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O desenvolvimento embrionario da Piapara, Leporinus
elongatus (Pisces, Anostomidae), utilizando técnicas de
histologia, microscopia eletronica de varredura e
imunoldgicas empregando marcadores 6sseos?
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ABSTRACT.- Souza E.Z., Jesus L.W.0., Meireles W.A., Borella M.I., Bianchi PK.EC., Salvadori
M.L.B. & Kfoury Junior J.R. 2014. [The embryonic development of Piapara, Leporinus
elongatus (Pisces, Anostomidae), using histological techniques, electron microscopy
and immunological techniques using bone markers.] O desenvolvimento embrionario
da Piapara, Leporinus elongatus (Pisces, Anostomidae), utilizando técnicas de histologia, mi-
croscopia eletronica de varredura e imunoldgicas empregando marcadores dsseos. Pesquisa
Veterindria Brasileira 34(Supl.1):92-98. Setor de Anatomia, Departamento de Cirurgia, Fa-
culdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Dr. Orlan-
do Marques Paiva 87, Butanta, Sao Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail: jrobertok@usp.br

The embryonic development of fishes has great importance in fish culture and on rein-
troduction of species at risk of extinction into their environment; its knowledge constitutes
an important way to minimize diseases and mortality of these species. By using techniques
like electron microscopy and immunohistochemistry for bone markers identification, it
was possible to evaluate the developmental stages of Leporinus elongatus in more details,
helping to clarify the habits and biology of this species. Results showed the ontogeny and
ostheogenesis of of Leporinus elongatus this species from fecundation to juvenile, eviden-
cing important structures as size of the yolk, essential to embryo nutrition, the blastopores
closure, important event in embryogenesis because it indicates fertilization indexes, and
the metamorphosis, which shows the main organs’ development including bones. Bone
morphogenetic markers 1 and 4, essential regulatory molecules for bone development, had
their expression restricted from larva to fry stages, and were not observed in their previous
stages. In sum, these results provided new data that may improve reproductive techniques
for L. elongatus, and will support commercial and repopulation purposes.

INDEX TERMS: BMP, embryology, immunohistochemistry, ostheogenesis, Piapara, Leporinus elonga-
tus, Pisces, Anostomidae.

RESUMO.- O desenvolvimento embrionario dos peixes é de
grande importancia para a piscicultura e na reintrodugao
de espécies ameacadas de extingdo em seus ambientes, e
seu conhecimento constitui uma importante maneira para
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minimizar doencas e mortalidades dessas espécies. Com
o auxilio de técnicas como a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e a imuno-histoquimica para identificar
proteinas dsseas, foi possivel avaliar as fases de desenvolvi-
mento com mais riqueza de detalhes, facilitando a compre-
ensdo de habitos e da biologia da espécie. Neste trabalho
pudemos observar a ontogenia e osteogénese da Piapara
(Leporinus elongatus), desde a fecundacdo até a fase ju-
venil, sendo evidenciadas estruturas importantes como o
tamanho do vitelo, essencial para a nutricdo do embriao;
o fechamento do blastéporo, evento principal da embrio-
génese, que indica as taxas de fertilizacdo; a metamorfose,
que indica a formacdo dos primeiros e principais 6rgaos do
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animal e a formacdo de sua estrutura 6ssea. As Proteinas
Osseas Morfogenéticas (BMP-2 e BMP-4), moléculas essen-
ciais reguladoras no desenvolvimento embrionario e na
formacgao 6ssea, foram observadas apenas no estadio larval
até o periodo juvenil, ndo sendo evidenciadas nos estagios
anteriores. Os resultados desse trabalho trouxeram novas
informagdes quanto a biologia do desenvolvimento dessa
espécie, que certamente poderao auxiliar no aprimoramen-
to de técnicas reprodutivas visando uma melhora na sua
producdo seja para fins comerciais ou de repovoamento.

TERMOS DE INDEXAGAO: BMP, embriologia, imuno-histoquimica,
osteogénese, Piapara, Leporinus elongatus, Pisces, Anostomidae.

