadas foi observada que a
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variacdo nos trés estagios maturacionais proposto nao tiveram alteracdo morfologica visivel.
Para a caracterizacdo microscopica, o0 desenvolvimento celular nos trés estagios maturacionais,
também se apresentou 0 mesmo para as trés espécies estudadas. No estagio | caracterizou-se
pela presenca do 6rgdo epigonal que nessa fase € indiferenciado do testiculo, apresentando
assim a mesma constituicdo histolégica. No estagio 11 hd uma diminuicdo do 6rgéo epigonal e a
diferenciacdo do testiculo com o surgimento das primeiras células germinativas
(espermatogonias). No estagio 111 o 6rgdo epigonal se apresenta apenas como uma fina camada
revestindo o testiculo, este encontra-se bastante desenvolvido com presenca de tubulos
seminiferos grandes e com grande quantidade de espermatozoides. J& na classificacdo da
disposicdo morfologica dos testiculos ocorreu diferenca, uma vez que, na espécie lsurus,
evidenciou-se Radial e para os Carcharhinus foi denominada como diamétrica

Palavras-chave: Elasmobranquios, testiculo, histologia

1. Introducéo

A reproducdo dos tubardes, ao contrario dos peixes 0sseos, ocorre por fecundacdo
interna, com o macho introduzindo seu 6rgdo sexual, denominado clasper, no oviduto da
fémea, por meio do qual o esperma introduzido (Carrier et al., 2004).

O clasper é uma estrutura intromitente, cartilaginosa (Compagno, 1999). Na medida em
que o animal cresce, o grau de calcificacdo dessa estrutura aumenta. O grau de rigidez dos
claspers é utilizado em determinacBes de estadios maturacionais, considerando-se que o
individuo € adulto e, portanto, apto a reproducdo, quando o clasper apresenta sustentacédo
cartilaginosa bem desenvolvida, tornando-o mais rigido (Clark e Von Schimidt, 1965).

O sistema reprodutor masculino é composto pelos testiculos, ductos genitais (canal
eferente, epididimo, canal deferente e vesicula seminal), glandulas acessorias e 0s 6rgéos

sexuais secundarios. Os testiculos séo estruturas pares, apoiadas por um mesenteério, localizados
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internamente na parte superior da cavidade abdominal e sdo formados pelo comeco e fim dos
pares de Orgaos epigonais, suspensos pela fina membrana basal, ao lado da cavidade peritoneal
(Pratt, 1988).

Os espermatozdides maduros sdo descarregados a partir do testiculo, através do canal
eferente que participa do epididimo e se expande para formar um longo tubo até o canal
deferente, também conhecido como ducto de Wolff, até atingir a vesicula seminal ou ampola do
ducto deferente que sdo areas de armazenamento de produtos seminais (Wourms, 1977).

Para uma melhor compreensdo do desenvolvimento celular e da variacdo dos tecidos
nos diferentes estagios maturacionais dos testiculos, este trabalho tem por objetivo estudar a
morfologia dos testiculos dos tubardes Isurus Oxyrinchus, Cracharhinus longimanus e

Carcharhinus falciformis capturados no Atlantico Sul e Equatorial.

2. Material e Métodos

Durante o periodo de dezembro de 2008 a margo de 2010, foram coletados 164
individuos, capturados no Atlantico Sul e Equatorial, ao longo de 16 cruzeiros, realizados por
embarcacdes espinheleira. Apds a captura, os exemplares, foram eviscerados pelos
Observadores de bordo, tendo seu material visceral sido coletado, sendo todos os individuos
amostrados caracterizados morfometricamente, registrando-se o Comprimento Total (CT) e
Pré- caudal (PC) medidos em cm e comprimento do clasper aferido também em cm,
observando-se ainda a grande calcificacdo do mesmo. Apos as afericBes as visceras foram
etiquetadas e acondicionadas em gelo. Em seguida as amostras foram enviadas para a
Universidade Federal Rural de Pernambuco tendo sido, devidamente congeladas para posterior
triagem no Laboratdrio de Oceanografia Pesqueira do Departamento de Pesca e Aquicultura.

Em laboratério as visceras foram separadas quanto ao trato digestorio e aparelho

reprodutor, com os testiculos tendo sido posteriormente submetidos a afericdes do seu peso,
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comprimento e largura, sendo e seu estado maturacional identificado macroscopicamente,
segundo Stehmann (2002).