INTRODUCAO

O conhecimento da ontogénese de peixes brasileiros é es-
casso, especialmente das espécies migradoras, sendo seu
estudo importante para o conhecimento da histéria de vida
inicial, para taxonomia e larvicultura (Godinho & Godinho
et al. 2003). Considerando a grande diversidade das espé-
cies de peixes e a consequente diferenciacdo morfofisio-
logica, varios estudos vém sendo realizados, procurando
relacionar as caracteristicas estruturais, anatémicas, his-
toldgicas dos sistemas digestdrio, reprodutor e esquelético
dos peixes com seus habitos e comportamentos (Seixas-
-Filho et al. 2000).

A Piapara, Leporinus elongatus (Géry et al. 1987) apre-
senta coloragdo prateada, caracterizada por trés manchas
pretas nas laterais do corpo acima da linha lateral e pelas
coloragdes amareladas de suas nadadeiras. Tem o corpo
alongado, alto e fusiforme, com habito de formar cardumes
e frequentar as partes médias e inferiores de 4guas paradas
(Reis et al. 2003).

Considerado como um peixe ameac¢ado de extingdo nas
bacias em que estao presentes devido a sobre pesca (Ma-
chado et al. 2008), o que justifica seus estudos reproduti-
vos, ecolégicos e zootécnicos.

Em peixes, o desenvolvimento ontogenético compre-
ende todo o periodo do ciclo biolégico que abrange ovos,
embrides, larvas até a diferenciacdo histoldgica, sendo im-
portante por fornecer subsidios para aquicultura, identifi-
cacdo de ovos e larvas na natureza, estudos taxonémicos/
filogenéticos e de biologia do desenvolvimento (Nakatani
etal. 2001).

Com o surgimento de novas tecnologias de pesquisa,
como a imuno-histoquimica e a hibridiza¢ao in situ, tor-
nou-se possivel estudar a osteogénese de peixes nos niveis
da biologia celular e molecular (Tam et al. 2003), incluindo
varios fatores de crescimento, como o fator de crescimento
e transformacdo (TGF-f3), o fator de crescimento de fibro-
blastos (FGF), as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs),
entre outros, que participam do processo de desenvolvi-
mento do tecido dsseo (Chandler et al. 2007). A principal
funcdo das BMPs de 2 a 16 é induzir a transformacdo de
células mesenquimais indiferenciadas em condroblastos,
tanto na fase embriogénica como durante o crescimento
e cicatrizagdo. Ripamonti & Reddi (1994), afirmaram que,
além de suas fun¢des na osteogénese pos-fetal, as BMPs
podem exercer multiplas fun¢des no desenvolvimento em-

briogénico e organogénico, incluindo esqueletogénese, de-
senvolvimento cranio facial e dos tecidos dentais.

Visando suprir essa caréncia de informacdes sobre a
ontogenia da Piapara (Leporinus elongatus) e buscando ob-
ter subsidios para incrementar a reproducdo da mesma, in-
vestigou-se o desenvolvimento embrionario deste animal,
utilizando diferentes técnicas e com foco na expressao das
BMP-2 e BMP-4 durante a embriogénese.

MATERIAL E METODOS

Animais

Exemplares de Leporinus elongatus foram capturados no rio
Pardo e mantidos na Estac¢do de Piscicultura da Usina Hidrelétrica
de Machado Mineiro localizada no Municipio de Aguas Vermelhas,
Minas Gerais; em tanques de 120 m2 sendo alimentados com ra-
cdo comercial contendo 36% de proteina bruta, diariamente, na
propor¢do de 2% do peso vivo. Para reprodugdo, foram empre-
gados trés casais de reprodutores de Piapara no més de janeiro
de 2012 e trés em janeiro de 2013, os casais foram submetidos a
reproducdo induzida por hipofisagao, utilizando trés inje¢des de
Extrato Bruto de Hipéfise de Carpa (Cyprinus carpio) na dosagem
de 0,25/0,5 e 5,0mg/kg em intervalo de 10 horas entre aplicagdes.
Estes animais possuiam um comprimento total de 26,4+7,91cm e
1,25%0,35 kg de peso corporal. A fertilizagdo foi realizada a seco,
misturando-se sémen aos ovocitos estruidos e adicionando, em
seguida, 4gua a mistura. Os ovos fertilizados foram mantidos em
incubadoras do tipo funil com 30L de capacidade, com agua circu-
lante. A embriogénese e a ontogénese larval foram monitoradas
até a reabsorg¢édo do saco vitelinico com auxilio de estereomicros-
c6pio MBC-10 (MBC, Russia). A reproducio foi realizada durante
os meses de janeiro de 2012 e janeiro de 2013, com uma tempe-
ratura da agua de 24+3 °C durante o periodo de incubagdo. Amos-
tras de ovos, larvas, p6s-larvas e juvenis foram fixados em solugdo
de Bouin (750mL de solugdo saturada de acido picrico, 250mL
de formol 40% e 50mL de acido acético glacial) e soluc¢do de for-
malina 10% para posterior avaliacdo através da microscopia de
luz, imuno-histoquimica e microscopia eletronica de varredura.
Foram utilizados 10 juvenis, sendo anestesiados com solugdo de
hidrocloreto de benzocaina 28 na dose de 200mg/L de agua, de
acordo com Resolugdo CFMV n? 714 (2002) e posteriormente
mergulhados em solucdo fixadora, por razdes humanitarias. To-
dos os procedimentos desse trabalho foram aprovados pelo CEUA
(Comissio de Etica no Uso de Animais) da FMVZ-USP, com o pro-
tocolo de niimero 2369.

Microscopia de Luz

As amostras de ovos, larvas, pds-larvas e juvenis foram fixa-
das em solugdo de Bouin durante 12 horas, e entdo transferidas
e conservadas em alcool 70%. Foram entdo desidratadas em uma
série de solugdes crescentes de etano e xileno, respectivamente,
para o processo de inclusdo em parafina segundo técnicas histo-
logicas de rotina. Apés este periodo, os blocos de parafina foram
cortados com utilizacdo do micrétomo Leica RM2125 (Leika, Ale-
manha) em cortes seriados com 5um de espessura e logo apos,
os cortes foram capturados com laminas de vidro em um banho
histolégico a 45°C.

As laminas foram colocadas em estufas de histologia para se-
cagem Quimis 317B242 (Quimis, Brasil) na temperatura de 40°C
por 24 horas. Em seguida, mergulhadas em berc¢os histolégicos
contendo uma série de solugdes decrescentes de xilol e alcool
para realiza¢do do processo de desparafinizagao, foram entdo co-
radas em solu¢do de Hematoxilina de Mayer por 1 minuto, sendo
retirado o excesso em agua corrente, e logo, corada com solugio

Pesq. Vet. Bras. 34(Supl.1):92-98, dezembro 2014



94 Erika Z. Souza et al.

de Eosina durante 30 segundos. As laminas passaram por um pro-
cesso de desidratagdo em solucgdes crescentes de etanol e diafani-
zadas em solugdo de xileno, para posterior montagem das laminu-
las com o emprego da resina Entellan (Merck, Brasil).

Os resultados foram analisados e fotografados utilizando o
Microscépio Olympus BX3 acoplado a camera AxioCam HCr com
software de captura Axio Visio (Olympus, Japdo).

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de ovos, larvas, pés-larvas e juvenis foram fixadas
em solucdo de formaldeido 4% por 24 horas, e entdo transferidas
para em alcool 70% por tempo indeterminado, foram lavadas em
solugdo de PBS 0,1 M, sendo pos-fixadas em solugdo de tetroxido
de 6smio 2%. Novamente foram lavadas em uma série de solu¢ao
de PBS 0,1M, 4gua destilada e 4cido tanico 1x, respectivamente.
Em seguida, foram desidratadas em uma série crescente de eta-
nol e secadas em estufa a temperatura de 60°C durante 24 horas.
Apobs o seco, o material foi montado em Stubs de aluminio e cober-
tos com ouro, através do aparelho lom Sputter Balzer SCD - 040 e
analisados ao microscépio eletronico de varredura Zeiss Leo 435
VP do Setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo.