Para a realizacdo da analise histoldgica, os testiculos foram fixados em liquido de bouin
por 48 horas, sofrendo clivagem no intervalo de 24 horas e retornando a solucédo fixadora. Apés
a fixacdo as pecas foram transferidas para o alcool a 70% e posteriormente desidratadas em
etanol em ordem crescente de 80% a 100%, diafanizadas pelo xilol e incluidas em parafina

(Becak e Paulete, 1976; Behmer et al., 1976; Junqueira e Junqueira, 1983).

Apds a inclusdo, o material foi cortado em micrétomo ajustado para 5 um, com as
reacOes tendo sido disposta mesmo foram colocados em laminas previamente untadas com
albumina de MAYER, e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C, durante 24
horas, para secagem e colagem, segundo a metodologia de Junqueira & Junqueira (1983).
Posteriormente os cortes obtidos foram corados pela Hematoxilina/Eosina-Floxina e Mistura
Tricrémicra de Gomori. Para a analise morfoldgica foi utilizado um Microscépio Bioldgico

Trinocular NIKON 50i acoplado a um sistema de captura de imagem Microscopica.

3. Resultados

Foram analisados macroscopicamente 164 individuos, sendo que 52 Makos, 17 lombo
preto e 95 galha branca oceéanico. Evidenciando o desenvolvimento celular em cada estagio
(imaturo, em maturacao e maduro).

Descricdo Macroscopica dos testiculos

Os testiculos dos tubarfes sdo dispostos em par, encontrando-se presos por uma fina
membrana basal na cavidade peritoneal. S&o formados pelos 6rgdos epigonais, disposto da
por¢cdo antero-posterior, sendo considerado um orgdo hematopoiético (producdo de células
sanguineas), auxiliando na nutricdo dos testiculos. Nos individuos jovens ou imaturos os
claspers se encontravam pequenos e flexiveis, e os testiculos ndo se diferenciavam do 6rgéo

epigonal (Fig.1), apresentando também ducto esperméatico em linha reta e coloragdo é
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esbranquicada. Nos individuos em maturacdo, encontram-se espermatozoéides, o clasper longo,
semi calcificado, ultrapassando o comprimento da nadadeira pélvica, e os testiculos
aparentemente mais desenvolvidos e ductos espermaticos comecando a aumentar. Quando o
clasper se encontrava rigido (calcificado), os testiculos se mostravam nitidamente maduros,
largos e arredondados, muitas vezes de coloracdo avermelhada (Fig. 2) e preenchido de fluido
espermatico. Para cada espécie foi identificado uma variagdo no comprimento total do animal
com relacdo a largura do testiculo e seu estagio maturacional.

Para o tubardo Mako (Isurus oxyrinchus), foram identificados 5 testiculos imaturos com
largura variando de 1,2 e 1,36 cm e o animal variando seu comprimento total entre 107 e 154
cm, 13 em maturacao variando sua largura entre 2,4 e 3,3 cm e o comprimento total do animal
182 e 195 cm e 24 testiculos maduros com largura variando entre 3,5 e 6,9 cm e o animal com
comprimento total variando entre 200 e 250 cm.

Para o tubardo lombo preto (Carcharhinus falciformis), foram classificados 11
testiculos imaturos com largura variando entre 0,7 e 2,1 cm o comprimento total do animal foi
de 68 e 145 cm, 3 testiculos em maturacdo com largura variando entre 2,0 e 3,0 cm o animal
variando entre 168 e 180 cm e também 3 testiculos maduros variando sua largura entre 3,4 e
4,6 cm e o comprimento total do animal entre 191 e 205 cm.

Jd para o tubardo galha branca oceénico (Carcharhinus longimanus), foram
identificados 73 testiculos imaturos com largura variando 0,7 e 2,5 cm, ja o animal variava o
comprimento total 76,2 e 100 cm, 7 testiculos em maturacdo com largura variando entre 3,0 e
3,6 cm e o animal variando o comprimento total entre 110 e 128 cm e 15 maduros com largura
variando entre 4,0 e 5,6 cm e 0 animal com comprimento total variando entre 155 e 202 cm.

Descrigdo Microscopica dos testiculos

A caracterizacdo microscopica confirmou cada estagio macroscopicamente analisado,

demonstrando o desenvolvimento celular, e para cada individuo foi observada a presenca das
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primeiras células principais, evidenciando o seu desenvolvimento celular ao longo da
espermatogénese. Para as trés espécies estudadas o desenvolvimento celular é igual.