Imuno-histoquimica

As amostras de ovos, larvas, p6s-larvas e juvenis foram fixa-
das em formaldeido 4% por 24 horas, e entdo transferidas para
alcool 70% por tempo indeterminado. Foram entdo incluidas em
parafina, conforme técnicas histologicas de rotina. Apds realiza-
dos os cortes seriados de 5 um de espessura, foram montados em
laminas silanizadas, sendo desparafinizadas e hidratadas em so-
lucdes decrescentes de xileno e etanol. Em seguida, foram lavadas
em PBS e realizado a recuperagdo antigénica em tampao citrato
de s6dio a 90°C em uma panela comum com agua destilada. Apos
esfriado em temperatura ambiente, o material foi lavado em agua
corrente, PBS e entdo realizado bloqueio de peroxidade com solu-
¢do de perdxido de hidrogénio no escuro a temperatura ambiente,
foi entdo realizado o bloqueio inespecifico com utilizacdo de leite
em p6 5% em PBS a temperatura ambiente. Os cortes foram incu-
bados com anticorpo primario diluido anti- BMP-2 DSV0512011,
Monoclonal IGC2B, (R&D System, USA) e BMP-4 - ab124715 (Ab-
cam, USA) em uma camara umida em geladeira, de 4 a 8°C, over-
night. Os cortes do grupo controle negativo, ndo foram incubados
com o anticorpo primdrio, e sim com Tampao fosfato salino (PBS
0,1M pH 7,4); No dia seguinte, os cortes foram lavados em solu-
¢do de PBS e entdo incubado com anticorpo secundario (Polimer
DAKO Advanced, Estados Unidos da América) em temperatura
ambiente, os cortes foram lavados com solugdo de PBS e realizada
arevelagdo com DAB, parando a revelagdo em agua destilada e re-
alizada a contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer durante 2
minutos, sendo lavadas em 4gua corrente e realizada a diferencia-
¢do em solugdo saturada de carbonato de litio, lavadas novamente
e realizada uma desidratacdo com solugdes crescentes de etanol
e xileno. As laminas foram montadas junto com as laminulas com
utilizagdo da resina Entellan (Merck, Brasil).

RESULTADOS

Ovos

Leporinus elongatus produz ovos esféricos, pelagicos, de
coloragdo amarelo palha e translicidos, possuem a presen-
¢a do corion com superficie lisa (Fig.A1 e C1).

Os ovos recém-fecundados apresentaram didmetro
médio de 2,60 mm; com amplo espaco perivitelino (aprox.
28%), tamanho médio de 0,73mm e didmetro médio do
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vitelo de 1,10mm. Quanto a quantidade e padrio de dis-
tribuicdo de vitelo, os ovos de L. elongatus podem ser clas-
sificados como telolécitos, uma vez que exibem grande
quantidade de vitelo concentrado no polo vegetativo, en-
quanto o citoplasma e organelas sdo distribuidos ao longo
do polo animal (Fig.A1 e B1). O cdrion é liso, sem 6rgaos

Fig.A. Imagens capturadas utilizando um Microsc()plo estereosco-
pio. Nota-se presen¢a do Coérion (Co), Glébulo de vitelo (GV),
Movimento de Epibolia (ME), Blastoémeros (BI), Blastoderme
(Bm), Saco vitelinico (SV), Espaco Perivitelinico (EsP), Fecha-
mento do Blastéporo (FB), Periblasto (Pe), Anel Embrionario
(AE), Somitos (St), Vesicula Optica (VO), Nadadeira Embrionaria
(NE), Faixas Transversais (Fx), Nadadeira Caudal (NC), Nadadei-
ra Dorsal (ND), Nadadeira Peitoral (NP) Nadadeira Anal (NA).
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adesivos conforme analise através da Microscopia Eletro-
nica de Varredura (Fig.C1).

Embriogénese

A primeira clivagem durante a embriogénese de L. elon-
gatus foi de 42 minutos apos fertilizacdo (Fig.A2 e B2).
Onde foi possivel observar claramente o movimento de
epibolia na microscopia eletrdnica (Fig.C2). A segunda, ter-
ceira e quarta clivagens ocorreram aproximadamente seis
minutos apés a anterior, no entanto, na quinta clivagem,
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Fig.B. Imagens capturadas utilizando um Microscépio de luz. No-
ta-se presenga do Cdérion (Co), Glébulo de vitelo (GV), Movi-
mento de Epibolia (ME), Blastomeros (Bl), Blastoderme (Bm),
Saco vitelinico (SV), Fechamento do Blastéporo (FB), Periblas-
to (Pe), Anel Embrionario (AE), Somitos (St), Vesicula Optica
(VO), Nadadeira Embrionaria (NE), Arcos Branquiais (AB),
Coragédo (Cr), Olhos (Ol) e Abertura de boca (Bo).

ocorreu em aproximadamente 35 minutos apds a anterior,
originando 32 blastomeros (Fig.A3 e B3).

Na microscopia eletronica de varredura foram observa-
dos blastdmeros com tamanhos diferentes, com clivagem
meroblastica ou parcial, ocorrendo esse processo apenas
no polo animal (Fig.C3) Na quarta clivagem, foi visualiza-
da a formacdo de dezesseis blastomeros (Fig.C4), sendo
observadas células contendo citoplasma acidofilico, com
tamanhos diferentes localizados no polo animal.

Fig.C. Imagens capturadas utilizando um Microscépio de Varredu-
ra (MEV). Nota-se presen¢a do Cérion (Co), Glébulo de vitelo
(GV), Movimento de Epibolia (ME), Blastomeros (BI), Blasto-
derme (Bm), Saco vitelinico (SV), Fechamento do Blastéporo
(FB), Periblasto (Pe), Anel Embrionario (AE), Somitos (St),
Vesicula Optica (VO), Nadadeira Embrionaria (NE), Nadadeira
Ventral (NV), Nadadeira Dorsal (ND), Nadadeira Peitoral (NP),
Olhos (Ol), Boca (Bo) e Dentes (Dt).
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A fase de blastula iniciou-se com cerca de trés horas
apos fertilizacdo e avangou até cerca de cinco horas e trinta
minutos (Fig.A4 e B4). Nessa fase, a blastoderme apresen-
tou uma forma de meia-lua no estadio avangado, com um
padrdo de clivagem bastante indeterminado, porém, conti-
nuo. Na microscopia eletronica de varredura foi observada
uma camada sincicial de vitelo, também denominada de
periblasto entre a blastoderme e os glébulos de vitelo (Fig.
C6).

A fase de gastrula iniciou-se com aproximadamente seis
horas ap6s fertilizagdo, prorrogando-se até cerca de sete
horas, com o fechamento do blastéporo (Fig.A5 e C4). Na
histologia (Fig.B5) e na microscopia eletronica de varre-
dura (Fig.C6) evidenciou-se a presenca de um periblasto e
formacdo inicial de um anel embrionario. Em seguida foi
observada a fase de néurula, com diferenciagdo do embrido
com formacgdo do anel embriondrio (Fig.A6 e B6) e surgi-
mento da vesicula 6ptica e dos somitos (Fig.B6). Com 20,2
horas ap6s a fertilizacao, houve o completo descolamento
da cauda do embrido da vesicula vitelinica (Fig.A7, B7 e
C7). Foi observada a presenga de somitos, saco vitelinico e
nadadeira embrionaria (Fig.A8).

As larvas eclodiram em aproximadamente 32 horas
apos a fecundacgio (Fig.A9, B8, e C8), medindo em média
3,0mm de comprimento total, possuindo ainda um saco
vitelinico pequeno e olhos pouco pigmentados, ocorre
nessa fase também a formacdo do coracdo (Fig.B8). O olho
é grande e se torna pigmentado com 4,60mm e a nadadei-
ra peitoral aparece com aproximadamente 4,50mm, onde
também ja ocorre o surgimento dos arcos branquiais.
Com cinco dias de incubacgao, foi evidenciada a abertura
da boca, periodo em que a larva passa a alimentar-se, de-
pendendo do ambiente externo para sobrevivéncia (Fig.
B9).