O testiculo classificado microscopicamente como imaturo mostrou a presenca das
espermatogdnias em maior escala, (Fig. 3 A). Seguindo a escala maturacional, foi observado
em toda lamina a presenca de espermatocitos e espermatides nos testiculos em maturacédo (Fig.
3 B e C). Os testiculos maduros apresentaram-se ricos em espermatozdides, evidenciando
também as células de Sertoli (Fig. 4 D). Nesse estagio, foi evidenciada posicdo dos
espermatozdides nos tabulos, suas cabecas para a membrana basal e suas caudas para o lumem
(Fig. 4DeF).

Na observacao da morfologia do testiculo imaturo do tubardo Carcharhinus falciformis,
foi evidenciado a presenca do 6rgao epigonal, ocupando grande parte do aparelho reprodutor
dos machos (Fig. 4 A e B), porém as outras duas espécies (l. oxyrinchus e o C. longimanus)
também, no estagio imaturo, se mostraram da mesma forma.

O tipo de testiculo encontrado no Isurus oxyrinchus é Radial, apresentando a zona
germinativa no centro do desenvolvimento dos tdbulos seminiferos se estendendo para a
periferia, onde os ductos eferentes coletam os espermatozoides a medida que amadurecem (Fig.
3 E).

Para os Carcharhinus logimanus e C. falciformis, o desenvolvimento dos tubulos
seminiferos segue da parede do didmetro dos testiculos para a parede oposta, onde ductos
eferentes recolhem os espermatozdides. Esta classificacdo, também conhecida como diamétrica
(Fig4 D).

Os trés espécimes estudados apresentaram uma tunica albuginea constituida de tecido

conjuntivo denso, com o estroma testicular formado por tecido conjuntivo frouxo (Fig.4 E e F).



38

4. Discussao

Stehmann (2002), em trabalho realizado com espécies oviparas e viviparas
placentarias e aplacentarias de tubardes raias e holocéfalos, determinou estagios macroscopicos
igualmente encontrados no presente trabalho como descrito abaixo: Imaturos ou Juvenis,
apresentando Claspers flexiveis e pequenos, testiculos pequenos e esbranquicados com ducto
espermatico em linha reta. Em maturacdo ou Sub-adulto (adolescente) os Clasper se
caracterizavam longos, semi calcificado, ultrapassando o comprimento da nadadeira pélvica.
Testiculos mais largos e dutos espermaticos comecando a aumentar. Maduro ou Adulto-
Clasper grande e rigido, testiculo bem largo e arredondado, muitas vezes de coloracédo
avermelhada e preenchido de fluido espermatico. Esta classificacdo foi devidamente a mesma
encontrada nas trés espécies estudadas.

Para a analise do desenvolvimento celular nos diversos estdgios maturacionais
encontrado nas trés espécies estudadas caracterizou a mesma historia de vida celular masculina
descrita por Roosen-Runge (1977). O trabalho desenvolvido pelo autor mostra que a
espermatogénese compreende a histdria de vida de uma célula germinal masculina através de
uma série de fases (gonocitos, espermatogonias, espermatécitos, espermatides,
espermatozdides) e uma seqiéncia definida de complexos eventos celulares, a proliferacdo
mitotica; apoptose; meiose (0 evento central da espermatogénese), e espermiogénese.

De um anglo um pouco distinto, Teshima (1981) divide o processo da espermatogénese
em duas fases: 1) a primeira seria a espermiocitogénese, onde as células espermatogénicas
sofrem processo de divisdo até espermatides; 2) enquanto o segundo estdgio seria a
espermiohistogénese, onde a espermatide sofre um processo de transformacdo para
espermatozdide, ndo ocorrendo nenhuma diviséo.

Segundo Stanley (1966); Dodd, (1983); Parsons e Grier, 1992; Carrier et al, 2004;

Hamlett et al. 2007 e Mellinger 1965, descreve que a unidade funcional do testiculo como
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espermatocisto, uma estrutura esférica que contem muitos espermatoblastos compostos por
células de Sertoli e células germinativas associadas.