Juvenil

Houve uma mudanca ou metamorfose, onde a nadadei-
ra embrionaria originou as nadadeiras caudal e anal, sendo
identificada a fase juvenil ou de alevinagem, aos dez dias
apos a fertilizagcdo, sendo observadas oito faixas transver-
sais na regido dorsal (Fig.A10). Na histologia foi observada
a formacdo da lente e retina, além da presenca de tecido
cartilaginoso na formacdo de alguns ossos do cranio (Fig.
B10).

Na microscopia eletronica de varredura, foi observada a
presenca das nadadeiras caudal, anal, peitoral e ventral ja
formadas, assim como os olhos, dentes e sistema branquial
(Fig.C9 e C10).

Imuno-histoquimica

Nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario de
L. elongatus ndo foram encontradas marcagdes dos anticor-
pos BMP2 e BMP4, sendo estas, observadas apenas a partir
da fase larval nas regides da boca (Figuras D2, D4 e D8),
formacdo do encéfalo, maxilar e mandibula (Fig.D4), intes-
tino primitivo e coracdo (Fig.D6).

*Os anticorpos BMP-2 e BMP-4 apresentaram a mesma
marcagao, portanto, neste trabalho, optamos por colocar
apenas as imagens das expressdes de BMP-2.
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Fig.D. Imuno-histoquimica da fase larval (D1 e D2) e Juvenil (D3
a D8) de L. elongatus, onde a coluna da esquerda (D1, D3, D5,
D7) representam o grupo controle, incubado com PBS e a
coluna da direita (D2, D4, D6 e D8) o grupo incubado com o
anticorpo BMP-2. (Os anticorpos BMP-2 e BMP-4 obtiveram a
mesma marcag¢do; portanto, neste trabalho optamos por colo-
car apenas as imagens das expressdes de BMP-2).

DISCUSSAO

Este trabalho mostrou a ontogenia da Piapara e as fases
de destaque da osteogénese, além da expressdo das prote-
inas morfogenéticas BMP-2 e BMP-4. As principais carac-
teristicas encontradas nesta espécie foram o fechamento
do blastéporo, formacdo de 6rgdos iniciais como coracdo,
olhos e intestino primitivo, também descritas para Brycon
gouldingi (Faustino 2010) e Hypophthalmichthys molitrix
Valenciennes (Sividanes et at. 2012).

Por ser uma espécie que necessita de aguas relativa-
mente quentes para que sua prole possa se desenvolver, o
periodo reprodutivo da espécie estudada foi de dezembro a
janeiro, com temperatura de 24+3°C. A desova é total, sazo-
nal e com pico, podendo haver um atraso de acordo com a
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temperatura da agua. A fecundacio é externa, uma vez que
sdo animais que realizam migragao e por isso ndo cuidam
da prole (Vazzoler 1996).

Conforme o evidenciado pelas técnicas de histologia e
microscopia eletronica de varredura, os ovos de L. elonga-
tus sdo pelagicos, possuem grande espaco perivitelino apds
hidratagdo; sdo telolécitos, com um elevado suprimento de
vitelo, o que garante a correta nutricdo dos embrides con-
forme relatado por Woynarovich & Horvath (1983).

O desenvolvimento embriondrio ocorreu nas fases de
ovo, blastula, gastrula, néurula, embriao, larva, pés-larva e
alevino (juvenil), como descrito por Woynarovich & Hor-
vath (1980). A segmentacdo dos ovos foi semelhante ao
descrito para Leporinus macrocephalus (Reynalte-Tataje et
al. 2001) em outras bacias hidrogréaficas.

O coragdo foi o primeiro 6rgio definitivo a se desen-
volver e tornar-se funcional durante a embriogénese, ele
se apresentava simples no momento da eclosdo da larva,
localizado na cavidade pericardial, anteriormente ao saco
vitelinico e a cavidade abdominal, como também registra-
do em larvas recém-eclodidas de outros estudos (Morino
2005, Marques 2008).

A visdo é fundamental para a sobrevivéncia dos peixes,
pois a maioria aproveita este sentido para evitar predado-
res. O desenvolvimento do olho, em L. elongatus ocorreu de
forma progressiva e, nas larvas com vitelo absorvido, no ul-
timo momento avaliado, encontrava-se desenvolvido com
os principais estratos formados e os nucleos dos cones e
bastonetes comecando a formar duas camadas, assim como
observado em larvas de Oreochromis niloticus (Morrison et
al. 2001) e em Zungaro jahu (Marques 2008).

Pela microscopia eletronica de varredura foi possivel
acompanhar o desaparecimento do saco vitelinico, uma
vez que este constitui um grande indicador de mortalida-
de, pois quanto menor o ovo e o saco vitelinico, maior as
chances da larva ndo sobreviver por falta de nutrientes.
Estes sdo indispensaveis durante o processo de metamor-
fose, alimentando o embrido e larva, até a abertura da boca,
quando este passa entdo a possuir alimentacdo exdgena,
mecanismo também utilizado por outras espécies (Santos
& Godinho 2002).

Seu corpo, ¢é alongado, tornando-o mais agil, poden-
do constituir uma manobra antipredatéria. Os dentes de
L. elongatus sdo caracteristicos de espécies consideradas
herbivoras, com tendéncia a onivoria, o que certamente re-
flete estratégias de sobrevivéncia em ambientes inundaveis
como ja fora observado por Resende et al(1996).

Sua boca é inferior, seu labio superior é muito desen-
volvido, diferentemente dos dados relatados por Reis et al.
(2003) porém, em acordo com a descricdo de Graziela et al.
(2004); que enfatiza a alimentagio herbivora com tendén-
cia a onivoria.

Nao houve diferenciacdo significativa quanto ao tama-
nho dos ovos de L. elongatus. Foi possivel observar o pro-
cesso de metamorfose nas diversas técnicas, onde a nada-
deira embriondria originou as nadadeiras caudal e anal;
ossificacdo do esqueleto, abertura de boca, pigmentacdo
dos olhos, aparecimento dos somitos, aparecimento de 6r-
gaos fundamentais, como o coracdo, sistema branquial, de-

saparecimento do saco vitelinico e descolamento da cauda,
processo este descrito por Nakatani et al. (2001).

Com relacdo a imunohistoquimica, foi possivel avaliar
que a marcagao das proteinas BMP-2 e BMP-4 ocorreu em
localizacdes muito semelhantes, fato também relatado por
Wozney (1992), que cita que estas sdo praticamente idén-
ticas. Observou-se a expressdo dessas proteinas somente a
partir da fase larval, nas regides da boca, coragao e cartila-
gem cranial. Este comportamento da expressdo das prote-
inas BMP-2 e BMP-4 deve-se provavelmente por ainda ndo
ter havido diferenciacdo celular suficiente para essas pro-
teinas exercerem seus papéis no processo de formacdo do
tecido dsseo.

A presenca da expressao dessas proteinas na cartilagem
cranial deve-se possivelmente ao fato da BMP induzir a for-
macao de osteoblastos e também por serem secretadas por
esse tipo celular (Katagiri 1994); Matsumura et al. (1992)
sugerem que a BMP é liberada para regular a proliferacdo
e diferenciacdo das células mesenquimais de forma seme-
lhante a sua fun¢do, como visto nas embrionarias. Portan-
to, acreditamos que as BMPs nao foram expressas nas fases
anteriores devido a ndo diferenciacdo das células ou ainda
por ndo ocorrer ativacdo de tais proteinas nas fases iniciais
do desenvolvimento embrionario da Piapara, sendo neces-
sario um estudo mais aprofundado para o correto entendi-
mento do resultado obtido.

Este trabalho trouxe informagdes importantes sobre a
ontogenia de L. elongatus, descrevendo os principais acon-
tecimentos que devem ser observados para evitar possiveis
causas de mortalidade comuns durante a reproducao des-
ses animais, como predagdo das larvas, vitelo reduzido em
alguns individuos, ocasionando a méa nutricdo do embrido
e sua morte e aumento da temperatura das dguas alagadas,
que levaria a uma eclosao tardia, Dessa forma, a melhora
das estratégias reprodutivas, possibilitara um incremento
da populacio da espécie, seja com objetivos comerciais ou
de repovoamento da espécie.
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