Stanley (1966), em estudo sobre testiculos de elasmobranquios demonstraram uma
relacdo especial entre a célula de Sertoli e as células germinativas, da mesma forma que
encontramos nos testiculos maduros a associacdo das mesmas. Esta visualizacdo foi bem
evidente nos testiculos do Isurus oxyrinchus

Para a analise da posicdo dos espermatozoides nos tubulos seminiferos, assim como
Metten (1939) que trabalhou com Scylliorhinus canucula, os resultados apresentados indicaram
que a cabeca e cauda do espermatozoide tem forma de espiral, confirmando a mesma posicéo
para espécies: (Mustelus manazo e M. gruseus, Ceterhinus maximus, Cacharhinus dussumieri,
Galeorhinus japonicus and Rhinobatus schlegeli). Diferindo de Metten, Moore (1895),
identificou que as cabecas dos espermatozdides no (Scyllium canicula e S. catulua) ndo sdao em
forma de espiral e sim, tem forma de linha reta.

Corroborando com o estudo presente, Pratt (1988) e Carrier et al (2004), classificou os
testiculos em maturacdo das espécies de Laminiformes, apresentou o mesmo tipo radial, com
zona germinativa no centro do desenvolvimento dos foliculos seminiferos, encontrado no
Isurus oxyrinchus que é uma espécie representante da familia Laminiformes.

Da mesma maneira os testiculos das espécies Carcharhinus falciformis e Carcharhinus
longimanus foi observado uma outra disposicdo, a mesma surgerida por Pratt (1988), que
evidenciou nos seus trabalhos que para as familias de Carcharhinidae e Sphyrnidae os testiculos

sdo denominados como diamétrico.
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5. Concluséao

A andlise macroscépica dos testiculos apontou trés estagios maturacionais distintos, 0s
estagios iniciais e intermedidrios caracterizando individuos jovens; e os estagios finais ou
avancados, os individuos adultos, variando ainda esse desenvolvimento de acordo com a
espécie.

A andlise microscépica confirmou que no estagio | foi caracterizado pela presenca do
orgdo epigonal que nessa fase € indiferenciado do testiculo, apresentando assim a mesma
constitui¢do histologica. No estagio Il hd uma diminuicdo do 6rgdo epigonal e a diferenciacédo
do testiculo com o surgimento das primeiras células germinativas (espermatogdnias). No
estagio I11 o 6rgdo epigonal se apresenta apenas como uma fina camada revestindo o testiculo,
que se encontra bastante desenvolvido com presenca de tabulos seminiferos grandes e com
grande quantidade de espermatozdides.

A Unica diferenca observada na analise microscépica para as trés espécies estudadas, foi
na forma do testiculo que para o Isurus se apresentou com Radial e para os Carcharhinus com
diamétrico.
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Fig. 1. Foto do testiculo imaturo do Tubardo Cacharhinus longimanus, evidenciando o testiculo (seta amarela) e

0 6rgdo epigonal (seta azul)

Fig. 2. Foto do testiculo maduro do Tubardo Isurus oxyhrincus (seta amarela).
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Figura 3. Fotomicrografia de Testiculo do Tubardo Mako (Isurus oxyrhinchus): A — Espermatogbnias (sg).
coloragdo: H.E ; B — Espermatdcitos (sc). Coloragdo: H.E; C — Espermatides (st). coloragdo: H.E; D testiculo em
maturacéo, caracterizando tipo de testiculo Radial, coloracdo: H.E —E- espermatozéide maduro (ms) com presencga
das gonias (g), Células de Leydig’s (seta branca) e cabeca da espermatozdide (seta amarela) e cauda para o lumem
(seta branca) Coloracao: H.E e F— Célula de Sertoli (cs), Cabeca da espermatozdide (seta amarela) e cauda para o

lumem (seta branca) coloragao: H.E.
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123 ym

Figura 4. Fotomicrografia de Testiculo do Tubardo Lombo Preto (Carcharhinus falciformis) letras de A a D e
Tubardo Galha Branca Oceanico (Carcharhinus longimanus) letras E e F: A — Testiculo imaturo, evidenciando
orgdo epigonal, coloragdo: H.E; B — aumento da foto A evidenciando o inicio da formag&o, coloragdo: H.E, C —
Testiculo em desenvolvimento, presenca do tecido conjuntivo (tc), coloragdo: H.E D —Testiculo em maturagéo,
coloracdo: H.E e E e F— Testiculo em maturacdo evidenciando a tdnica albuginea (ta) e o tecido conjuntivo (tc),

coloracdo: H.E e Tricrémico de Gomori.



